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ATP adenozin-trifoszfdt
F 695 fluoreszcencia sdv a névleges csucshelyzet-
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1. BEVEZETTES

l.1. A fotoszintézisrdl &ltaldban

A fotoszintézis a bioszintetikus reakcidldncnak
azon tipusa, amelyben a szintézishez sziikséges energi-
at a fotokémiai reakcidkban stabilizdlt fényenergia biz-
tositja. A fotoszintézisnax a szerves eredetii energia-
hordozdk létrehozdsdn tul az ad rendkiviili jelentdsé-
get, hogy az é1l8vildg szdmdra biztositja az élethez
sziikséges szerves anyagokat és az oxigént. A magasabb-
rendu.névényeknél és algdkndl az dltaldnos reakcid-

egyenlet a kovetkez8 /1,2/:

o, + HyoLoteszintelikus _ (rpy.0). 0, + 112 keal /motC0,

apparatus

napfeny (hV)

A szerves anyag és az oxigén termelése a nové-
nyi sejtek 2z0ld szintestjeiben a kloroplasztiszokban
torténik, A fotoszintetikus folyamatokhoz sziikkséges
energidt a sztrdoma és grédnum tilakoidokba bedgyazott
festékmolekuldk dltal elnyelt fényenergia szolgdltatja
/ldsd 1. és 2, &brdkat/.
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2. &dbra. Hédrom kiilonbdz8 tipusu fotoszintetizdld organiz-

mus in vivo és az 1 cm-es vizréteg abszorpcids
szinképe. Clayton nyomdn /3/.



A festékmolekuldk a membrdnokban un. fotoszinte-
tikus egységeket alkotnak, amelyek mintegy 300 kl-a-
bl és jdrulékos pigmentmolekuldkbdl &llnak /4,5/.
Minden egyes fotoszintetikus egységhez egy un. reak-
cidcentrum tartozik, a tobbi bigmentmolekula pedig a
reakcidcentrumok antennarendszerét alkotja. Az antenna-
rendszerben elnyelt fényenergia energiadtaddsi folyama-
tok révén jut a reakcid centrumokba /6-8/. A gerjesz-
tett reakcidcentrumokban fotokémiai reakcid jdtszddik
le, amely sordn elsddleges toltésszétvalasztddds jon
létre /9-10/. Ezen reakcidt redox folyamatok kovetike.
Az un. elektronszdllitdé ldnc mentén /11-12/ és a kiala-
kult protongrddiens energidjdt felhaszndlva /13-14/ kép-
z8dnek azok a magas energiatartalmu vegyliiletek /NADPH2
ill, ATP/, amelyek a széndioxid szerves anyaggd vald
redukcidjénak energia szilkségletét biztositjdk. A ter-
melt oxigén a viz fotolizisébd8l szdrmazik /15-17/. A
fotoszintézis els8dleges folyamatait az un. "Z-séma"
szemlélteti /ldsd 3. dbrdt/ /12,18/. A séma alapjan
jél léthatd, hogy a két fotokémiai rendszer jé1 egybe-
hangolt miik6dése biztositja az O,, az ATP és a NADPH2
képzd8dését, és ezen két utdbbi molekula segitségével

a széndioxid redukcidjat /19,20/.
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3. dbra. A z0ld novények fotoszintézisének két
fényreakcidja és az elektron-transz-
port-rendszer, az un. "Z-géma'.
Farkas Gdbor utdn /21/.

l.2. A gerjesztési energia vdndorldsa

A fotoszintézis hatdsfokdt dont8en meghatdrozd
tényez8 a reakcidcentrumok energidval vald elldtott-
sdga /22-25/. Elméleti megfontoldsok alapjdn Fors-

ter - féle induktiv rezonancids energia dtaddst felté-



telezve /26-28/ kimutatték, hogy az elnyelt fényener-
gia tovédbbitdsdnak hatdsfoka jobb, ha az antennarend-

szer pigmentSsszetétel és molekuldris elrendezddés

FSZ I. FSZ II. v
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4, &bra. A két fotoszisztéma pigmentrendszere

Govindjee alapjdn /33/.

szempontjdbdl heterogén /29-32/. A kiilonbdzd8 klorofill-
formédk létezését modellrendszerek /34-39/ és kloroplaszt-
szuszpenzidk abszorpcids /40-45/, emisszids /44-50/,
infravorss /51-53/ és Raman /54,55/ spektrumainak vizs-
gédlatai alapjdn kisérletileg is bebizonyitottdk, bar a
formdk szdma, természetilkk €s fizioldgiai szerepiik még

ma is vitatott. A két fotoszisztéma pigmentrendszerét

a 4. dbrdn ldthatjuk.



A két fotoszisztéma antenndja pigmentosszetételé-
ben is kiilonbdzik. A leglényegesebb kiilonbség az, hogy
az I fotoszisztémdban 690 nm-nél hosszabb hulldmhosszi
fény is hasznosul /19,56/, klorofill-b pedig els8sorban
a II fotoszisztémdhoz tartozik /20/.

A kiilonbozd klorofillformdk kozotti energiadta-
déds hatékonysdga erdsen filigg ezen formdk dipdljainak
egymashoz viszonyitott orientdcidjatdl /3, 57-59/.
Forster - féle induktiv rezonancids energiadtaddssal
szdmolva /27,60/ az energiadtadds gyakorisdga /az 1 sec

alatti dtaddsi események szdma/:
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ahol: T — 8 donor fluoreszcencidjdnak csillapoda-
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R - az oszcilldtorok tdvolsdga
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€ /V/ - az abszorpcids szinkép mol™t om™t

fh /V / - a normdlt fluoreszcencia szinkép, a

normildsi feltétel: § £,/V/ aV=1
(o]

Vegyik most ezeket sorra:

Te @ molekula-~vagy komplextipusra jellemzd dllandd.

N és ¢ adott d1landdk.

n a kozeg dltal adott mennyisége.

R a koncentrdcid dltal adott mennyiség.

Az i. - ben szerepld integrdl az un. atfedési integrdl
értékét a donor fluoreszcencia é€s az akceptor abszorp-
cids spektruma kozotti dtfedés mértéke szabja meg. Az

5. abrdn szemléltetjik a donor fluoreszcencia sdvja €s
az -akceptor abszorpcids savja kozctti atfedést heterogén
/a. dbra/ és homogén /b. dbra/ rendszer esetében., Az

5. dbrédn az integrdl értékét az 1 - re normdlt emisszi-
6s és abszorpcids sdvok /heterogén esetben Dp és Ay,
homogén esetben A és E/ &ltal kozdsen burkolt teriilet
mértéke adja /bevonalkdzott teriilet/. Az &brén jol lat-
hatd, hogy az dtfedés mértéke heterogén rendszer esetén
;6val nagyobb lehet mint a homogén rendszernél., Az i.-ben

szerepld integrdl értékére fenndll a kovetkezd:
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Qe ,

5. &bra. Az dtfedési integrdl szemléltetése / be-

vonalkdzott teriilet / a., heterogén és
b., homogén rendszer esetében.

e, Dy és Dy a donor abszorpcids és e-
misszids sdvjat, az A, pedig az akcep-
tor abszorpcids sdvjidt jeloli.

be, A és E ugyanannak az anyagnak az
abszorpcids és emisszids savjdt Jelo-
li.

k az un. orientdcids faktor, amely az oszcilldtorok

kolcstnds orientdcidjdtdl fiigg / ldsd 6. dbra / :

k =

s

értéke

cos@p, - 3 cos@p cos @,

0 £k2 £y

iid.



rendezetlen esetre : 5

/ P
/ o
/ i
/ _
e e
/ DA/
,//// k = cos QDA - 3c0590cos 9A
-7
- /
/
D A

ha Bp,=86,=90° akkor k=0

6. dbra. Az oszcilldtorok kolcsdnds orientdcidjanak
szemléltetése., A @D és @, az egyes osz-
cillédtoroknak a két oszcilldtort Osszekdtd
egyenessel bezdrt szdge, @ p, pedig a két
oszcilldtor egyméashoz viszonyitott szdge.

