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1. Novényélettani bevezeto

A szintestek (vagy plasztiszok) két burokmembrannal hatarolt és bels6 membranrendszerrel
rendelkez6 sejtszervecskék, amelyek szamos tipusa talalhatd valtozatos formaban és funkcioval a
noévények sejtjeiben [1]. Altalanossagban a sejt felépitd jellegii (anabolikus), energia-befektetést
igénylé anyagcsere-folyamataiban vesznek részt. A zold ndvényekben hétféle szintestet szokéas
elkiiloniteni. Ezek koziill a legismertebb a fotoszintézis folyamataért felelds zold szintest
(kloroplasztisz), amely belsejében helyezkedik el a belsd burokmembran befiiz0désébdl kialakult,
maganyos membran zsakokbol (un. tilakoidokbdl) és korongszerlien egymadsra rétegzodott
tilakoidokbdl alld6 komplex membranrendszer, amelybe a fotoszintetikus apparatus beagyazédik.
Ennek fontos elemei a fénnyel kdlcsdnhatd pigment-molekuldkat tartalmazo Un. fotorendszerek,
valamint a fotoszintézishez szikséges enzimek. A fotorendszeren belll a fény energiajanak
Osszegyljtését végzo fénybegylijtd, valamint tovabbitasaért felelds antenna molekulakat képezd
klorofill-molekulak témegei veszik korbe a reakciokdzpontot, ami gerjesztett elektron formajaban
csapdézza az energiat a tovabbi fotokémiai reakcidkhoz.

Mas szintestektdl eltéréen a jellemzden kicsi, kezdetleges bels6 membrannal rendelkezd
proplasztiszok az osztédoszovetekre jellemzoek, €s kiilonféle belsd és kiilsé fejlodési szignalok
hatasara bel6liik indul fejlédésnek a tobbi szintest tipus. Fény hatdsara a foldfeletti, fotoszintetizald
szOvetekben a proplasztiszok kloroplasztissza alakulnak. Fény hidnyaban azonban Ugynevezett
etioplasztiszok differencialodnak, melyek klorofill-molekulakat egyéaltalan nem és a fotoszintézishez
szlikséges enzimek kozul is csak néhanyat tartalmaznak [2].

Ez azzal fligg 6ssze, hogy a klorofillok bioszintézise a zarvatermd ndvényekben fényfliggd folyamat,
melyet a protoklorofillid-oxidoreduktaz enzim Kkatalizal. Fény hianyaban a protoklorofillid—
Klorofillid atalakuldés nem megy végbe, klorofillok nem szintetizalédnak, és a fotoszintetikus
apparatus felépitésében fontos pigment-protein komplexek a tilakoid-membranokba nem épulhetnek
be. Ugyanakkor jellegzetes belsd membranrendszeriik atrendezddésének koszonhetéen megvilagitas
hatéséra az etioplasztiszok gyorsan miikod6képes kloroplasztissza tudnak alakulni.

A fotoszintetikus rendszerek miikddése vizsgalatanak egyik modja kiilonb6zd gerjesztési protokollok
alkalmazasa mellett a fluoreszcencia valaszjel regisztralasa, majd ebbdl leggyakrabban aranyszamok
segitségével a fotokémiai és nem fotokémiai kvantumhatasfokok becslése. Az egyik leggyakrabban
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hasznalt mérési protokoll az impulzus amplitidé modulalt (PAM, pulse amplitude modulation)
technika [3]. Ennek sordn a minta fénykornyezetét allando, fotoszintetikusan aktiv (’aktinikus’)
megvilagitassal, valamint nagy (’telit6’) fényimpulzusokkal tobb nagysagrend dinamikaval
valtoztatjuk, melynek hatdsat egy allando, de kis fotonszdmu, adott (kHz—MHz) frekvenciaju
mérdjelre kapott, a méréjel periddusanal nagyobb (us—ms) idéallandokat felbontani képes valtoz6
fluoreszcencia vélasz formajaban detektaljuk. A modszer segitségével a fotorendszereket igen eltérd
novényfiziologiai allapotban tesztelhetjiik, ami lehetdséget biztosit arra, hogy a fotokémiai és nem
fotokémiai fényhasznositasrél megallapitasokat tegyink. A modszer hatranya az, hogy példaul a
fluoreszcencia-jel csokkenéssel valaszolhat a fluordforok szdmanak csokkenésére és egy
megndvekedett alternativ energiafelhasznalasi (kioltasi) mechanizmusra egyarant [4]. Egy masik
fluoreszcencia alapi méréstechnika — a fluoreszcencia lecsengési id6k vizsgalata — segithet a
kiilonbozo allapota miikodoképes rendszerekben kiilonbséget tenni.

