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ИССЛЕДОВАНИЕ СВЕТОИНДУНПРОВЛННЫХ ИЗМЕНЕНИИ
некого ПОТЕНЦИАЛА ХЛОРОПЛАСТОВ

Г Б. ГУКАСЯН. С Л. ГОН ЯН, 4. Е ЗАКАРЯН. Г А ПАНОСЯМ 

Ереволринн государственный унппёрсНтег. кафедра бпофилшп

Показаны гвегонийуаправтшыс изменения л։1икт|и»кннг:иче.н՛. -о нотсп 
анола хла|ня.’. in стон «ыгших pavren й Вели лил wiui<r|inKiiiii*m4e;Karfi 
ПОТ?лциала — 40-1-— 60 мВ. и при лктчелннч pH 1.3 и ниже его ».лнч чк- 
Плетен на положительный. О-исщсшн- вызывает nin'iiiie.n.nue увелнче- 
|ШС1 элшрокипстческог.1 потенинк.ча ни 6;՝ -У0{;;? в птсутстниа «нею- 
генного акцептора .^cicpuiKin и на :-0—IIO",, о прнеутстркн KJefCX’^ 
Ингибитор злектрепного транспорта .диурон подолдяст 
ипнный рост потенцна м

^"ЧК «"/»'/«•։* ptup^ptttftuiptf I’llijy/'f'K ('[«(tnUffUlUtniLft/i ^ll/lfinftUitfltbl/mlilfui.'iutb 
Ufnincif){i4Jili fntuiu{'brintlj։/>/w,\ ijinilitijtl ttl{/ JlllitbLftj! I ^lUtLlllU[llfltll(Mh UfV֊

Jl.imPjnibft —>j(l ih[ (, 1<и!{ p| I й дшДрнц/ Ърт
hjittbp ՛/ /. 1ц>1111{и1Ъ(ч (niumijnfttuitit шчч/fmgbnut /,

iTh'Sujynttf, lib — 90 % ([LlfUtlt/tbitipft '••l(tA։4u,r,P’
iltipfl pinniulftmntPfUtfi h 80 — 140 % C.V)5 btiftffwfntpjinb tfltitfftntJt

Light-induced alterations of elcctfoklnetic potent a > u: liigh-phnts* cli’o- 
roplasts ate shown. Illumination causes ronsIBerab'e increase of electro- 
kinetic potential: 60—£0% in the stveiicc if eyigVu a cepror <>i electrons 
and 80—140% in the ptescace of K:ilre (c\՜)..

■Хмропласты—э.'.екi:)(,՝нкм0 ipax՛:пору—j.w. >f>u/,unt:j.кий нои'нции .

Исследование поверхностных свойств тилакоидных мембран расшнря 
ет возможности изучения и контролирования ряда фотоеннтетнчечкнх 
процессор., которые п сире делен ной мерс и сбуславлпзаюг эти свой
ства. Ряд ксследозателен показали, что поверхностный заряд тилако
идов обусловлен в основном интегральными бел .а ни мембран [4. 7]. 
[Эти данные подтвердились нами на ■՛ •. ,.-х системах. При
1чученин процесса слипания фосфо. I к.ин шых л;., .чем со встро. .шым 
гпнгмент-белковым комплексом фотоенстзмы 1 с плоской фосфолипид- 
‘Пой 5!ембраной было обнаружено, что этот пронеси во многом обус- 
ловлен зарядом встроенного в мембрану липосом белка [1|.

Целью настоящей работы явилось изучение изменений поисрхност- 
ного итенцпала хлоропл ст::ыд мембран при смене темновых и све



товых условий, поскольку имеющиеся в литературе данные, насаю 
шиеся этого вопроса, весьма противоречивы [7, 9. 10].

Маге/яшл и методика Хлироплзсты выделяли из 20 30-дневных проростков 
гороха, выращенного в оранжерее, либо из рыночного шпината по методу [Н| <■ 
некоторыми модификациями При использовании 0.02 М трис-НС! буфера (pH 7,8 г 
центрифугирование проводили при 1000 об/мин и течение 5 мин, а при н-полюовл- 
ияи 0,05 МК.,1 !РС)։—КО! I (pH 6,9) образцы цспт|к։фу| ироиали 5 мин при £-00 пб'мнп 
11 15 .мин при 2500 об/мин.

Для определения зависимости величины Ц потенциала 6т pH »։>сди и ка-к-.-тпе 
среды суспендирования хлоронластов использовали буферные ра гноры X՜.-!! ,С.Г,Н5О7 
Н(. п КН.чРО. ^о^НРОд. Концентрацию х.юрофнд. а определяли ио Ариону [3!

Суспензию хлороплэстоп освещали черед водный фильтр направленным светом 
лампы накаливания КГМ (21В. 50 Вт) и течение 10 мин И точит сис*л пах ■ 
дил.:н на расстоянии 20 ■.••,՛. т объекта Для облучения монохро.матнче։кнм светом 
использовали Нс-.\’е лазер 208 (/, 630 нм. мощность 20 мВт). Вс» врем.; о иеще- 
пня гемпера:дт образное поддерживалась на уровне 17 20°.