Az orientdcids faktornak , mint az az i. és iii.-bdl
is 1ldtszott, rendkiviil fontos szabdlyozdé / reguldld /
szerep jutott. Ugyanis iii.-bdl kitiinik, hogy van o-

lyan egyméshozviszonyitott orientdcidja az oszcilld-
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toroknak / ldsd 6. dbra, ahol k = 0 /, amely még a
legidedlisabb &tfedés esetén is megakaddlyozhatja az
energiadtaddst, kedvezd orientdcid esetében viszont

az energiadtadds gyakorisdgdt / n / a rendezetlen
esethez képest tobbszordsére novelheti, valamint adott
irdnyba /pl. t8bb egymdssal kiilonbozd szdgeket bezd-
ré oszcilldtorok esetén a reakcidcentrum irdnydba/

vezetheti a gerjesztési energidt.

l.3. A pigmentek orientdacidja

A klorofillok in vivo orientdcids tulajdonsd-
gai polarizdcids spektroszkdpia segitségével tanul-
ményozhatdk célszeriien /57,61,62/. Kezdetben pola-
rizdcids fénymikroszkdp segitségével vizsgdltdk a
kloroplasztiszok kett8storését és dikroizmusdt /63-
-65/. Késdbb a kiilonbszd pigmentformdk orientdcid-
jat orientdlt minték linedris dikroizmusdnak /65-
-74/ és polarizdlt fluoreszcencidjdnak mérésével /75~
-80/, valamint fotoszelekcids vizsgdlatokkal /81-83/
prébalték meghatdrozni. A kloroplasztiszok orientd-
ldsdra tobbféle médszer ismeretes: uUsztatdssal /71/,
dramoltatdssal /84/, széritdssal /70,71/, viszkdzus
szuszpenzid mechanikus felkenésével un. fésiiléssel

/85/, iilepitéssel /69/, elektromcs /66,86/ és migne~
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ses térrel /87,39/. Az orientdlt mintdk linedris dikro-
izmusdnak mérésével megdllapitottdk, hogy a klorofill-
formdk nagy részének vords abszorpcids dipdlja / Qy /
30° koriili szdget zar be a fotoszintetikus membrdn sik-
javal oly mdédon, hogy a sz0g a hosszabb hulldmhosszak
felé csokken /61,90/. A klorofillformdk kozotti nagy
abszorpciéé dtfedések miatt /44,91/ azonban a linedris
dikroizmus spektrumok az egyes formdk orientdcidjdra
nem nyujtanak kozvetlen informdcidt.

A mélyhdmérsékleti fluoreszcencia spektrumokban az
egves sdvok jobban elkiiloniilnek egyméstdl /44,48,92,93/.
A magasabb energianivék igen gyors belsd relaxdcidja
/<ILO_13 s / miatt /94,96/ csak a voros abszorpcids di-
pdlnak feleltethetd meg fluoreszcencia /7. &bra/. Az
orientdlt kloroplasztiszok dltal mélyhdémérsékleten
emittdlt fluoreszcencia polarizdcidja igy a kiilonbozd
emittdld klorofillformdk Qy dtmeneteinek egymdshoz ill.
& fotoszintetikus membrdn sikjdhoz viszonyitott elren-~
dez8désérdl nyidjt informdcidt. Bdr igy csak a klorofill-a
formdk tenulmdnyozhatdk, de az emisszid mint belsd szon-
da érzékenyen mutatja a klorofill-antenna szerkezetében
jelentkez8 finom megvaltozdsokat /97,98/.

Ez a megfontolds képezte alapjdt azon vizsgdlatok-
nak, amelyekben Garab és Breton 1975 - ben mdgneses tér-

ben orientdlt spendt kloroplasztiszok alacsonyhdémérsékle-
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7e 8brae A klorofillok abszorpcidja és emisszidjae.
Az dora szemlélteti az Gsszefliggést az
energia szintek, az abszorpcids spektrum
valamint a fluoreszcencia spektrum x0zott.

Sauer alapjdn /10/.

tii fluoreszcencia spektrumok polarizdcidjdt tanulményoz-
va ot kiilonbszd klorofillTformdt kiilonitett el /80/. Igy
lehet8ség nyilt arra, nogy az egyes emisszids dipdlok
membrdnsikkal bezdrt szdgét, és kolcsonds orientdcidju-
kat meghatdrozzuk.

Az abszorpcids és emisszids dipdlok membrdnsikkal

bezdrt szdgeinek meghatdrozdsior azonban az eddigi vizs-
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gélatokndl idealizdlt - egymdssal parhuzanos, sik - memb-
rédnrendszert, é€s a kloroplasztiszok tokéletes orientdld-
dédsdt tételezték fel. Ismeretes, hogy a kloroplasztiszok-
ban a fotoszintetikus membrdnok nagy része szférikusan
kihajlik a sikbdl, a feliiletek szélei pedig teljesen gor-
bliltek /ldsd 8. &bra/.

E tényezlk miatt a mér+ linedris dikroizmus és flu-
oreszcencia polerizdcids eredmények a valddi szégeloszld-
sokat eltorzitve tikrozik /100,101/. Figyelembe kell ven-
niink azt is, hogy a szuszpenzidkban a kloroplasztiszoknak
csak egy bizonyos hédnyada orientdlddik. Ezért a mért és
az in situ polarizdcids hdnyadosok lényegesen kiilonbdzhet-

nek egymastdl.

o0

Be dbra. z./ Kukorica mezofill kloroplasztiszdnak
elektronmikroszkdpos képe /2000C x na-
ryitds/.

e
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8. &bra. b./ Kukorica mezofill kloroplasztiszaibdl
izo0ldlt grdnumok pdsztdzdelektronmik-
roszképos felvétele /150000 x nagyi-
tds/ /109/.

l.4., Célkitiizés

Jo

Vizsgdlataink célja az volt, hogy a klorofill-a

—

in vivo emisszids dipdljainak egymdshoz €s a membrdn
norméalisdhoz viszonyitott orientdcidjdra az eddigiek-

nél pontosabb becslést adjunk.
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Kukorica mezofill kloroplasztiszainak mélyhdmérsék-
letii fluoreszcencia polarizdcids hdnyados spektrumai alap-
jén figyelembe véve a kloroplasztiszok elektronmikrosz-
képos szerkezetét, €s a szuszpenzid orientdldéddsdnak mér-
tékét hat kiilonbozd klorofill-a emisszids &tmeneti vek-
tor orientdcidjdra adtunk megkozelitd értékete Megdlla-
pitottuk, hogy az emisszids dipdlok az irodalomban ko-
z0lt értékeknél jobban besimulnak a membrdn sikjdba és
nagyobb szogintervallumban helyezkednek el. Az altalunk
megbecglilt szdgelrendezddést figyelembe véve az orientad-
cidés Taktor értéke is novekszik, és ezdltal novekszik az

energiadtadds szdmitott hatdsfoka is.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A mérend8 anyag ellkészitése

A kisérletekhez 10 napos iiveghdzi kukorica /Zea mays
MV 861/ csiransvények els8 leveleib8l izoldlt kloroplasz-
tiszokat hasznaltunk,

Az izoldldshoz Bjorkman /102 / ill. Woo és mts.-i
/103 / dltal haszndlt, laboratdriumunkban médositott mdd-
szerét haszndltuke. Az izoldldst 0,3 M szachardzt és 0,01 M
KCl-ot tartalmazd 0,05 M-os foszfdtpufferben /pH 7,2/ vé-
geztik /104 /. A mezofill sejteket Vir-Tis "45" /Typ. Super
30/ késes homogenizdtorral mechanikusan valasztottuk el. A
sziirletben 1év3 sejttormeléket 3000 x g-vel 2-3 sec alatt
lelilepitettiike A feliiluszdban 1év38 plasztiszokat 20 percig
3000 x g-vel iilepitettiike A plasztiszokat az iz0ldld kdzeg-
ben felszuszpenddlva ugy higitottuk, hogy glicerinnel 1:2
ardnyban valdé elegyités utén a mérendd anyag 12-15 nmol/ml

klorofillt tartalmazzon,

2.2. A pigmenttartalom meghatdrozdsa

A klorofilltartalmat a plasztiszszuszpenzidkbdl ace-
tonnal kioldott etiléterbe dtmosott pigmentoldat abszorp-

cidjénak mérésével hatdroztuk meg French /105 / tdbbhul-
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ldmhossz médszerével az aldbbi képletek alapjdn:
0,96 /11,92 ODges - OD644/
2,90 / 6,21 ODg,, - ODgpn/
ahol az ODg¢s,, OD644 és OD

kl-a nmol/ml

k1l-b nmol/ml
kar nmol/ml

480 rendre 662, 644 és 480 nm-
nél mért optikai siriiséget jelentik. A nulldzds 700 nm-
nél tortént. Az abszorpcidé méréseket Unicam SP 1800 B UV~

VIS spektrofotométerrel végesztiik.

2.3. Blektronmikroszkdpos prepardtumok készitése

A 30% és 60%-0s glicerint tartalmazd és glicerin
mentes szugzpenziékat 0,2% -os glutdraldehidben fixdltuk
/106 /. Fixdlds utdn 10 percig 3000 x g -vel iilepitettiik.
A fixdldét 18 Jrdn keresztil 0,2 M -os foszfdt pufferrel
/ pH 7,2 / kimostuk. Az utdéfixdldst Millonig /107 / sze-
rint pufferezett 1% -os ozmiumtetroxid oldatban 1 Jdra
hosszat végeztiikke Majd egy felszdlldé alkoholsorozatban
viztelenitettik, amely sordan a mintdkat 70% -os alkoholban
20 percig telitett uranilacetdat oldattal kontrasztositot-
tuk., Aralditba dgyazva kapszuldztuk. A metszeteket Tesla
BS 478 ultramikrotommal készitettilkk majd "400 mesh" -es
rézrostélyra vittilk és Reynolds /108 / nyomdn Slomcitrdt-
tal kontrasztositottuk, Ezutdn egy Zeiss / HBA-1l/ tipusu
vakuumglzolében szénhdrtydval fedtilk be. A metszeteket

JEOL 100B tipusu elektronmikroszkdppal vizsgdltuke
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2elde Orientdcid mdgneses térrel

A négyoldalu mintatartdra a mintahelyre felcsep-
pentett glicerines plasztiszszuszpenzidt mikroszkdp
fedblemezzel lefedtilk €s az elektromdgnes / Phylatex
1316 Wdg / pSlusai kdzé helyeztikk / ldsd 9. &bra /

/ 80. / « Az alkalmazott térerdsség 14 kGauss volt.

