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Voorwoord 

Voor u ligt een rapport dat het resultaat is van een uitgebreide 

literatuurstudie over chlorofylfluorescentie. Deze literatuur

studie vond plaats in het kader van het gezamenlijke project 

" Gebruiksmogelijkheden van de chlorofylfluorescentietechniek 

voor de selectie van koudetolerante maïsgenotypen " van de 

Stichting voor Plantenveredeling (SVP) en de Stichting Nederlands 

Graan-Centrum (NGC). 

Door in dit rapport onderzoeksresultaten te ordenen en te 

bundelen hoop ik een bijdrage te leveren aan het verantwoord, 

kritisch en begripvol gebruik van de chlorofylfluorescentie

techniek. 

Ik wil O. Dolstra, O. van Kooten en A.H.C.M. Schapendonk bedanken 

voor het kritisch doornemen van het concept van dit rapport. 

Hierdoor is de uiteindelijke versie sterk toegenomen in 

leesbaarheid en kwaliteit. 

S.R. Haalstra 

01 - 01 -1990 
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Inieidina 

De toepassing van het verschijnsel chlorofylfluorescentie in 

plantenfysiologisch onderzoek, is door de komst van een nieuwe 

meettechniek sterk toegenomen. Met name in het toegepast 

onderzoek ontbreekt het echter veelal aan de bij deze techniek 

behorende achtergrondinformatie. Achtergrondinformatie is van 

belang om op een verantwoorde wijze met de fluorescentietechniek 

om te gaan. Ook is zij van belang voor het kritisch en begripvol 

kunnen volgen van recente ontwikkelingen in deze, in 

stroomversnelling geraakte, onderzoekstechniek. Achtereenvolgens 

worden in dit rapport de volgende onderwerpen behandeld : 

[1] Theoretische achtergronden van chlorofylfluorescentie 

[2] Bouw en functioneren van het fotochemisch apparaat van groene 

planten 

[3] Oorsprong, meting en interpretatie van in-vivo chlorofyl-

fluorescentiesignalen 

[4] Toepassing van chlorofylfluorescentie in stress-fysiologisch 

onderzoek 



(uit: Nobel,1970) 
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1. THEORETISCHE ACHTERGRONDEN VAN CHL PROFYLFLUORE S CENTIE 

1.1.1 Chlorofvl structuur/grootte/gewicht 

Het chlorofylmolecuul (figuur 1) is opgebouwd uit een relatief 

vlakke porphyrinering bestaande uit vier pyrroolkernen (tetra-

pyrrool) met daaraan gebonden een terpeen alkohol (phytol-

staart). De porphyrinering heeft een grootte van ca. 15*15 Â2. In 

het centrum van de ring is een Mgz+ atoom covalent gebonden. De 

phytolstaart bevat 20 C-atomen en heeft een lengte van ca. 20 Â. 

De meest voorkomende vorm van chlorofyl in hogere planten is 

chlorofyl-a. Het molecuulgewicht van chlorofyl-a bedraagt 893.5. 

Naast chlorofyl-a (Chl-a) komt in hogere planten chlorofyl-b 

(Chl-b) voor. Chl-b verschilt slechts van chl-a door het 

voorkomen van een aldehyde (CHO) groep op een plaats waar bij 

chl-a een methylgroep (CH3) voorkomt. De mol-verhouding chl-a : 

chl-b varieert tussen de 2 ä 3 .De vier pyrroolkernen vormen een 

systeem van negen geconjugeerde dubbele bindingen. Dit systeem 

levert gedelocaliseerde 7r-elektronen welke een rol spelen bij de 

absorptie van lichtenergie. 

1.1.2 Carotenoïden 

Andere belangrijke pigmenten in hogere planten zijn de carote

noïden. Carotenoïden zijn 40-C isoprenoïden opgebouwd uit 8 

isopreen eenheden. Carotenoïden zijn ca. 30 Â lang en bevatten 

een systeem van negen of meer geconjugeerde dubbele bindingen. De 

mol-verhouding chlorofyl : carotenoïden bedraagt 5 ä 6 (Maas en 

Dunlap,1989; Lichtenthaler en Rinderle,1988). 