A fluoreszcencia lecsengési idok mérésénél ugyanis nagy (néhany 10 MHz) ismétlési frekvenciaval
rovid — idealis esetben — Dirac-delta-szerli gerjesztést adunk a vizsgalt mintara és az erre érkez6
fluoreszcencia valaszjelet nagy iddfelbontassal regisztraljuk. A mérésiink eredménye a Dirac-
impulzust kovetd fluoreszcencia jel intenzitasanak csokkenése. Ez az intenzitas-csokkenés fligg az
adott anyagra ¢€s azt koriilvevo kozegre jellemz0 természetes fluoreszcencia élettartamtol, valamint a
nem-sugarzéasos atmeneti mechanizmusok kioltasi ratajatol.

2. Meéréstechnikai alapok és eszk6zok

A fluoreszcencia lecsengési idok tobbnyire a ’ns’, vagy az alatti idOtartomanyba esnek.
Vizsgalatukhoz igy a mérni kivant lecsengési idoknél rovidebb impulzusokat szolgaltatdé gerjesztd
forrasokra van sziikség. A megoldast esetiinkben az LDH-P-C-650 (PicoQuant) szélba csatolt
lézerdioda jelenti, amely adott Iézerteljesitmény kimenet esetén zrwrnm < 100 ps hosszu impulzusokat
szolgaltat. A mérni kivant fluoreszcencia lecsengési iddallandok hasonldéak ehhez az
impulzushosszhoz, amihez 10 ps vagy az alatti idéfelbontas sziikséges. Ilyen idéfelbontasra az
idokorrelalt egyfoton detektalas (Time Correlated Single Photon Counting — TCSPC) az egyik
elfogadott megoldas. A moddszer lényege, hogy a mintat 10 MHz nagysagrendii ismétlddési
frekvenciaval fényimpulzusokkal gerjesztjik és mérjik a gerjesztés és mintabol jové elsé foton
kozott eltelt id6t. A feldolgozd rendszer a gyakorlatban nagyszamu (esetiinkben 26) idécsatornat
kezel, melyek iddintervalluma rovid (esetiinkben akar 4 ps is lehet). Minden sikeresen detektalt
fotonnal valamelyik id6csatorna értéke +1-gyel novekszik. A mérés eredménye detektélasi
gyakorisag az eltelt id0 fliggvényében. Vagyis tobb stopperdra-szerli mérést felosszegezve
hatarozzuk meg a fluoreszcencia élettartaméat. A mért eredmények a gyakorlatban altaldban egy vagy
tobb exponencialis fliggvény 6sszegeként irhatdk le. Kisérletiinkben MPD-100-CTB (PicoQuant)
egyfoton detektort hasznéltunk PicoHarp 300 (PicoQuant) TCSPC elektronikaval. A mérési
elrendezést az 1. dbra mutatja.

Megjegyzend6, hogy egy (altalunk itt nem alkalmazott) alternativ mddszer a fluoreszcencia
élettartam vizsgalatara egyrészt a faziserzekeny detektlas alkalmazésa, amikor a mintat modulalt
fénnyel gerjesztve az idéallandokat a fazisban eltolt és amplitidoban modulalt fluoreszcencia-jelbol
szamoljuk. Mésrészt tovabbi lehet6ség a molekularis folyamatok direkt vizsgalatara a lecsengési idok
ultrafinom felbontéasa femtoszekundumos spektroszkopiaval.
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1. ébra
A megvaldsitott mérési elrendezés sematikus dbrdja kiegészitve a f6bb elemekrdl késziilt fotokkal.