[
Orientacio

|

|

|

‘ . merés
| _

|

l

bra. A magneses orientdcid és az orientdlt minta

W

9.
fluoreszcencidjdnak mérési sémdja. Az dbrdn
lathatd kis pdrhuzamos vonalsk az orientdlt
membranokat szemléltetike.

A plasztiszokat 2-2,5 percig orientdltuk a mdgne-
ses térben, majd a tér kikapcsoldsa nélkiil cseppfolyds
nitrogén segitségével fokozatosan lehiitottiik és befa-
gyasztottuk a rendszert - 120 °C hémérsékleten / 80 ,
89 /. Ezutdn a mintatartdt egy ugyancsak - 120 °C¢ -ra
el8hiitott liveg-dewarba helyeztilke A cseppfolyds nitro-
gén gézfdzisdban 1év8 minta hémérsékletét a dewar aljdn
1év8 folyékony nitrogén forraldsdval stabilizdltuxe A

h8mérsékletet a mintatartdba illesztett réz-konstantdn



termcelemmel €s a hozzdkapcsolt digitdlis volmérdvel

/ TR - 1652 = 2 / hatdroztuk meg.

A
\g
, =

A RN

fény

-

—>

]

lo. dbrae. A mdgnescs orientdcid fénymikroszkdpos meg-
figyelése.Az dbrén a fliggbcseppben 1évE kis
pdrhuzamos vonelak /a nyil mutatja / az o-
rientdlt plasztiszokat szemléltetikes

2.5. Az orientdlddds mértékének meghatdrozdsa

A plasztiszok orientdldddsdnak mértékét az elek-
tromdgnes pélusai kozé beépitett fénymikroszkdppal

/ lédsd lce. &bra / fligg8cseppen immerzids objektivvel
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1500 x - os nagyitdsndl 14 kGauss <érerlsségnél vizs-
gdltuk, Fényképlfelvételeket készitettiink a plaszti-
szokrdl a tér bekapcsoldsa eldtt, kozben, a bekapcso-
lds utdn ég a kikapcsolds utdn is.

2.6, Orientdcid fésiiléssel

A lelilepitett plasztiszokat 25% - os polivinil-
alkoholban mechanikusan mdékusszdrecsettel liveglemezre
vittik fel, és fésililéssel orientdltuk / 85 /.

Az igy orientdlt mintdkat felragasztottuk a mintatartd-

0

ra €s a fluoreszcencia polarizdcidjat - 120 “C -on

vizsgaltuke.

2e7e A mélvhémérsékletii polarizdlt fluoreszcencia

mérése

A polarizdlt fluoreszcencia mérését egy hdzilag
Osszedllitott spektrofluoriméteren végeztilkk, amelynek
a blokksémdja a 1ll. dbrdn lathatd. A gerjeszfésre HBO
500 § - os Hg lampa 436 nm-es vonaldt haszndltuk
/ FSZ: folydékszird 0,5 M CuSO4 3 cm ; SZl : lUvegszi-
ré Hg 436 067 /o A polarizdlatlan gerjesztd fényt /Ag/
az Ly lencgén keresztil a T, , T, tikrok segitségével
a - 120°C -ra lehiitétt D iveg-dewarban 1év8 négyol-

dalu réz MT mintatartdn. kialakitott mintahelyre képez-



tiilke A fluoreszcencia mérést elsllapos megfigyelés-
sel végeztik, Az L, lencse segitségével leképezett

fluoreszcencia fényt / Afl/ a Py , P, polarizdtorok-

iE

FES

[ JEVS
=t~. e

Fsz [cuso,

Hg 500w

1l. dbra. A mélyhémérsékletii polarizdlt fluoreszcen-
cia spektrumock meghatdrozdsdra haszndlt be-
rendezés blokksémdja / jelmagyardzat a szo-
vegben / .

kal analizdltuk Ugy , hogy a polaroid- sziirdk kozil

e P, az analizdtor, amelynek a polarizdcids sikja egy
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vertikalis és egy horizontdlis pozicidt vehet fel, a
Pl polaroid polarizdcids sikja a P2—vel 45°%-0s szoget
zdr be, ami biztositja, hogy a monokromdtorba mindig
azonos polarizdcidju fény keriiljon. A fluoreszcencia
fény az Sz, /0G 2, 1 mm/ keresztezd iivegsziirédn 4t jut
az SPM-2 rdcsos monokromdtor /f = 400 mm, 650 vonal/mm,
570 nm/ belépd résére. A monokromdtorbdl a fény a FES
fotoelektronsokszorozdra /RCA 31034 - a/ keriil, amely-
nek jelét az R /Gl - Bl/ vonalirdén regisztriltuk. A
FES negativ nagyfesziiltségét /1450-1550 V/ a TE stabili-
zdlt nagyfesziiltségi tdpegység /Gamma system: KFKI NB-
-101/ szolgéltatta.

A fluoreszcencia spektrumokat a rendszer spektri-
lis atviteli glrbéjére korrigaltuk.

Megmértiik a fluoreszcencia vertikdlis IV és hori-
zontalis Iy intenzitdsdt és meghatdroztuk az intenzitd-
sok arényadt /FP = IV/Ih/ és kiilonbségét /FD = IV-Ih/. Az
orientdlt kloroplasztiszokndl, amikor a megfigyelés ird-
nya a membrdn sikjdval pdrhuzamos, I, = I, és L, = I.»
Igy a szokdsos terminoldgia szerint a fluoreszcencia po-

larizdcids hényadosa:
Ill

kiilonbsége:



= F5 =

2.8, A polarizdlt fluoreszcencia mérése szobahlmérsékleten

A méréseket egy hdzilag Osszedllitott berendezésen
végeztiik, melynek a blokksémdjdt a 1l2. dbra szemlélteti,

A plasztiszszuszpenzidt az elektromdgnes pdlusai ko-
zé helyezett MT mintatartdba illesztett lmm-es kiivettdba

helyeztiike Gerjesztésre DRS 250 W-os Hg ldmpa 436 nm-es

TE

FES

- ——
X

X

=4

L
\2’73'352

i
i1,
I,
R

12. dbra. A szobahdmérsékletii polarizdlt fluoreszcencia
méréséhez haszndlt berendezés blokksémdjae

/Jelmagyardzat a szbvegben./

/Ag/ vonaldt haszndltuk /FSz: folyadékszird: 0,5 M Cus0,,
3 cm, Sz: iivegsziird: Hg 436 067/, amelyet az L, lencgé-
vel a K kiivettdra képeztiink le. Eliils8lapos megfigyelést
alkalmaztink,.
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Az I, és I, fluoreszcencia intenzitdsokat a 2.7<-ben
leirtakhoz hasonldan hatdroztuk meg az emisszids maximum
k8zelében /ISz : interferenciasziird, Oriel 680,5 nm, félsdv-

szélesség: 10 rm/.
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3. EREDMENYEK

3els A fluoreszcencia polarizdcids hdnyados és kiilonbsé-

gi spektrumok

A 12./a &brdn a kloroplasztiszok jellegzetes mélyhd-
mérsékletil fluoreszcencia spektrumdat ldthatjuk, amelyet
ugy vettiink fel, hogy az orientalt minta fluoreszcencid-
jédt polarizdtorok segitségével felbontottuk egy, az orien-
tdlt fotoszintetikus membrénokkal pérhuzamoé /I,/ és egy
arra mer8leges/I,/linedrisan poldros Osszetevére, és eze=-
ket rajzoltuk fel a hulldmhossz fliggvényében., A 12./c. &b-
rédn a két szinkép hdnyadosa a fluoreszcencia polarizdcids
hdnyados /FP = I,/1, / spektruma ldthatd, A 12./b. &bran
pedig az FD = I,-I, mennyiség hulldmhossztél vald fiiggését
figyelhetjik mege

Az FP spektrum jol megegyezik a spendt kloroplaszti-
szokra kozdlt irodalmi adatokkal /80/. A kukorica mezofill
plasztiszai is Jé1 tiikkrozik a mélyhdmérsékletii fluoresz-
cencia sdvok Osszetett jellegét - legaldbb ot kiilonbozd-
képpen orientdlt fluoreszkdld klorofillforma jelenlétérdl
tanuskodnak. Itt is megfigyelhetd, hogy az FP értéke az
F 675-re a legalacsonyabb és az F 735-re a legmagasabb,
jél ldthatd az F 685-nél taldlhatd kis platd, az F 720-nak

tulajdonitott vdll és az F 695-nek betudhatd volgye.
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12. &bra. Mdgneses térben orientdlt kloroplasztiszok
mélyhémérsékletii /~-120°¢/ polarizdlt fluor-
eszcencia /a/, a fluoreszcencia polarizdci-
s killonbségei /b/ és fluoreszcencia polari-
zdcids hdnyados /c/ spektruma.