1.2 Absorptie van licht door chlorofvl-a en andere pigmenten 
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Figure 5-2. Absorption and fluorescence emission spectra of Chi a in 
ether. [Data are from A. S. Holt and E. E. Jacobs, American Journal 
of Botany 41, 710-17 (1954) ; by permission.] 

Figuur 2. Absorptie- en fluorescentie-emissiespectrum van 
chlorofyl-a in ether, (uit: Nobel,1970) 



De gedelocaliseerde 7r-elektronen in de porphyrinering van 

chlorofyl kunnen lichtenergie absorberen. De tijdsduur benodigt 

voor de absorptie van een lichtkwant bedraagt ca. 10"15 sec. Dit 

komt overeen met de duur van één trillingsperiode van het licht. 

Door de absorptie van lichtenergie wordt een 7r-elektron aange-

slagen (ir -elektron) naar een hoger energieniveau. Chl-a 

absorbeert lichtenergie in het zichtbare (400-700 nm) spectrum 

(figuur 2) . Dit absorptiespectrum van chl-a wordt veroorzaakt 

door de energie-overgang van een elektron in de grondtoestand 

(S0) naar de Ie (S,,) of naar de 2e (S2) aangeslagen toestand. De 

hiervoor benodigde energie komt overeen met de energie-inhoud van 

resp. rode en blauwe lichtkwanten. 

SQ > S, (1.82 eV ; rood licht = 670nm ) 
S0 > S2 (2.84 eV ; blauw licht = 435nm ) 

Energie-overgangen kunnen plaatsvinden door de absorptie van 

lichtkwanten. Voor iedere overgang is een specifieke hoeveelheid 

energie nodig. Deze specifieke hoeveelheid energie wordt aange

leverd door lichtkwanten. Een lichtkwant heeft een specifieke 

energie-inhoud welke afhankelijk is van zijn golflengte 

(E=h*c/X). Iedere energie-overgang correspondeert daarom met de 

absorptie van lichtkwanten van een bepaalde golflengte. 

De twee absorptiepieken (bij 435nm en 670 nm) in het spectrum 

zijn al verklaard. De twee hoofdpieken blijken echter een zekere 

bandbreedte te hebben en in de linker schouder van de pieken 

komen kleinere absorptiemaxima voor. De reden hiervoor is dat 

iedere energietoestand ' (S0,S1fS2) verder onderverdeeld is in een 

aantal vibratie-energieniveau's. Het aantal mogelijke energie

overgangen neemt hierdoor aanzienlijk toe. De energie-afstand 

tussen opéénvolgende vibratie-niveau's bedraagt ±0.1 eV. Het 

golflengte verschil tussen de hoofd-piek en een kleiner maximum 

in de schouder bedraagt ca. 30 nm. In het zichtbare spectrum komt 

een golflengte verschil van 30 nm overeen met een energieverschil 



Lower excited 

Light absorption Fluorescence 

Figuur 3. Energie-niveau diagram waarin verschillende energie
overgangen zijn weergegeven met de bijbehorende golflengte van 
het geabsorbeerde- (doorgetrokken lijnen) of fluorescentie-
(gestippelde lijnen) lichtkwant. De energie-overgangen vinden 
plaats van en naar verschillende vibratieniveau1 s van de 
grondtoestand en van de Ie aangeslagen toestand, (uit:Nobel,1970) 

Tabel 1. Maximale absorptie coëfficiënt (e) en bijbehorende 
golflengte (A^) in afhankelijkheid van het aantal geconjugeerde 
dubbele bindingen (n). 

n e (1.mol"1, cm"1) amx 

1 1*104 185 nm 
3 3*104 265 nm 
5 5*104 325 nm 
7 7*104 375 nm 
9 9*104 415 nm 
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tussen lichtkwanten van ±0.1 eV. De kleinere maxima in de 

schouders van dë hoofdpieken hangen dan ook samen met overgangen 

naar verschillende vibratie-niveau1 s (figuur 3). De bandbreedte 

van zowel de hoofdpieken als de kleinere maxima hangt samen met 

de absorptie van lichtkwanten voor overgangen naar verschillende 

rotatie- en translatie-energieniveau1s waarin een vibratie-

energieniveau nog weer verder is opgedeeld. 

