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9. AKTYWNOSC FOTOCHEMICZNA CHLOROPLASTOW

Fotosystem II (PSII) jest jednym z dwoch komplekséw barwnikowo-biatkowych apa-
ratu fotosyntetycznego, w ktoérych nastepuje przeksztalcenie energii wzbudzenia do-
starczanej przez fotony na energie pary ladunkow: elektron — kationorodnik cen-
trum reakcji. Wzbudzone centrum reakcji PSII przekazuje elektron na plastochinon
i kolejne przenosniki fotosyntetycznego lancucha transportu elektronéw. Powstala
suke elektronowa” zajmuje elektron pochodzacy z H.O. W procesie utleniania wody,
w wyniku ktérego wydzielany jest tlen, bierze udzial uklad rozszczepiajacy wode za-
wierajacy 4 jony manganu (II). Aktywnos$é PSII mozna zdefiniowaé jako ilosé elek-
tronow przeniesionych z wody na plastochinon w jednostce czasu, przeliczona na
jednostke masy chlorofilu w probce.

| ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA: |

Fotosyntetyczny taficuch transportu elektronow.

Inhibitory i sztuczne akceptory elektronéw.

Budowa chloroplastow.

Metody izolacji organelli subkomorkowych.

Zasady wszystkich wykonywanych na ¢wiczeniach oznaczen.

LITERATURA UZUPELNIAJACA
¢ Fizjologia roslin. Kopcewicz J., Lewak S. (red.), PWN, Warszawa 2005.
e Fotosynteza. Hall D. O., Rao K. K., Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, War-
szawa 1999.

9.1. Izolacja bion tylakoidow z lisci

ZASADA:
Nieuszkodzone, swieze liscie salaty homogenizuje si¢ w odpowiednim buforze i prze-
sacza przez gaze. Przesgcz poddany zostaje wirowaniu r6znicowemu celem uzyskania
osadu chloroplastow. Osad ten zawiesza si¢ w wodnym roztworze hipotonicznym
(bez sacharozy), a nastepnie poddaje si¢ wirowaniu uzyskujac osad blon tylakoidow.
Blony tylakoidow mozna izolowac tez z lisci pszenicy lub liscieni siewek ogorka.
Nalezy wéwczas zoptymalizowaé warunki wirowania.
UWAGA: podczas izolacji material ro§linny nalezy trzymaé w pojemniku z lo-
dem, uzywaé wychlodzonych probéwek wir6wkowych. Izolacje przeprowadzaé w sta-
bym $wietle.
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WYKONANIE:

Material roslinny homogenizowaé¢ w roztworze A przez 3 x 15 s, przefiltrowaé przez
4 warstwy gazy lub stilon i umiescié¢ w probéwkach do wiréwki K-23. Probowki zrow-
nowazy¢ parami, odwirowac przez 90 s przy 1800 obr./min. Zebra¢ nadsacz, wiro-
waé w tej samej wirbwce przez 7 min przy 2500 obr./min. Osad zawiesi¢ w okolo
25 ml roztworu B, odwirowaé jeszcze raz przy takich samych parametrach. Uzyskany
osad zawiesi¢ w 10 ml roztworu C i pozostawi¢ na mieszadle magnetycznym w lodzie
przez 5 min (szok osmotyczny). Po tym czasie dodaé 10 ml roztworu D i odwirowaé
przez 10 min przy 4000 obr./min na wiréwce K-23. Osad zawiesi¢ w 5 ml roztworu B
i wstawié¢, w naczyniu z lodem, do lodéwki. Procedura izolacji jest schematycznie
przedstawiona ponize;j.

* homogenizacja * nadsacz zlaé do innych probowek wirdwkowych
= przesaczanie » wirowanie ll - 7 min. x 2500 obr./min
« wirowaniel - 90 s x 1800 obr./min
A ___9 nadsqc2 pobrac B —é nadegez wylad
== === osad - odrzuci¢ = mma caad - zostawié
= osad zawiesié¢ w buforze * szok osmotyczny
« wirowanie lll - 7 min. x 2500 obr./min = wirowanie IV - 10 min. x 4000 obr./min
C ——% nadeqcz wylad D __% nadeqcz wylad
LJ.----) osad - zoslawit \mgri= === omad - tylakoidy

9.1.1. Oznaczenie zawartosci chlorofilu w zawiesinie tylakoidow

ZASADA:

Barwniki fotosyntetyczne (chlorofile i karotenoidy) sa zwiazkami o charakterze hy-
drofobowym. Mozna je wyekstrahowaé z tkanki roslinnej rozpuszczalnikami orga-
nicznymi np. acetonem. Z zawiesiny chloroplastéw lub blon tylakoidéw barwniki
ekstrahuje sie mieszajac zawiesine z acetonem w takich proporcjach, aby koncowe
stezenie acetonu wynosilo 80%.

WYKONANIE:

Dokladnie wymiesza¢ zawiesing tylakoidow (chloroplastéw). Do dwdch probowek
Eppendorfa odmierzy¢ 200 pl zawiesiny i 800 pl acetonu. Odwirowaé przez 5 min
przy 10 000 obr./min. Zmierzyé¢ absorbancje wzgledem 80% acetonu przy dlugo-
Sciach fali: 645 i 663 nm, odpowiadajacych maksimum absorpcji Chl a i b oraz przy
710 nm (poziom tta).
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Obliczy¢ stezenie Chl a i Chl b na podstawie wzoru:
C chi@+sy (Hg/ml) = 20,2(Asss - A10) + 8,02(Ass3 - A710)

ODCZYNNIKI:

Aceton.