Erdemes megfigyelni azt is, hogy a polarizacids kii-
1onbségi spektrumban /12./b. dbra/ 702 nm koril egy jdl
kivehetd vdll lathatd, ezzel &sszhangban az FP spektrum-
ban is /12./c. dbra/ egy enyhe torés 702 nm koriil. Mind-
ez azt valdsziniisiti, hogy feltételezhetiink irodalmi ada-
tokkal egybehangzdan egy olyan kicsi fluoreszcencia sdvot,
amelynek a maximumhelye 702 nm kSril ven /44,48,49,113/.
Az FP spektrumot tanulmdanyozva észrevehetjik még azt is,
hogy 750 nm utén az FP értéke fokozatosan csokken, Ez a
spektrum ezen tartomanydban mér intenziven jelentkez8 vib-
récids nivdékbdl eredd fluoreszcencia zavardéd hatdsdnak tu-
lajdonithatd.

Breton és mts.-i kiilonbozd mddszerekkel orientdlt
kloroplasztiszok LD spektrumait Osszevetve megdllapitot-
tdk, hogy a mdgneses tér nem befolydsolja a pigmentek re-
lativ orientédcidéjdt /61,77,114/. Ugyanezt tudtuk demonst-
rdilni a mdgneses térrel orientdlt /12./c. dbra/ és a fésii-
léssel orientdlt kloroplasztiszok /13. dbra/ mélyhémérsék-
letii /~120°C/ FP spektrumainak hasonldsdga alapjédn. Ldatha-
té, hogy az FP értékek nagysdga kiilonbozd ugyan, de a spekt-

rédlis menetiilk megegyezik, ami azt jelenti, hogy az orientd-
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13. &bra. A fésiiléssel orientdlt kloroplasztiszok mély-
hémérsékletii /-120°C/ fluoreszcencia polari-
zdclids hdnyados spektruma.

cids eljdrds csak a kloroplasztiszokat és ezdltal a foto-
szintetikus membrdnokat rendezi, de a klorofillformdék re-
lativ orientdcidjdt /szogeloszldsdt/ nem befolydsolja. Az
FP értékek nagysdgdnak az eltérése arra utal, hogy a fésii-
léses orientdcids eljdrdssal kevesebb kloroplasztiszt tud-

tunk egyirdnyba rendezni mint mdgneses térben,

3.2. Elméleti meggondoldsok az "idedlis" sik membrdn esetére

A 14, 8brdn egy tokéletesen orientdlt, idedlisan sik

membrénrendszert figyelhetiink mege. A vizsgdlandd egységnyi
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hosszusdgu emisszids dipdlvektort jelsljiikk S-el. Tekint-—
siink egy x,y,2 Descartes-féle koordindtarendszert a 1l4.
dbranak megfelellen.s A gerjesztést és a polarizdlt fluor-

eszcencia intenzitdsok megfigyelését végezziik az x tengely

irédnyabdl.

P

=

14, dbra. A szamitdsokhoz haszndlt "idedlisan" sik foto-

szintetikus membrdn vdzlata. /Jelmagyardzat a
szovegbens/

Jeldlje ¥ az s-nek a sik normdlisdval bezdrt szdgét,
® pedig az § xy sikra vald mer8leges vetiiletének az y

tengellyel bezdrt szdgét, U,V,d-nel pedig az egyes koordi-

ndtatengelyek irdnydba mutatd egységvektorokat jeldljiike
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§-t x,y,2z-ben E& E&,§Z Gsszetev8kre bontva:
9
—> —» -y —
s =8 + 8 + 5 / 1/

P A ) . ;s 7
€s u,v,n segitségével:

_ - . - . . —
Sy + 8y, + 5, = sinYcoseU + sin? sin®vV + cosen [/ 2 /

s =
Felhaszndlva, hogy a kibocsdtott fluoreszcencia intenzitas
az aldbbi skaldrszorzat négyzetének dtlagdval aranyos - ara-

nyossédgi tényezdjét egységnyinek véve:

I,=/387/°=/3/°
== ,2 ~—,2 / 3/
I, =/53z2/=/381/
/ 2 /-t felhaszndlva:
/—————‘_—_ PR
I, = sin2‘Pcos2@ = 1/2 sin2?
I, = cos2? /4
Igy az FP definicidjdnak megfelellen:
I, 1l sin§¢ /5 /
FP= — = —

Ha a membrdnok nem orientdlddnak vagy ha az emisszids di-

polok a membran normdlisdhoz viszonyitva rendezetlenek,

akkor:
5 2
sin~ ¥ = —
3
/ 6/
-5 1
COS2‘f=—
3
és igy:
FP = 1 / 7/
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Fontos megjegyezni, hogy az FP = 1 €s hasonldan az
LD = O nemcsak az orientdlatlan esetben 411 fenn, hanem
az orientacids mérések un. "mdgikus szoge" esetén is az-
az ¢ = ¢y esetén, ahol ?O—t / 5 /=b8l FP = l-et behelyet-

tesitve kapjuk:

¢ = 54%34°

0

Tehdt FP = 1 és LD = O esetén nem donthetd el, hogy a
— 9

dipdlok a membrdnsik normdlisédval / T / 54°34 -es szo-

get zdrnak-e be vagy teljesen rendezetleneke.

3.3. Elméleti meggondoldsok az une, "redlis" membrdnok

esetére

In situ €s izoldlt kloroplasztiszok szerkezetének elek-
tronmikroszkdpos vizsgdlata alapjdn nyilvanvald, hogy a fo-
toszintetikus membréanoknak csak egy része padrhuzamos egy-
médssal ill., a kloroplasztisz "egyenlit8i" sikjdval / 99,
101/, amely mégneses orientécié'esetén pontosan merdleges
a magneses tér irdnydra / 90 /. A 15. dbrdn ldthatd elek-
tronmikroszkdpos felvételekbdl is kideriil, hogy a membrd-
nok tulnyomé tobbsége gombhéjszerii, amelyek kiilonbsz8 mér-
tékben domborodnak ki az egyenlitdi sikbdle. A grdnumock don-
t8 tobbsége is a sztrdmalamelldk dltal vezetett gombhéjak-
nak megfelelden helyezkedik el, és ennek megfelelden a gri-

numok "forgdstengelyei" is kiilonbozd szdgeket zdrnak be
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15. &bra. Kukorica mezofillumd&bdl izoldlt kloroplasztiszok
elektronmikroszkdpos felvétele /20000 x-es na-
gyitds/.

kloroplasztisz egyenlit8i sikjdnak normdlisdvale A kloro-

plasztisz elhelyezkedését a mégneses térben, valamint a

sztréma lamelldk és a grénumok nagy részének gombhéjszeri

elrendez8dését a 16, dbra szemlélteti., Az eldz8ekben fel-
sorolt tulajdonsdgok figyelembevételéhez tekintsiik a ko-
vetkez8 une "szférikus membrdn-modellt" /1l7. dbra/.

Az S vektor, hasonldan az eldzd fejezethez / 1 / és

/ 2 /-b8l:

S = sinYcos@U + sin ¢ sin@V + cos¢n [ 8/
ahol ¥ és ® a 1l4. dbrdnak megfelelden a mdr tdrgyalt "ide-

&dlis" sik membrdn eseténél definidltnak megfelelben itt is

-

az s helyzetét adjdk meg 4,V,n, altal kifeszitett koordi-
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16, dbra. A kloroplasztisz elhelyezkedése a mdgneses tér-

ben /keresztmetszeti vdzlat/e.

nédta rendszerben /17. dbra/. A me[edT ; 2€ L] pedig az 7
normdlis helyzetét adjdék meg az X,y,z koordindtarendszer-
ben, e[ T] a szféricitds paramétere. A gerjesztés és a

megfigyelés az el8z8 esethez hasonldan itt is az x irdnyd-

bél torténik.