M.b.v. de formule van Boltzmann voor de kansverdeling over 

energieniveau ' s kan worden berekend dat bij 25°C 98% van de niet 

aangeslagen chlorofylmoleculen op het laagste en slechts 2% op 

het Ie vibratieniveau van de grondtoestand (S0) voorkomen. De 

kans op nog hogere energieniveau's is nihil. De absorptie-maxima 

in de schouders van de hoofd-pieken moeten dan ook worden toege

schreven aan energie-overgangen vanuit het laagste vibratieniveau 

van de grondtoestand (immers 98% bevindt zich op dit energie

niveau) naar verschillende vibratieniveau1 s van de Ie en 2e 

aangeslagen toestand. Dat de opêénvolgende maxima in de schouders 

van de hoofdpieken sterk afnemen in amplitude komt door de 

dalende waarschijnlijkheid van de ermee samenhangende energie

overgangen (het zgn. Franck-Condon principe). 

Een maat voor de lichtabsorptie van pigmenten is de molaire 

absorptiecoëfficiënt (e). Volgens de wet van Lambert-Beer geldt 

voor de optische dichtheid (A) van een oplossing: 

A = log(I0/I) = e*c*b 

waarin: ï = lichtintensiteit van inkomende lichtbundel 0 
I = lichtintensiteit van uittredende lichtbundel 

c = concentratie van de optische stof (mol.liter ) 

b = afgelegde afstand door de oplossing (cm) 

e = molaire absorptiecoëfficiënt van de stof 

(liter .mol"1. cm"1) 



Wavelength (nm) 

Chlorophyll a (in ether) 
Chlorophyll b (in ether) 
^Carotene (in hexane) 
Fucoxanthin (in hexane) 

Phycoerythrin 
Phycocyanin 

— Allophycocyanin 
ex Cyanophyceae 

Figuur 4. Absorptie spectra van verschillende pigmenten, 
(uit: Goodwin en Mercer,1983) 
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Figuur 5. Absorptie karakteristieken van groene, geëtioleerde, 
albino maïsbladeren. (uit: Maas en Dunlap,1989) 
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De absorptiecoëfficiënt is afhankelijk van de golflengte van het 

te absorberen licht. De golflengte waarbij de molaire absorptie

coëfficiënt maximaal is (emav) noemt men A„v. Amav neemt toe bij N max ' max max 

een toenemend aantal geconjugeerde dubbele bindingen (tabel 1) . 

Bij een groter aantal geconjugeerde bindingen neemt namelijk de 

energie-afstand tussen de grondtoestand en de aangeslagen 

toestand af, waardoor minder energierijke lichtkwanten worden 

geabsorbeerd. In figuur 2 is de absorptiecoëfficiënt van 

chlorofyl weergegeven als functie van de golflengte van het te 

absorberen licht. A^ bedraagt voor chlorofyl ca. 430nm. 

Naast chlorofyl-a zijn in hogere planten chlorofyl-b en ß-

caroteen de belangrijkste lichtabsorberende pigmenten. De 

absorptiespectra van chl-a, chl-b en ß-caroteen zijn gezamenlijk 

weergegeven in figuur 4. Bij chl-b zijn de absorptiepieken t.o.v. 

chl-a beide richting het centrum van het zichtbare spectrum 

verschoven, ß-caroteen absorbeert vooral in het blauw/groene deel 

van het spectrum. Maas en Dunlap(1989) geven een absorptie-

spectrum voor maïsbladeren van groene (chlorofyl + ß-caroteen), 

geëtioleerde (ß-caroteen) en albino (geen pigmenten) planten 

(figuur 5). 

Uit figuur 5 kan de bijdrage van chlorofyl en ß-caroteen aan het 

absorptiespectrum worden afgelezen. Het absorptieminimum rond 540 

nm (groen) is duidelijk waarneembaar. Overigens wordt van dit 

groene licht nog ±45% door het blad geabsorbeerd. De licht

absorptie door niet-pigmenten (celwanden) bedroeg in het 

zichtbare spectrum gemiddeld 10%. Maas en Dunlap(1989) vonden bij 

een chlorofyl concentratie van 0.61mmol.liter"1 en een bladdikte 

van O.lmm bij 660nm een lichtabsorptie van 80%. Bij dikkere 

bladeren neemt de absorptie natuurlijk toe. 

1.3 De-excitatie van aangeslagen chlorofyl 



Figure 4-3. Energy level diagram indicating the principal 
electronic states and transitions of chlorophyll. Straight 
vertical lines represent the absorption of light while wavy 
lines indicate radiationless transitions and broken lines 
indicate those de-excitations that are accompanied by 
radiation. 