A diodalézeriink fénye egy kollimator lencsevel ellatott optikai szalon keresztil jut a mintartoba. A
diédalézer impulzushossza a lézerteljesitmény fliggvényében valtozik. Az impulzushossz és alak
optimumat az elérheté maximalis fényintenzitas 50%-andl taldltuk. Az idékorrelalt méréstechnika
sajatossaga, hogy legfeljebb a gerjeszt6 fotonok 5%-ardl detektalhatunk emittalt fluoreszcenciat. Ha
ennél gyakrabban érkezik fluoreszcencia-foton a detektorra, akkor az a mérés szisztematikus hibajat
eredményezi az ugynevezett ’pile-up’ (felhalmozdodas) jelenségén keresztiil. Erésen fluoreszkald
mintaknal igy a gerjesztd fény csokkentésére lehet sziikség, amely lehetdségre a mérési elrendezésbe
egy gyengitd szlir6t terveztiink. A detektorba a fluoreszencia fényen kiviil a gerjesztd jel is
beszérédhat. A (655 nm-es) gerjeszté és a mérni kivant (~690-750 nm tartomanyba esd)
fluoreszcencia jeleket spektralisan optikai szlirokkel valasztjuk szét. Kevéssé fluoreszkald mintaknal
a fluoreszcencia fény akar tobb nagysagrenddel kisebb lehet a gerjeszt6 forras szort fényénél. Ezért
egy optikai €lsziird (Thorlabs FGB25) ¢és egy savsziird (Semrock 708/75) kombinalt alkalmazaséra
van sziikség.

3. El6zetes eredmények

A Kisérleti dsszeallitasunkat fejeskaposztabol (Brassica oleracea convar. capitata var. alba, 2. abra
bal oldala) izolalt, fotoszintetikus mitkodésre kész kloroplasztiszokkal, valamint gatolt miikodésii
izolalt etioplasztiszokkal (2. abra jobb oldala), és fotoszintetikus miikddést nem mutatd, acetonban
oldott klorofill oldattal teszteltlik.
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2. dbra
Bal oldalt: fotd egy fejes kdposztardl az izoldlds megkezdése el6tt, jobb oldalt: optikai mikroszkopos felvétel fejeskdposztabol izolalt
etioplasztiszokrol

A 3. dbran a mért fluoreszcencia lecsengési idoket egyre normalva, linedris skalan mutatjuk be, a
mérési eredmények a vartnak megfeleld eredményt szolgaltattak. A kloroplasztiszoknal a fényenergia
igen jelentds részben fotokémiai Gton hasznosul, ami miatt a fluoreszcencia lecsengési 1d6 lerovidiil.
Ezzel szemben a korlatozott fotoszintetikus mitkodésti etioplasztisznal a fluoreszcencia lecsengési
1d6 lényegesen hosszabb, mig a fotoszintetikus miikddést nem mutaté acetonban oldott klorofill
mintanal a leghosszabb. Az etioplasztisz mintanal sziikséges mérési id0 1ényegesen nagyobb volt és
a jel/zaj viszony is rosszabbnak bizonyult. Ennek oka részben az etioplasztisz minta kisebb

organellum szdma, joval alacsonyabb pigmenttartalma lehetett.
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3. Gbra

A késziilék vdlasz fliggvény (fekete), a mért fluoreszcencia lecsengési ideje egy kloroplasztisz mintdnak (z6ld), egy
etioplasztisz mintdnak (kék) és egy klorofill oldatnak (piros)
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4, Osszefoglalas

Mérési elrendezest hoztunk létre folyadékban elegyitett, 655 nm-en gerjesztheté névényi mintak
fluoreszcencia lecsengési idejének vizsgalatara. Kisérleteket kezdtiink kiilonb6zé fotoszintetikus
miitkodést mutatdé ndévényi mintdkkal. Az optimalis fotoszintetikus miikodést mutatd
kloroplasztiszoknal rovidebb, mig a fotoszintetikusan nem aktiv etioplasztiszoknal hosszabb
fluoreszcencia lecsengési idoket talaltunk.
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