- L

¢ , - S 2> ,
Az x,y,z rendszerben nézve az u,v,n a A éskx Se-

gitségével a kovetkezd alakot olti:

17. &brae. A szdmitdsokhoz haszndlt un. "szférikus membrdn"
vézlata. /Jelmagyardzat a szovegben./

—-sin A —COS m CcO8 A sin/Acos A

<y

T | cos ) H -cosmsin A o sinusin)x / 9/

0] siqﬂ _ cCos m
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most nézziik s-nek y és z irdnyu komponensét / 8 / és / 9 /-

-bé&1l:

wy
]

- cosA sin Y cos@ -~ cosmsinA siny sinb + sin msina costf/
10/
+ sin usin f sin e + COS mcos ¢

Wy,
]

N-ra és O -ra atlagolva
1 1

1

2 . .2 2 .2 .2 2
s; = Iy =—s8in"9P+ — cos"u sin"y + — sin cosy
Y 4 4 2 /-
/11/
2 13 2, T2 2 |
s, = 1, =— sinmusiny + cos mcos™y
2
jelsljiik cos®m= t /12/
igy:

% / 1+t / sin®Y + %/ 1-t / cos%y
5P - . : /13/
t cosz‘f + ;2L_ / 1-t / sin2$0

Tekintsilk a t = 1 esetet ekkor a J=0. Tehdt a t = 1 eset-
ben a "szférikus" membrdn &tmegy az "idedlis" sik membrin-

ba:

.2
1l sin“ ¥
FP = 5 == /14/
2 cos< v

t értékét az aldbbiak szerint szdmithatjuk:

g‘r 5 . cos J 5
s Ocos/,« Sin u du _ -]S. ? d{ _
/V (J‘ c.:{osJ
sin ud - d
peim pd ;o

1 1- cos> d
3 1-cos g
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azaz t

W[+

/ 1 + cos d + cos%f? / 15 /

d = %' ( t % \ esetén a membrdnok - szimmetriaokok

miatt - zdrt gombfeliiletet alkotnak, kitiintetett irdny

hidnydban orientdlhatatlanok és ¥ bérmely értékére FP=1.

_ 1
t =13

a fluoreszcencia polarizdcidé hdnyados Y -t81l vald fiiggé-

Olyan membrdnockra, amelyeknél d = 600l

sére a kovetkezd kifejezést kaphatjuk:

%2sin2‘P+ 5 cos2v
FP = 5 5 / 16 /
14 cos ?+ 5 sin”¥p
Legyen pl. FP = 1,5 ha 4 = 0 akkor $ = 60°
ng 0-.? / 11/
ha{:'ga'kkor Y = 70715

Tehdt amint az az utdbbi példdbdl is kitinik, egydlta-
1ldn nem elhanyagolhatd, s8t nagyon is lényeges a kiilonb-
ség a Y szdgre kapott értékek kozott attdl fiiggden, hogy
"idedlis" sik membrdnnal vagy kiilonbszé "szféricitdsu"
membrénbkkal szdmolunk,

Az eddigi szamitdsoknal a membranokat hajlitott la-
pokként kezeltilkk, Nem vettilk figyelembe azonban a membri-
nok un. mafginélis részén taldlhatd pigmentmolekuldkbdl

eredd fluoreszcencia polarizdcids hdnyadosdte Ez utdbbi

esetet szemlélteti a 18, dbra s 19, &hra.
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18. &dbra. Kukorica mezofill kloroplasztiszaibdl
izoldlt grdanumok pdsztdzdelektronmik-
roszkdpos felvétele /150000 x nagyi-
tds/ /109/.

Hasonldéan, mint / 2 / és / 8 /:
%’:sin‘f’nos@ﬁ+sin\?sin@%’+ oos‘p?f / 18 /

. s . o) . V—’ -
Most x,y,z koordindta rendszerben fejezzik ki U,v,n-t

Aefow] és YE[T Tl segitségével /19. dbra/:
-sin» -sin y cosQ cosy cos A
COS A & —sinx sina : 1 cosYsinA / 19 /

0 cos ¥ sin_x
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/ 18 / és / 19 /-b&l az S y és z komponense:

0|
~/

cosA singy cos© - sinysindsiny sin® + ccs ysina cos Y

/20/

J

U)(l
|

g = cosYsin\psin 2] + sinY COS(P

/

~
v
/ f’
/// 8
! s /
¢

\§> ¥
/
W/

<

Ag XA

19. dbra. A szdmitdsokhoz haszndlt margindlis membrdn

vdzlata. /Jelmagyardzat a szovegben./

A —ra és @-ra dtlagolva

2 2 e B
sy = Iy= 1/4 sin“Y + 1/4 sin2x sin2\{7 + 1/2 cos™y cos™¢
) o g ' /21/

(@
=]

Z

I,=1/2 cosgx sin2l{; + sin% 008230
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mivel:
sin2x = cosg( =1/2 /22/
igy: .
52
Fp - 1 * 1/228ln Y /23/
1 + cos™Y _

Vegyiik pl. azt az esetet, amikor a membrdnok 25%-a te-
kinthetd margindlisnak, és hasonlitsuk Ossze azzal az
esettel, amikor az Osszes membrant siknak tekintjiik.
Tegyiik fcl, hogy FP = 1,5 értéket mértiink., Ha ugy vesz-
szik, hogy a rendszerink idedlis sik membrdanokbdl 411,

akkor /5/-b81l:

sin® Y
cos ¥

FP = 1/2 Y = 60° ha FP = 1,5

Ha feltételezzilk, hogy a membrinok 25%-a margindlis,

akkor:
al, marginalis +b I, sik

FP = T - /24/
a I, marginalis + b IL sik

ahol a + b =1, azaz Jjelen esetben a=0,25, b=0,75

igy /4/ és /21/ segitségével:

pp - L1+ 1/2 sin®y/ 0,25 + / 1/2 sin®y/ 0,75
/ 1+ oosaf/ 0,25 + / cos2p/ 0,75

FP = 1,5 esetén ¢ = 64°20 ~t és nem 60°-% mint amit a sik

membrdn esetére kaptunk.
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Most nézzik meg a mdsik oldalrdl ugyanezt az esetet,.
Vegyiikk a ¢ = 60%°-0t és nézziik, hogyan vdltozik az FP ér-
téke, ha a membrdnok 25%-4t margindlisnak vessziikk. Helyet-
tesitsiik be /27/-be Y = 60°-0t, ekkor az FP = 1,25, mig a
sik membrdn ésetére ldttuk, hogy Y = 60°-ra FP = 1,5.

Rendkiviil érdekes az az eset, amikor a ¢ = 90° azaz
a dipdlvektor belesimul a sikba. Ekkor az "idedlis" sik
membrdnra /5/-b81l:

ha ¢ —> 90° akkor FP — + oo
Viszont, ha feltételezziik, hogy a membrdnok l%-a margind-
lis, akkor /25/-be a = 0,01 és b = 0,99-et beirva:

¢ = 90° esetén FP = 51
ha pedig a membrdnok 25%-at vescem marginéiisnak:

P = 90° esetén FP = 3
Azaz, ha a szdmitdsokndl figyelembe vessziik, hogy a memb-
rdnok széle gorbiilt, akkor az FP értéke a membrdnsikba si-
muld dipdlvektor esetén mdr kordntsem oo , hanem egy véges
és elegend8en kicsiny pozitiv szdm., Megjegyeszziik, hogy no-
'vekvé szféricitds mellett is rohamosan csdkken az FP maxi-

mélisan mérhet8 értéke:

ha § = 10°, akkor FP = 49,5

1,67

Y = 90° esetén {
" (na § = 60°, akkor FP
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3.4. A médgneses orientdcid mértékének meghatdrozdsa

A mintdbdl érkezd fluoreszcencia intenzitds egy ré-
sze polarizdlatlan, azaz ¥ értékétdl fiiggetleniil a beld-
le eredd8 FP értéke 1,0-t ad. Az ilyen emisszid az eddig
emlitett eseteken kiviil eredhet:

2./ Plasztisztormelékekbdl, amelyek nem képesek ori-

entdlddni.

be./ Valamilyen okbdl nem orientdldédott ép plaszti-

szokbdl.

ae/ Az &ltalunk haszndlt izoldldsi mddszer naga utan von-
ja azt, hogy a homogenizdldskor a plasztiszok egy része
Osszetdrik, és ezen tormelékek egy hdnyada az lilepités

és a felszuszpenddlds utdn is benne marad a szuszpenzid-
ban. Annak eldontésére, hogy a kloroplasztiszidrmelékek
orientdldédnak-e vagy sem a mdr kész szuszpenzidt ujra ho-
mogenizdltuk mindaddig, amig a plasztiszokat tokéletesen
Ossze nem t0rtiik. Az Osszetorottség mértékének ellenlrzé-
sét az ujra és ujra homogenizdlt szuszpenzidkbdl vett min-
tdk fénymikroszkdpos megfigyelésével /immerzidés lencse,
1500 x-os nagyitds/ végeztiikk. A médr Osszetortnek itélt
plasztiszokbdl 4116 szuszpenzidknak pedig a 2.3.-ban le-
irt berendezéssel szobahdmérsékleten, 680 nm-es hulldm-
hosszndl megmértilk a fluoreszcencia polarizdcids hdanya-
dosdt és Osszehasonlitottuk az Osszetdrés eldtt mért FP

értékekkel. Az ép kloroplasztiszok polarizdcids hanyado-



sa 1,39%0,01, a térmelékkel mért FP értéke 1,03%0,01 vols.
Megdllapihatd tehdt, hogy a kloroplasztisz-tdrmelékek az
altalunk haszndlt mdgneses térerd8sségben /14 kGauss/ nem
orientdldédnak. A mélyhémérsékletii FP mérésekhez haszndlt
plasztiszszuszpenzidkban jelenlévd plasztisztormelékek szd-
zalékos ardnydt megbecsiiltilk a tormelékek szdmldldsdval
fénymikroszkdp, Biirker-kamra és fényképfelvételek segitsé-
gével /immerzids lencse, 1500 x-os nagyitds/. Megdllapi-
tottuk, hogy az FP mérésekhez haszndlt szuszpenzidkban a

tormelék plasztiszok hdnyada 15X7%-nak vehetd.