Figuur 6. Weergave van de verschillende de-excitatie mogelijk
heden van aangeslagen chlorofyl. (voor verdere details zie Engel 
bijschrift) (uit: Nobel,1970) 

Figuur 7. Schematische weergave van de verschillende de-excitati< 
mogelijkheden met bijbehorende reactieconstanten. 
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Aangeslagen chlorofyl is niet stabiel maar zal terugkeren naar de 

grondtoestand. De mogelijkheden (figuur 6) waarlangs dit kan 

gebeuren zijn : 

1. omzetting in warmte (stralingloos verval) 

2. omzetting in straling (fluorescentie) 

3. omzetting in straling via een triplet tussentoestand 

(fosforescentie) 

Deze verschillende de-excitatie mogelijkheden zijn elkaar becon

currerende le-orde reacties, ieder met een eigen reactieconstante 

(figuur 7). Dit kan wiskundig worden weergegeven door: 

dS^dt = -(kl+k2+k3) *S1 

waarin : S1 = de hoeveelheid chlorofylmoleculen in de 

S.,-aangeslagen toestand, 

kl = reactieconstante voor stralingloosverval 

(± 13*107 in ether ) 

k2 = reactieconstante voor fluorescentieverval 

(± 7*107 in ether ) 

k3 = reactieconstante voor overgang naar de 

triplettoestand (k3<<kl,k2) 

De omzetting in warmte gebeurt door overdracht van energie via 

botsingen. Omdat de S2 aangeslagentoestand zeer snel (± 10"14 -

10"12 sec.) stralingloos vervalt naar de S1 toestand, speelt 

fluorescentie vanuit de S2 toestand geen rol van betekenis. 

Evenzo is het stralingloos verval vanuit hogere vibratieniveau1 s 

van de S.,, naar het laagste vibratieniveau van de S,, zeer snel. 

Het laagste vibratieniveau van de S1 is relatief stabiel. De 

"lifetime" van deze toestand bedraagt ± 1,5*10"8 sec. "lifetime" 

is de tijdsduur benodigt voor het verval van 66% van de aange-



660 700 740 780 660 700 740 780 
wavelength Cnm3 

FIGURE 1. Chlorophyll flu
orescence emission spectra 
of the upper ( ) and 
lower leaf side ( ) A. 
of a C,- plant (Nicotiana 
tabacum) and B. or a Co
piant (Zea mays). The flu
orescence was excited and 
sensed from the same leaf 
side (reflection measuring 
mode). Excitation light 
470±30 nm. 

Figuur 8. Fluorescentie-emissiespectra van een blad van een 
C3- en bï. een c4- plant. Doorgetrokken lijnen: excitatie en 
meting aan de bovenkant van het blad. Gestippelde lijnen : 
excitatie en meting aan de onderkant van het blad. 
(uit: Rinderle en Lichtenthaler,1988) 



slagen moleculen. Vanuit deze S1 toestand vervalt ca. 3 0% via 

fluorescentie. Het overige deel bereikt de grondtoestand (S0) via 

stralingloos verval. Slechts een zeer klein deel vervalt via de 

triplet toestand d.m.v. fosforescentie. De "lifetime" van de 

triplet-toestand (T.,) is vele malen groter dan die van de S.,-

toestand (T.,:10*3-10 sec.; S.,:10"9-10"6 sec.). Bij het beëindigen 

van de belichting van chlorofyl zal fluorescentie na 10"8 sec. 

nagenoeg gedoofd zijn, terwijl de fosforescentie nog veel langer 

doorgaat. Bij de meting van fluorescentie speelt fosforescentie 

geen rol van betekenis. 

1.4 Fluorescentiespectrum van chlorofvl 

Het fluorescentiespectrum van chlorofyl kent naast een piek bij 

670 nm (rood) een tweede maximum bij 735 nm (verrood) (figuur 2). 

De piek bij 670 nm hangt samen met de terugval vanaf het laagste 

vibratieniveau van de S., naar het laagste vibratieniveau van de 

Sq. Het maximum bij 735 nm hangt samen met de terugval vanaf het 

laagste vibratieniveau van de S1 naar het eerste vibratieniveau 

van de S0. Het energieverschil tussen het laagste en eerste 

vibratieniveau van de S0 bedraagt 0.15 eV, hetgeen overeenkomt 

met een verschuiving van de golflengte van het fluorescentielicht 

van 60 nm. 