Roztwory do izolacji chloroplastow:

A — 50 mM Tris-HC], pH 7,8 + 0,4 M sacharoza + 10 mM NaCl;
B — 0,2 M sacharoza + 0,1 M KCI;

C—o0,1 M KCI;

D — 0,4 M sacharoza + 0,1 M KCl.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
Liécie salaty, homogenizator, gaza, mieszadto magnetyczne, wirébwka K-23, kuweta,
spektrofotometr.

9.2. Oznaczanie aktywnosci fotosystemu II i uktadu roz-
szczepiajacego wode

ZASADA:

Jedna z metod mierzenia szybkosci przekazywania elektronow w fotosyntetycznym
laficuchu transportu elektronéw jest pomiar zmian stezenia utlenione-
go/zredukowanego donora lub akceptora elektronéw w czasie, w warunkach umoz-
liwiajacych reakcje. Forma utleniona dichlorofenoloindofenolu (DCIP) jest akcepto-
rem elektrondéw z plastochinonu zredukowanego przez PSII. Podczas tej reakcji DCIP
ulega redukcji wedlug rownania:

cl N cl NH
z +2H +2¢
—_—
o OH HO OH
a ci

Forma utleniona DCIP jest intensywnie niebieskofioletowa z maksimum absorpcji
w zakresie 580—-600 nm, w zaleznosci od pH roztworu. W formie zredukowanej
zwiazek ten jest bezbarwny. Zatem spadek absorbancji DCIP w oswietlanej zawiesi-
nie blon tylakoidéw dostarcza informacji o aktywnosci fotochemicznej PSII. DCMU
(dichlorofenylodimetylomocznik) hamuje przekazywanie elektronéw z PSII do DCIP,
wiazac sie z miejscem, w ktorym nastepuje redukcja plastochinonu. Natezenie §wia-
tla uzytego w doswiadczeniu powinno wysycaé¢ PSII. W innym wypadku zmierzona
aktywno$¢ bedzie mniejsza od maksymalnej aktywnosci.

9.2.1. Przygotowanie zawiesiny tylakoidow

WYKONANIE:
Zawiesine blon tylakoid6w nalezy wyizolowaé z materialu roslinnego w sposéb opi-
sany w pkt. 9.1. Rozcienczy¢ zawiesing buforem 10 mM Tricyna-NaOH pH 7,7 z do-
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datkiem 1 mM MgCl., tak, by stezenie Chl w probce bylo w zakresie 20-40 ug/ml.
Nalezy przygotowaé okolo 10 ml probke, przechowywaé ja w lodzie i oslonié¢ przed
Swiatlem.

9.2.2. Oznaczanie aktywnosci PSII

WYKONANIE:

1. Do kuwety spektrofotometrycznej odmierzyé¢ 2 ml przygotowanej zawiesiny
blon tylakoidow. Dodac¢ taka ilosé¢ roztworu DCIP, aby absorbancja roztworu
przy A = 590 nm wynosila okoto 0,5. Probke umiesci¢ w spektrofotometrze
i zmierzy¢ absorbancje (As).

2. Prébke o$wietli¢ wysycajgcym $wiattem bialym przez okreélony czas (10-30 s)
i zmierzy¢ absorbancje (A,).

3. Powtdrzy¢ kilkakrotnie oSwietlanie probki (5—7 razy), kazdorazowo mierzac
absorbancje bezposrednio po wybranym czasie o$wietlania (Ay).

4. Wykreslié¢ zalezno$¢ A od czasu i wyznaczyé aktywno$é maksymalng PSII.

5. Doswiadczenie powtorzyc trzykrotnie, dla §wiezych porcji zawiesiny blon ty-
lakoidow.

Na podstawie otrzymanych wynikow oznaczy¢ maksymalng aktywno$é fotoche-
miczna PSII w umol (elektronow) x min-? x pg (Chl) (lub jednostkach pochodnych).
Molowy wspdélezynnik absorpcji DCPIP, €590 = 16000 M-icm-!.

UWAGA: do$wiadczenie wykonujemy w temperaturze pokojowej. Czas o$wietla-
nia nalezy ustali¢ dla danej zawiesiny tylakoidow tak, by obserwowane zmiany ab-
sorbancji byly mierzalne, ale nie wieksze niz o,1.

9.2.3. Hamowanie aktywnosci PSII przez DCMU

WYKONANIE:

Przygotowa¢ prébke jak w doswiadczeniu opisanym w pkt. 9.2.2. Dodaé¢ do kuwety
roztwér DCMU tak, aby jego konicowe stezenie wynosilo 200 pM. Zmierzyé absor-
bancje probki bezposrednio po wymieszaniu (A,). Probke oswietli¢ przez czas usta-
lony w dos§wiadczeniu w pkt. 9.2.2. i zmierzy¢ absorbancje. Obliczyé o ile procent
zostala zahamowana aktywnos¢ fotochemiczna PSII, po dodaniu DCMU.

ODCZYNNIKI:
Bufor 10 mM Tricyna-NaOH pH 7,7 + 1 mM MgCl,; 1 mM DCIP; 10 mM DCMU.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
Zawiesina blon tylakoidéw, kuweta, spektrofotometr.
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