e o

20, &bra. Kukorica mezofill kloroplasztszuszpenzidé fény-
mikroszkdépos felvételei /immerzids lencse,
1500 x-o0s nagyitds/ a.: H = 0, b.: H = 14 kGauss



b./ Az ép plasztiszok orientdldddsdnak szdzalékos ardnydt

a ndgneses térben készilt fénymikroszkdpos felvételek se-
gitségével hatdroztuk meg /ldsd, 2.5/. A 20. dbra jél szem-
1lélteti a plasztiszok térbeli elhelyezkedését a mdgneses
tér bekapcsoldsa nélkiil és a térben. A felvételeken jdél
megfigyelhet8, hogy az orientdlatlan plasztiszok nagy ré-
sze "feliilnézetben" 1ldthatd, és az éliikkkel felénk forduld
plasziiszokndl sincs kitiintetett irdny /20.a. dbra/. A mdg-
neses térben ugyanezek a plasziiszok élilkkel felénk for-
dulnak, és jol meghatdrozott irdnyba - a mdgneses tér ird-~
nydra mer8legesen - rendezddnek /20.b. dbra/, ami jé egye-~
zésben van az irodalomban a vizudlisan /110/, valamint a
rontgen /111/ és neutronszdérdssal /112/ kapott eredmények-
kel.

Az orientdldédds mértékérek statisztikus kiértékelésé-
hez hisztogrammot készitettiink /21. dbra/. A kloroplaszti-
szok maximdlis atmér8jét a fényképfelvételekrdl a mdgneses
tér irdnydba mértik, s ezt dbrdzoltuk a hisztogramon. Az
abrdazolt értékekét a kinagyitott felvételeken mm-ben mér-
tik.

Megfigyeltilkk, hogy az ép plasztiszok egy része sem
tad orientdlddni a mdgneses tévben., Vizszdlataink szerint
ennek a tokéletlen orientdldddsnak az oka is az izoldldsi
médszerben keresend8. A 22, d&brdn jdl léthaté, nogy a plasz-
tiszok egy csoportjat egy citoplazma darab tartja Ossze,

ezért nem képesek orientdlddni. e




Plasztiszok szama nldb]

Amint azt a tormelék plasztiszok vizsgdlata és a nem
orientdlddsd egész plasztiszokra vonatkozd megfigyeléseink
is bizonyitjédk az izoldldsi mddszer lényegesen befolydsol-

ja a megfelelld vizsgdlati anyag elddllitasat.

A
40 a=501z+0,86
30+
20 b =862 %206
10
7
7
g,

A\

3 4 5 6 7 & 9 10 # 12 13

Plasztiszok mérete a magneses tér irdnydban, relativ egységekben

21. dbra. Hisztogram, a plasztiszok mdgneses tér ird-
nydba esd maximdlis dtmérdjének eloszlédsa,
H=0 /a/ és H =14 kGauss /b/ +térerds-
ség mellett,

Mindez ~ orientdcids vizsgalatokndl kiilondosen - szilk-

ségessé teszi az izoldldsi folyamat nagyon preciz és eld-
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22, &bra. Mdgneses térrel orientdlt kukorica mezofill
kloroplasztiszok fénymikroszkdpos felvétele
/immerzids lencse, 1500 x-os nagyitds/. A
felvételen a citoplazméhoz tapadt plasztisz-
csoportot a kdrrel hatdrolt részben taldljuke.

vigydzatos végrehajtdsdte A nem orientdlddott ép plaszti-
szok szézalékos ardnydt az izoldld mddszer finomitdsdval
/leiilepités el8tt 2-szeri "lecsapatds"/ 10E5%-ra tudtuk
bedllitanie. Ez utdbbi eredményt 45 kiilonbozd orientdlt min-
tdrdl készitett fényképfelvétel kiértékelése alapjdn be-
csliltiik meg, és az FP mérésekhez ilyen szuszpenzidkat hasz-

naltunke
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3e5e A "gzféricitds" paraméterének meghatdrozdsa

Vegylik a hisztogramon szerepld két meximum értéket a

nekik megfeleld félértékszélességgel, és tekintsiik ezeket

23. dbra., Vdzlat a "szféricitds" paraméterének meghatd-
rozdsdhoz a hisztogrambdl kapott értékek alapjdne

Ugy mint a lencse alaku kloroplasztisz keresztmetszeté-
nek két fétengelymérete /23¢ &bra/, igy egy kozelitd ér-
téket kaphatunk § -ra, a "ezféricitds" paraméterdre,

Az &brdbdl:

a
A= arc tg — /25/
b
e
g ==
5; 2B= 2 arc tg —-—:——é— /26/



v dI7F 5

ebbdl 21le és 23. dbra valamint /26/ segitségével kapjuk,
hogy:

szgoo £ 15"

A hisztogrambdl kapott eredmény jé egyezésben van az izo-

181t kloroplasztiszok elektrommikroszkdpos vizsgdlata

Iy

alapjdn kapott eredményekkel /24. &bra/.

L rowE,
i
& WA . ; g’ 5
. : % 4 B b
2 (S35 4

24, &bra. Kukorica kloroplasztiszok elektronmikroszkod-
pos felvételeis A /3 értékét a kihuzott vona-

lak &ltal bezdart szdg adja.

3.6 Az FP koncentrdcid filiggé€se

Anngk eldontésére, hogy milyen koncentrdcidju plasz-
tiszszuszpenzid felel meg legjobban az FP méréseknek, meg-
hatdroztuk az FP koncentrdcid fliggését 680 nm-nél szobahd-

mérsékleten /25, dbra/e
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Optikai siriség

25 dbra., Az FP-nek a plasztiszkoncentrdcidtdl vald
fliggésee /Az optikai siiriiséget 1 mm-es
rétegvastagsdgndl mértiike/

A méréseknél 66% glicerint tartalmezd szuszpenzid-
kat haszndltunk. Az dbrdn nagyon Jjoél ldétszik, hogy a kon-
centrdcid ndvekedésével az FP értéke csbkkenes Az FP érté-
kének csckkenését a koncentrdcid novekedésével a reabszorp-
cidnak és a fényszdrdsnak tulajdonithatjuke

Fluoreszcencia polarizdcid mérésekhez a kloroplasz-
tisz szuszpenzid optikai siliriiségét a vords abszorpcids

maximumon 0,05 korili értékre allitottuke.
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2,7« A glicerin hatdsa

Megvizsgdltuk, hogy a mélyhdémérsékletii FP mérések-
hez haszndlt szuszpenzidkban 1évd 66%-os glicerin vala-
milyen mdédon valtoztat-e az FP értékén a glicerint nem
tartalmazdhoz viszonyitva. A méréseket a 2,8.-ban leirt
berendezéssel végeztilk szobahdmérsékleten 680 nm-nél 66%
glicerint tartalmazd €s glicerin-mentes szuszpenzidkkal
/a két szuszpenzid klorofilltartalma megegyezett/o. A mért
FP értékekbsl /1,38%0,01 ill. 1,31%0,01/ kitiinik, hogy a
glicerin az FP értékét szdmottevden csokkenti,

Az FP értékére kapott eredmények azt valdsziniisitik,
hogy a glicerinnek van valami olyan hatdsa a plasztiszok
membrédnrendszerére, ami példdul a membrdnok kilazuldsdt,
szétzildl6ddsdt eredményezi, s ezdltal az orientdlatlan
hdnyad valamint a szféricitds novekedése okozhatja az FP
értékek csokkenését, A feltevésiink igazoldsdra elektron-
mikroszkdpos vizsgdlatokat végeztiink a 66%-os glicerint
és a glicerint nem tartalmazd plasztiszszuszpenzidkkale
Az eredményt a 26, dbrdn szemléltetjiike

Erdemes megfigyelni, hogy a hiivelyparenchima kloro-
plasztiszok membrdnjai glicerinben teljesen kigombdlydd-

rek, ezért szinte egydltaldn nem orientdlddnak /264co.dbra/.
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26, &bra. Izoldlt kukorica kloroplasztiszok elektron-
mikroszkdépos felvételei, glicerin nélkiil /a./,
s glicerinben /be, Co, de,/.
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2,8s Az PP értékek korrekcidjénak elmélete a redlis memb-

ranstruktira €s a nem tokéletes orientdcid figyelem-

bevételével

Vezegsiik be a kovetkezd jeloléseket:

a: a nem orientdlt ép plasztiszok és a tormelék egyiittes

hanyada,

b: a margindlis részek hdnyada,

hanyadae

Oe 8 8 &6 6 O

k

Legyen még: a + b +

Az FP definicidjdbdl:

ahol a co—hoz a J;

= 0 tartozik,

k

1=0

no m szt
I‘, + I,§ + I

no mg szt
I+ =+ 17

a margindlis részekbdl,

I
FP = =
11
ahol: IG az oOsszes,
1o
tormelékbdl/,
i
Iszf.