1.5 Fluorescentiespectrum van een groen blad 

Het fluorescentiespectrum van een groen blad wordt bepaald door 

chlorofyl. Andere pigmenten zoals ß-caroteen fluoresceren na

genoeg niet. De fluorescentiespectra van bv. tabak en maïs 

vertonen dan ook twee pieken welke overeenkomen met die van 

chlorofyl (figuur 8). De intensiteit van de fluorescentiepieken 

en de onderlinge verhouding blijkt afhankelijk te zijn van de 

chlorofylconcentratie (Baret et al,1988), de plaats van meting 
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F690/F735 ranges between 0.8 and 1.2 for 
fully green leaves (Lichtenthaler and 
Buschmann, 1987a). With decreasing 
chlorophyll content the total fluorescence 
intensity increases (leaves 1, 2, 3 in Flg. 1) 
and reaches a maximum for a chlorophyll 
concentration per leaf area unit of about 

• 2 [im.cm-2. When the chlorophyll content 
is lower than 2 ng.an"2 the fluorescence 
intensity decreases since the chlorophyll 
amounts are too low (leaf 4, in Fig. 1). 

Figure 1 
Chlorophyll fluorescence emission spectra of intact cherry-laurel leaves with decreasing chlorophy 
content from leaf 1 to 4 (chlorophyll a + b, 1 : 52, 2 : 31, 3 •' 2.9, 4 : 1.1 (ig.cm ) (after 
Lichtenthaler and Buschmann, 1987) 

Figuur 9. Chlorofylfluorescentiespectra in afhankelijkheid van 
chlorofylconcentratie in het blad. (verdere details in Engelse 
tekst) (uit: Baret et al,1988) 

FIGURE 4. Dependence of 
the chlorophyll fluores
cence ratio F690/F735 in 
Parthenocissus leaves on 
the chlorophyll content 
(a+b) per leaf area unit. 
Excitation light 470±30 nm 
(taken from Lichtenthaler, 
1987a) 

Figuur 10. De verhouding F690 : F735 in afhankelijkheid van de 
chlorofylconcentratie in een blad. (uit: Rinderle en 
Lichtenthaler,1988) 



11 

(Rinderle en Lichtenthaler,1988) en de golflengte van het licht 

waarmee het blad wordt belicht (Rinderle en Lichtenthaler,1988). 

Bij een dalende chlorofylconcentratie in het blad neemt de 

intensiteit van de fluorescentie sterk toe. Pas bij zeer lage 

chlorofyl- concentraties (minder dan 4% v/d controle) neemt de 

intensiteit van de fluorescentie af (figuur 9). Dit schijnbaar 

onlogisch verband tussen chlorofylconcentratie en intensiteit van 

de fluorescentie wordt veroorzaakt door een toenemende 

reabsorptie van fluorescentielicht bij een hogere chlorofyl

concentratie. 

Reabsorptie is tevens de oorzaak van verschuivingen in de 

verhouding tussen de intensiteit van de fluorescentie bij 690 

(F690) en 735 (F735) nm. De reabsorptie bij 735 nm is geringer 

dan bij 690 nm. Bij hoge chlorofylconcentraties is de verhouding 

F690:F735 dan ook lager dan bij lage chlorofylconcentraties 

(figuur 10). Lichtenthaler(1987) gebruikt dit principe. Stress 

welke leidt tot een daling van de chlorofylconcentratie wordt 

door hem gekwantificeerd d.m.v. de verhouding F690:F735. De 

gevoeligheid van F690:F735 voor veranderingen in de chlorofyl

concentratie is bij de wat hogere concentraties laag (figuur 10). 

De verhouding F690:F735 geeft dan ook slechts een ruwe indicatie 

voor de chlorofylconcentratie. 

De plaats van de belichting en meting (onder- of bovenkant van 

het blad) heeft eveneens invloed op de intensiteit en verhouding 

van de fluorescentiepieken. Zo is de verhouding F690:F735 bij 

belichting en meting aan de bovenkant van het blad lager dan bij 

belichting en meting aan de onderkant (figuur 8). De hogere 

chlorofylconcentratie aan de bovenkant van het blad is hiervan de 

oorzaak. Een uitzondering hierop wordt gevormd door de equi-

faciale bladeren van Avena sativus. 

Bij belichting aan de onderkant en meting aan de bovenkant 



660 700 740 780 660 700 740 780 
wavelength [nm] 

FIGURE 2. Chlorophyll flu
orescence emission spectra 
of a dark-green Ficus leaf 
(Ficus benjamini), A. ex
cited by a olue laser (442 
nm) and B. by a red laser 
(632.8 nm). Solid lines: 
Fluorescence was excited 
and sensed at the upper 
leaf side (reflection 
measuring mode). Dotted 
lines: excitation was 
applied from the lower, 
but sensed from the upper 
leaf side (transmission 
measuring mode). 

Figuur 11. Fluorescentiespectra in afhankelijkheid van de 
golflengte van de laser excitatiebundel. ([a]=blauw,442nm; 
[b]=rood,632.8nm) (uit: Rinderle en Lichtenthaler,1988) 



verdwijnt de F690 nagenoeg volledig door reabsorptie. 
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De verhouding F690:F735 wordt ook beïnvloed door de kleur van het 

licht waarmee het blad wordt belicht. Blauw licht (400-500 nm) 

wordt geabsorbeerd door chl-a, chl-b en caroteen en penetreert 

daarom niet in diepere cellagen. De fluorescentie is dan opper

vlakkig en de verhouding F690:F735 hoog. Licht met een golflengte 

tussen 525 en 633 nm wordt relatief slecht geabsorbeerd. Dit 

licht dringt door tot diepe cellagen waardoor fluorescentie 

onderhevig is aan veel reabsorptie. De verhouding F690:F735 is 

dan laag (figuur 11). 



NADP 

Figuur 12. Illustratie van het electronentransport van water naar 
NADP+ in twee fotochemische stappen en van de daaraan gekoppelde 
synthese van ATP. 
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Figure 5-9. Schematic model for a series representation of the two photosystems 
of photosynthesis, indicating the stoichiometry of the various factors involved 
in the reduction of a CO: molecule to a carbohydrate ( | CH2O | ). 

Figuur 13. Schematische weergave van de wijze waarop lichtenergie 
wordt omgezet in chemische energie, (uit: Nobel,1970) 
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2. BOUW EN FUNCTIONEREN VAN HET FOTOCHEMISCH APPARAAT VAN GROENE 

PLANTEN 

2.1 Inleiding 

In de chloroplasten van groene planten wordt de door chlorofyl 

geabsorbeerde lichtenergie gebruikt voor de vorming van chemische 

energie (ATP, NADPH). Omzetting van lichtenergie in chemische 

energie vindt plaats in speciale reactiecentra (de zgn. foto

systemen) in de chloroplasten. Het hart van de fotosystemen wordt 

gevormd door twee speciale chlorofylmoleculen. Het gootste deel 

van het chlorofyl in de plant (99,5%) maakt echter deel uit van 

de antennepigmenten. Ieder fotosysteem beschikt over een antenne 

van ca. 250 chlorofylmoleculen voor de absorptie van licht

energie. Het antennechlorofyl sluist de door haar geabsorbeerde 

lichtenergie door naar de reactiecentra. Zonder antennechlorofyl 

zouden de reactiecentra weinig lichtkwanten absorberen en een 

groot deel van de tijd (99%) inaktief zijn. De fotosystemen maken 

deel uit van het fotochemisch apparaat. Met fotochemisch apparaat 

worden al die componenten bedoeld welke noodzakelijk zijn voor de 

vorming van chemische energie (ATP en NADPH) uit lichtenergie. 