fluoreszcencia intenzitdse

°la kiilonbszd Ji szféricitdsu membrénok hdnyada,

azaz a sik membranok

/27/

/28/

az_orientélatlan kloroplasztiszokbdl /és a

a kiilonboz8 szféricitdsu membranokbdl eredd



Az /5/, /11/, /°21/

52 =

és /22/ bsszefiiggések figyelem-

bevételével, dtrendezés utan :
.. k k
6 _ qin2¢ (Lp 4 3 _1
I, = sin™¥ (8b + 7 §=bcitl 7 Elbci\ +
k k
1 1 1 1
+ (38. + -2-b - Eizgocl‘tl + -é-éoci)

és ' /29/

.. .k k
.2 1 37 1
1° = sin“y (— b =55 c.t. + 5 c.) +
L 4 2 oo +d 2 %;g i
k
L L
+ (3a + §b + :%;b clti)
ahol: t, = %{ 1+ cosJ; + oos%fﬁ)

Vezessiikk be a kovetkezd jeloléseket:

A=lb+2k§ c.t —li C /30/
8 4 i=0 +* 71 4 i=0 *
k k
1 1 1 1
B=5a+3b-5 3 cit; +35 > o /31/
J_:O l:O
k k
R & L
C=-3b-3 j%;% city +5 5%;5 c; /32/
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1. 1 K
D=3a+zb+§io ;b3 /33/
1=
Igy:
o) .2
I” = A sin ¥y + B
) L /34/
I_.L =D - C gin Y’
Ezeket /28/-~ba beirva:
A sinzv +.B
FP = 5 /35/
D - sin p
Amelybdl:
FP D - B
Y = arc sin /36/
A+ FP C

Itt FP a fluoreszcencia polarizdcids hdnyados mért érté-
két jelenti, A,B,C,D, pedig kiszdmithatdk az dltalunk meg-
adott paraméterekbdl,

A 27, 8brdn azt szemléltetjiik, hogy milyen médon be-
folydsoljdk az FP és a ¥ értékét a korrekcids szamitdsndl
haszndlt a, b, Cs s f; paraméterek, Az &brdn a fliggbleges
tengelyen az FP logaritmusdt dbrdzoltuk ¢ és d fiiggvényé-
ben, A lg FP, Y sikon /d=0, a=0, b=0/ az l-gyel jeldlt
gborbe mutatja az FP és a Y kozotti Osszefiiggést idedlis

sik membrdn esetén /1ldsd /5/ egyenlet/.
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27. dbra, lg FP értékének ¥-t81 és § ~t41l vald fiiggése.

/Jelmagyardzat a szovegben,/ Az l,A,le: és

a 2,B,2.B feliiletek hasdbban vald elhelyez-

kedését kiilon nem jelzett szakaszokkal szem-
1é1ltet jiike
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Ekkor\PE[O?9OQ] esetén FPe[0,00] és a mdgikus szdg-
nél /¢ = ¥, = 54°34 / FP értéke 1,0. Tokéletes orientd-
cidt feltételezve /a=0/ és eltekintve a margindlis ré-
szekb8l eredd fluoreszcencidtdl /b=0/, olyan kloroplasz-
tiszokkal, amelyekben & =90°-0s membrdnokat is taldlunk,
FP értéke 0,22 és 3,2 kozott vdltozik, ha Pé [09909] /1 -
~vel jelzett gorbe/.(Amikor d #0, a szdmitdsokndl feltéte-
leztiik, hogy a kloroplasztisz membrdnjainak szféricitdsa
0 és J kozott vdltozik. A szdmitdsok egyszeriisitése vé-
gett Cy= Cq= eee= C; aZONOS sulyozdsokkal vettik figye-
lembe a 0°; 10°%; ,..; /10xk/°= d szféricitdsu membrdnok-
bdl eredd fluoreszcenciét.)

A i11. A  gorbék killonbozd O értékekre a mérhetd FP
nagységdt adjdk megy =0° ill, ¥ = 90° esetére,

Az 1,4,1.4° gbrbék 41tal hatdrolt feliilet az FP=l,0
sikot a ¥ = ¥, egyenesben metszie Ha tehdt a dipdlok a memb-
rdn normdlisdval P  szdget zdrnak be, FP értékére a
szféricitdstdl fiiggetleniil - ugyanugy, mint az "idedlis"
sik membrénokndl - 1,0 értéket kapunk.

A 27, &bra 2 ill. Z,gérbéi az FP ¢~-t81 vald fliggését
mutatjdk a=b=0,2 esetén, azaz ha a nem orientdlddd plasz-
tiszokbdl és a tormelékbdl valamint az orientdlt membrd-
nokbdl 20-20%-0s jdrulékot vesziink figyelembe., B és B’
gorbék - a és b ugyanezen értékeivel - a kiilonbdzd szfé-
ricitdsu membranokndl mérhetd FP maximdlis /¥=90°/ és mi-

nimdlisan /9=0°/ értékét adjdk meg.
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Az a,bf O-hoz tartozd felilletek is a mdgikus szdg
=9, egyenesében metszik az FP=1 sikot. A mdgikus sz0g
értéke tehdt az a,b,c.,d, paraméterek értékétsl fiiggetlen.

A 27. dbra azt is szemlélteti, hogy orientalt kloro-
plasztiszok polarizdcid hdnyados méréseinél kapott érté-
kek viszonylag sziik intervallumban mozoghatnak. Mdsrészt
a kapott FP /és dltaldban a polarizdcid hdnyados/ értékek
ugyanazon ¥ mellett is erdsen fliggenek a kloroplasztissz

membrinszerkezetétdl és az orientdlddds mértékétdl.

3.9. A kiilonbozd emisszids dipdlokhoz tartozdé FP értékek

becslése a fluoreszcencia sdvok killonvédlasztdsa se-

gitségével

Az FP spektrumokbdl &dltaldban olyan emisszids dipd-
lok membrdnsikkal bezdrt szdgét becsiilhetjik meg jé kdze-
litéssel, amelyekhez tartozd sdvok viszonylag "tisztak".
Az emisszids sdvok dtfedése esetén a mért FP értékek a
résztvevd sédvok FP értékeinek intenzitdsaik ardnydban
sulyozott dtlagae

Kloroplasztiszok mélyhd8mérsékletili spektrumaiban a 685
és a 735 nm-nél jelentkez8 sdvok igen er8sek az emisszid-
ban résztvevd tobbi sdvhoz képest. Ennek megfelellden a
680 és 690 nm ill. a 730 és 750 nm k&zdtt mért FP értéke
konstans és jé kdzelitéssel az F 685-hoz ill az F 735-hoz
tartozd emisszids dipdlok orientdcidjdra ad felvildgosi-

tdst /80/.
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660 és 680 rm ill. 690 és 730 nm kozott a mért FP
€rtékekb8l kbzvetleniil csak arra kovetkeztethetiink, hogy
az itt emittdld dipdlok a membrdn normélisdval kisebdb szo-
get zdrnak be, mint az ket erdsen dtfedd domindld sdvok-
hoz tartozd dipdlok.

A jelenlévd kisebb sd&vok dipdljai orientdcidjdnak
portosabb becslésére kozelitd szdmitdsokat kell elvégezni.

Kozelitsiik az emisszids sdvokat hulldmhossz szerinti
normdlis eloszldssal. A Gauss-féle gorbét a kovetkezd fligg-
vénnyel adhatjuk meg:

_a=agt

T /N = e 162 /37/

2T 6

Ennek a fliggvénynek a természetes alapu logaritmusdt A

szerint differencidlva és dtrendezve:

din f /A _-2
a A Ge

A+ éZ A /38/

Ez utdbbi egy olyan egyenesnek az egyenlete, amely a
hulldmhossztengelyt a Gauss gdrbe maximumhelyénél /AO/
metszi, az egyenes irdnytangense pedig a.G2 reciproka
/28, &dvra/. Ezen meggondoldsok alapjdn a mélyhémérsékle-
tii /-120°C/ polarizdlt fluoreszcencia spektrumok rovidebb
hulldmhosszu részéb8l lebontottuk az F 685-nek megfelel-
tethetd Gauss-féle gorbéte Ezen meggondolds alapjdt asz

képezte, hogy az F 685-6s forma a maximum hely kdzelében
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csaknem tisztdn &tfedések nélkiil van jelen, s a spektrum-
ban 1évd sdavok tisztasdgadt ebben a tartomdnyban még a vib-

récids dtmenetek sem zavarjak.

dinfin) A
dA

)
\ fgd:-é_j

A\Ar

28, dbra. Egy Gauss-eloszldsu fluoreszcencia sdv

Gauss—-egyenese.

Mintegy 25 db spektrum vizsgdlata alapjdn az F 685-0s
forma maximumhelye 684 nm-nek addédott az egyenes irdny-
tangenséb8l a sdvok félértékszélességére 12 nm-t kaptunke
Ezen sdvot lebontva a fluoreszcencia spektrumokbdl, a ma-
radékban nagyon jdél megfigyelhetdvé vdlt az emisszid ro-
videbb hulldmhosszu tartomdnydnak Ssszetettsége. Eszreve-

hetdvé vdlt az F 675 és a maradékban erds sdvként jelent-
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29. abra. Médgneses térben orientdlt kloroplasztiszok méiy- +



L/4

FP

i BT -

hémérsékletii /-120°C/ fluoreszcencidjdnak memb-
rénsikkal pdrhuzamos /I”/ és arra merdleges /IL/
Osszetevdinek, valamint a kettd kiilonbségének
/I, -1,/ spektruma és sdvszerkezete 660-710 nm

kézbtt.
I T T T I
1.5+ 000022000000, —
] Qo
°0° (<] &
0°
684 Jm%fﬁ—
O°°°° °°
° 0g0
" 694
0" 676
1 1 1 | |
660 690 720 750 780

Hullamhossz [nm]

30. dbra. Kukorica mezofill kloroplasztiszok mélyh8-
mérsékletii /-120°C/ fluoreszcencia polari-
zdcids hdnyados spektruma., Az egyenes sza-
kaszok az egyes lebontott sdvokhoz tartozd
FP értékek?

kezett az F 695 A maradék spektrumokra alkalmazva a
fentebb emlitett eljdrdst az F 675 maximumhelyére 676 nm,
az F 695-re pedig 694 nm addédott, s a sdvok félértékszé-
lességére ugyancsak 12 nm, Az F 695 lebontésa utdn egy

jé1l kivehet8 vdll utalt az F 702 jelenlétére. A lebon-
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tott sdv maximumhelyére 702 nm, félértékszélességére, az
el8bbiekhez hasonldan, 12 nm adddott. A sdvok intenzita-
sdnak értékét iterdcidval hatdroztuk meg. A spektrumok
sdvokra bontdsdt elvégeztiikk a fluoreszcencia membrdnsik-
kal pdrhuzamos /I,/ és arra mer8leges /I,/ Gsszetev{jé-

re és a fluoreszcencia polarizdcids kiilonbségi spektru-
mokra is /29. dbra/. Az I, és I, spektrumok sdvjainak ha-
nyadosa kSzelit8 értéket szolgdltat a megfeleld sdv fluor-
eszcencia polarizdcids hdnyadosdra.

Megjegyzend8, hogy az ilyen tipusu bontdssal az
emisszids spektrumban a hosszabb hulldmhosszu tartomdny-
ban 1év8 formdk mér nem vdlaszthatdk kiilon, mert a vibra-
cids nivdk okozta bizonytalansdg miatt az értékeket csak

nagy hibdval adhatndnk meg.
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4o MEGVITATAS

Az LD vizsgdlatok alapjdn Becker és mts-i /90/ vala-
mint Breton és mts-i /85/ arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a klorofillok vdrds abszorpcids dipoljai 30°ksrili
szoget zdrnak be a fotoszintetikus membrdn sikjdval. A
legrdvidebb és a leghosszabb hulldmhosszu klorofill for-
ménak megfeleld vOrds abszorpcids dipdlok szdogeltérését
5°%-n41 kisebbnek becsiilték. Ezen vizsgdlatokkal egyrészt
az abszorpcids sdvok nagy dtfedése miatt tobb klorofill for-
ma atlagos dipdlszogét tudtdk csak megadni, mdsrészt szd-
mitdsaikndl ideélisaﬁ sik membrénrendszert és tokéletes
orientdcidt tételeztek fel.

A Garab és Breton dltal kidolgozott /80/ mérémddszer,
a mélyhémérsékletii FP spektrumok segitségével lehetlség
nyilt arra, hogy az egyes fluoreszkdld klorofill-a formdk-
nak megfeleld emisszids dipdlok membrdnsikkal bezdrt szdgét
is megbecsiiljiik.

Ahhoz azonban, hogy a dipdlok membrénsikkal bezdrt
sz0gét pontoéabban megadjuk, sziikkség volt arra, hogy ne az
eddigi vizsgdlatokndl haszndlatos idedlis membrdnszerkeze-
tet, hanem a kloroplasztiszok redlis membrdnstrukturdjat
vegylik figyelembe.

Az elvégzett szdmitdsok azt mutatjdk, hogy figyelembe
véve a plasztiszszuszpenzid azon jellemzdit, amelyek a

kloroplasztiszok orientdldddsdnak mértékét hatdrozzdk meg
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valamint szdmitdsba véve a kloroplasztisz elektronmikrosz-
képos szerkezetéb8l adddd korrekcidkat a valddi /belsd/

FP értékek a mért FP értékektd8l lényegesen eltérnek /lésd
27. &bra/.

Redlis korilmények kozott-a kloroplasztisz szuszpen-
zié 80-90%-0s hatdsfoku orientdldddsa mellett, atlagosan
szférikus kloroplasztiszokat figyelembe véve /513600/ és
20%-nyi margindlis membrénfeliilettel - FP maximdlis érté-
kére / $=90°/ 2 és 3 kozdtti értéket kapunk, szemben az
idedlis esetre kapott + eo helyett. Ez arra utal, hogy az
abszorpcids és emisszids dipdlok lényegesen jobban besi-
mulnak a membrénsikba, mint azt az eddigiekben feltéte-
lezték /85,90/.

P~700 méréseknél kapott 2,5 koriili polarizdcids ha-
nyados érték /115, 116/ azt valdsziniisiti, hogy a P-700
megfeleld dtmeneti dipdlja jél besimul a membrénba. /Ided-
lis sik mgmbrénnal szdmolva a membran sikjdhoz viszonyit-
va 25° koriili értéket kapnénk./

Az FP és az FD spektrumok analizise alapjén /12, és
30. dbra/ hat kiilonboz8 emisszids dipdl jelenlétére kovet-
keztettiinke Ez jé egyezésben van az irodalomban taldlhatd
eredményekkel /80,117/. Kozelitd szdmitdsokat végeztiink
ezen sdvok FP értékeinek meghatdrozdsdra. Redlis membrsn
strukturdt és orientdcidt figyelembe véve az egyes emisz-

szidés dipdlokra az aldbbi kozelitd értékek adhatdk:
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bontdsbdl

szédmitott

P

1,10

1,35

1,25

1,38

1,45

1,51

korrekcidk figyelembe~-
vételével a membrin sik-

jéval bezart szog

Lathatd tehat, hogy egyrészt a dipdlok jobban belesi-

mulnak a membrén sikjdba, mint azt eddig feltételezték.

Masrészt pedig szélesebb szogintervallumot foglalnak el.

A 31. dbrén az orientdcids faktor négyzetének GA-tél

és @p,~t61l vald fliggését dbrdzoltuk /v.d. 6. abra/.

Az dbra alapjdn megdllapithatd, hogy az eddig megadott ér-

tékekhez viszonyitva az dltalunk megadott szdgeloszlés

esetén az energiadtadds hatdsfoka kedvezdbb,
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3l. &bra. Az orientdcids faktor négyzetének @A—to’l és
@DA—tél vald fliggése.
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5, 0SS ZEFOGLALAS

Mégneses térben orientdlt izoldlt kloroplasztiszok
fluoreszcencia polarizdcidjat vizsgaltuk -120°C-on, Az
irodalomban"idedlis" sik membrdnokra kidolgozott szdmitd-
si eljdrdst tovabbfejlesztettik ugy, hogy azok a kloro-
plaszt struktura és az orientdcid redlis viszonyainak
megfelel jenek.

A fluoreszcencia polarizdcids hdnyados /FP/ és kii-
lonbségi spektrumok analizise alapjdn hat emisszids sé-
vot kiilonitettiink el, és az egyes sdvok FP értékeit kdze-
1ité szamitasokkal meghatdroztuk. Az egyes emisszids di-
polokra kapott FP értékeket a kloroplasztiszok elektron-
mikroszkdpos strukturdjdt valamint a szuszpenzid orientd-
léddsdnak mértékét figyelembe véve megdllapitottuk, hogy
a kiilonbdzd emisszids dipdlok nagyobb szogintervallumot
toltenek ki €s beljebb simulnak a fotoszintetikus memb-
rdnba, mint azt az eddigi irodalmi adatok megadtdk. Az
altalunk megadott szdgeloszldst figyelembe véve az ener-
giadtadds szdmitott hatdsfokdra magasabb értékeket kap-

hatunk,
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KOS ZONETNYILVANTITAS

E helyen fejezem ki koszdnetemet Farkas Gdbor igazga-
t6 urnak, hogy lehetdvé tette szdmomra a disszertdcid el-
készitését az Intézetben,

Ezuton mondok koszdnetet témavezetdmnek Garab Gydzd-
nek, valamint Faludi-Ddniel Agnesnek, Michel Michel-Villaz-
-nak és Mustdrdy Ldszldnak a munka sordan nyujtott 4llandé
készséges segitségiikkért, Koszonettel tartozom Téth Zsuzsan-
nanak technikai segitségéért.

Kiilon koszdnettel tartozom Ketskeméty Istvén profesz-
szor urnak, hogy az orientdcid mérésekhez sziikkséges elek-

tromdgnest rendelkezésiinkre bocsdtotta.
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