Overdracht van energie op de reactiecentra is competitief met het 

verval van aangeslagen chlorofylmoleculen via warmte en fluo

rescentie. De mate waarin lichtenergie wordt omgezet in chemische 

energie heeft daarom invloed op de intensiteit van de fluore

scentie. Eenvoudig geredeneerd verwachten we bij slecht functio

nerende fotosystemen een hoge fluorescentie opbrengst. De werke

lijkheid blijkt echter complexer te zijn. Er zijn een aantal 

mechanismen die de fluorescentie opbrengst beïnvloeden. Een 

nieuwe techniek voor de meting van fluorescentie maakt het 

mogelijk op eenvoudige wijze een aantal van deze mechanismen te 

ontrafelen. Voor een goed begrip van de werking van deze techniek 

en voor de interpretatie van de meetsignalen is het noodzakelijk 

kennis te hebben van de bouw van het fotochemisch apparaat. 
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Figure 1.1. Electron transport and photosynthetic free energy transduction in 
the thylakoid membrane of plant chloroplasts. Light is absorbed by the pigment 
protein complexes LHC I and LHC XI or directly by the antennae pignencs of the 
reaction centers of PSII (Psso) or PSI (Pyoo)- «hen the energy of the absorbed 
photon reaches the reaction centre a charge separation occurs leading to the 
oxidation of the reaction centre and a reduction of the acceptors of the two 
photosystems, i.e. 0A in PSII and reduced ferredoxin (Fd) in PSI. The electron 
to reduce P880 comes from the oxidation of water. Water oxidation is a four 
step light-induced process S0 » S4. At the oxidation of two water molecules 
one oxygen molecule evolves and four protons are released either into the 
lumen or into a restricted areas of the membrane as proposed by Dilley (1986). 
The electron of Ql is passed on to a two electron acceptor QB , which can take 
up two protons from the stroma when fully reduced. QBH2 exchanges with the 
hydrogen carrying PQ pool and a hydrogen molecule is transferred from the 
stroma to the lumen and from the appressed to the non-appressed membrane 
regions. PQH2 is oxidized at the cytochrome b/f complex. Protons are thereby 
released either into the lumen or within the membrane (see paragraph 6.3 of 
this thesis). One electron is transferred to ?;00 via plastocyanin, cytochrome 
f and the Rieske-FeS protein. Another electron is thought to reduce cytochrome 
bs and can cause a "secondary" charge separation by reducing PQ on the stroma 
side together with an electron from Fd. This type of cyclic electron transport 
is sometimes referred to as the Q-cycle (Hendler et al. 1985). Thus electrons 
are transferred from water to Fd and to NA0P+. In the process protons are 
transferred from the stroma to the lumen. This leads to an electrochemical 
proton potential . The ATPase converts the energy of protons into bound 
energy (ATP). 

Figuur 14. Illustratie van de onderlinge samenhang van de 
verschillende complexen in het thylakoïdmembraan van de ^ _ 
chloroplast. De verschillende electronen- en protonen^fluxen zijr 
tevens aangegeven, (voor verdere details zie Engels bijschrift) 
(uit: v. Kooten,1988) 
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De gegevens over de bouw van het fotochemisch apparaat zijn 

ontleend aan een aantal recente revieuw artikelen (Anderson,1986; 

Fork,1986; Glazer,1987; Vanngard,1988). Een deel van de illu

straties is overgenomen uit het proefschrift van Olaf van Kooten 

(1988). 

2.2 Globale bouw en functie van het fotochemisch apparaat 

Het fotochemisch apparaat is gelocaliseerd in de thylakoïd-

membramen van de chloroplast. Het fotochemisch apparaat bestaat 

in feite uit een elektronentransportketen (ETK) waarin twee typen 

fotosystemen zijn opgenomen. De fotosystemen leveren de drijvende 

kracht voor het transport van elektronen van water, tegen een 

potentiaal gradiënt in, naar NADP+. De twee typen fotosystemen 

worden eenvoudig aangeduid met fotosysteem I (PSI) en foto-

systeeem II (PSII). De noodzaak van twee fotosystemen in de keten 

komt voort uit de te kleine energie-inhoud van lichtkwanten om in 

één keer het potentiaalverschil tussen water en NADP+ te over

bruggen. Het gebruik van twee lichtkwanten door de in serie 

geschakelde fotosystemen wordt geïllustreerd in de figuren 12 en 

13. 

De meeste componenten van de ETK zijn georganiseerd in drie 

membraanoverbruggende complexen (PSI,PSII en het cyt b/f-

complex). Ieder complex is opgebouwd uit verscheidene eiwitten, 

pigmenten en elektronencarriers. Lichtenergie wordt ingevangen 

door speciale eiwit-chlorofyl complexen. Deze Light-Harvesting-

Çomplexen (LHC) sluizen geabsorbeerde lichtenergie door naar de 

fotochemische reactiecentra in fotosysteem I (PSI) en fotosysteem 

II (PSII). Het elektronentransport van water naar NADP+ kan 

schematisch worden voorgesteld door : 

H20 —e"—> PSII —e"—> cytb/f —e"—> PSI —e"—> NADP+ 



Figure 1.2. Photosyscem 2 (PSII) cogether «ich che lighc harvesting complex 
(LHC XI) proceins and che manganese concaining oxygen evolving complex (OEC) 
depicted as one large complex in che chylakoid membrane. The D1-D2 proteins 
form a minimal configuration in which a charge separation can still occur. 
They contain the Chi a dimer known as PS80. One of the transitions of the 
primary acceptor (a pheophytin molecule) is perpendicular to the plane of the 
membrane. The D1-D2 complex also contains the cwo quinone acceptors QA and QB 
and a liganded iron atom, which probably mediates the electron transfer from 
the one electron acceptor QA to the two electron acceptor Qg. Cytochrome b359 
is thought to play a pare in cyclic electron flow around PSII. The 47 kDa 
protein contains the primary (Z) and the secondary (D) donor for P880. Together 
with the 43 kDa protein it is believed to bind the OEC (33, 23 and 17 kDa) to 
PSII. The OEC contains two tightly bound and two loosely bound manganese atoms. 
The LHC II is thought to consist of three different proteins (24, 26 and 28 
kDa). One group is tightly bound to PSII, while three groups are believed to 
be mobile. The mobile units can be phosphorylated and then detach from PSII. 
The phosphorylated LHC II is thought to associate with LHC I, thereby changing 
the ratio of absorbtion between PSI and PSII in favour of PSI. 

Figuur 15. Illustratie van PSII met bijbehorende LHCII-eiwitten 
en het mangaan houdende OEC. (voor verdere details zie Engels 
bijschrift) (uit: v. Kooten,1988) 

P680 • Ph • Qa P680* • Ph • Qa <IQ pS> P680+ • Ph" • QA, energy 

P680+ • Ph" • Qa P680* • Ph • QÂ -jjj- P680 • Ph • Q; P680 • Ph' • QA. 

Schema l. Verschillende ladingsscheidings-reacties rondom PSII 
met bijbehorende reactietijden. 



Door het transport van elektronen worden protonen van de buiten

zijde verplaatst naar de binnenzijde van het thylakoïdmembraan 

(figuur 14). De hierdoor opgebouwde protonengradiënt is de 

drijvende kracht voor de in het thylakoïdmembraan voorkomende 

ATP-synthetasen welke ADP en P{ binden tot het energierijke ATP. 

De drie complexen van de ETK, fotosysteem II, cytb/f-complex en 

en fotosysteem II zijn niet direkt maar via elektronencarriers 

met elkaar verbonden. Plastoquinone (PQ) verbindt fotosysteem II 

met het cytb/f-complex. Plastocyanine (Pc) verbindt het cytb/f-

complex met fotosysteem I. 

2.3 Componenten van het fotochemisch apparaat 

De onderlinge samenhang van de verschillende componenten van het 

fotochemisch apparaat en de elektronen- en protonenfluxen zijn 

weergegeven in figuur 14. 

2.3.1 Fotosvsteem II (PSIH 

PSII (figuur 15) is in staat tot oxidatie van water aan de ene 

kant en reductie van PQ aan de andere kant. Het intrinsieke (in 

het membraan ingebedde) deel van PSII bestaat uit het fotoche

misch reactiecentrumcomplex (D1-eiwit of QB-bindend eiwit, P680, 

pheofytine en Qa) , het D2-eiwit, het cytochroom b559, het chl-a 

"kern" antennecomplex en het chl-a/chl-b Light Harvesting Complex 

II (LHCII). Het extrinsieke deel van PSII wordt gevormd door drie 

eiwitten van het watersplitsend systeem wat ook wel oxygen 

evolving complex (OEC) wordt genoemd. 

2.3.1.1 Het fotochemisch reactiecentrum van PSII bestaat uit een 

speciaal chlorofylmolecuul P680, genoemd naar de absorptie-

verandering rond 680 nm welke optreedt na haar fotooxidatie. 

Oxidatie van P680 kan plaatsvinden nadat lichtenergie bij het 

reactiecentrum is aangekomen. Na excitatie van P680 kan binnen 