Миклизлслгрофорс.з проводили в плоскопараллельной каморе по методу [2]. 
При измерении скорости движения хлоропластоп делали 11 замеров на Хлоропла 
стах одного образца Затем среднее значение скорости подставляли о формулу Эйн 
штейна-С.модухонского, по которой рассчитывали величину ^-потенциала

Результаты и обсуждение. В экспериментах использовали только 
хлоропласты типа «с>, поскольку ранее было показано, что -ан таких 
хлоре-пластах свстоиндуцироваииый рост величины электроккнетиче- 
•ского потенциала обычно больше, чем на интактных [10]. Величина 
регистрируемого .вами элсктрокннеткчаского потенциала варьпрова 
ла в широких пределах и Гависимостя от условий выделения и фи 
■биологического состояния хлоронластов. Когда хлоропласты нс по։ 
всргались действию света, величина ^֊.потенциала составляла 16 
40 мВ. чю согласуется с литературными данными [7, 9, 10].

При физиологических значениях pH измеряемый нами электро 
кинетический потенциал был отрицательным. Исследование зависимо
сти величины <,-11отениш1.։а от pH среды суспензирования показало, 
что знак ого меняется на положительный при значении pH 4,3. Со
гласно данным ряд.! авторов, это значение pH соответствует изо
электрической гоч&е [6. 7]. которая, как известно, нс зависит от при 
роды катионов, содержащихся в среде [8]. Согласно нашим данным, 
изоэлектрическая точка действительно близка к pH 1,3. однако нам 
не удалось ее зарегистрировать, мы зафиксировали только реверсию 
потенциала. По-видимому, это можно объяснить возможными кон 
•формационными изменениями мембранных белков, требующими до- 
пол нителы։ых исслсдованни.

Исследование электрофоретических свойств хлоропластов после 
десятиминутного освещения выявило резкий рост величины с потен
циала (табл. 1, говоря о росте, знак потенциала, естественно, нс учи
тываем). Эти данные противоречат результатам Накатани и соант. 
[7], которым не удалось зарегистрировать свстоиидуцированных из
менений электрофоретический ‘подвижности хлоропластов, и свиде
тельствуют о несостоятельности их теории о том, что освещение дол-
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Таблица 1. Саегоиндуццрооаюшс изменении ^-потенциала д.и■:՝> п.:агт<л. (концентра
ция хлорофилла 0.1— 0.2 лч/мл).

Хлороп ։а- =
стыч компа- Хлор.>■ ла- ХлоропластыЧ-об . , 

Среда тное »сиз- сты-Цвет. лучение Не—No I л ’
щенке (кэн- Д։Н лазером, ,мВ «о ТР' ' • • ■•» 
троль). л։В ° д՜

0.05.М КНаРО4-КОН
pH 6.9 ֊20 4 -32.5 59.3 —
0102М тр к II՜' pH 7.8
0.02М трис-И Г1,

18.6 36 ֊50.7 93.5 172.5

0.5М ИаС1 pH 7.8 ֊11.8 16.5 3<8 —

жно вызывать изменение электрофоретической подвижное ги всего 
на 1%.

Как видно из габл. I. наибольший рост потенциала {на 93,5%) 
наблюдался в случае, когда хлоропласты находились в среде, содер
жащей 0.02 М трис-ПС! ('pH 7,8). Такого порядка . вслпченис ^-потен
циала при действии света (на 90—120%) наблюдали и Шапеидоик с 
соавт. [10]. • ио при условии наличия в среде 5 мМ М^Ск В среде 
без М^С12 этим авторам удавалось зарегистрировать свстоиидунвро- 
ваниое изменение ^-потенциала всего на 40—50% В наших : :<епори- 
меитах, как видно из табл ]. такой рост потенциала наблюдался в 
условиях наличия в среде выделения 0.5 М \аС1.

Наличие в среде одно- и двухвалентных катионов (Ы . Ка , К1. 
Са- , ) приводит к снижению величины ^-потенциала, что со
гласуется с литературными данными [4]. Очевидно, катионы экрани
руют отрицательные заряды на краевых, маргинальных и ггромаль- 
ных мембранах. Необходимо отметить, что при концентрации катио
нов от 1 до 5 мМ величина злсктрокннетического потенциала редко 
уменьшается. В свете этих данных трудно объяснить результаты ис
следований Ша'псндонка и соавт. |10|, свидетельствующие о ■стиму
ляции светонндуцированного роста с-погеь ».т п условиях наличия 
5мМ , *

В табл. 1 приведены также данные об изменен ։и величины с-по- 
генциана нрч облучении хлоропластов монохроматическим светом 
(Не-ЭДе лазер /. = 030 нм). Резкое }ьи..нчсние % потенциал а (на 
172,5%) свидетельствует о связи процессии, происходящих в реак
ционных центрах, с возникновением поверхностного потенциала и о 
вкладе нпгмент-белковых комп.зсксов фотосистем в формирование по
верхностного потенциала фотосинтетических мембран.

Светоиндуцированные изменения эдектрокинетического потенциа
ла мы исследовали также в присутствии экзогенного акцептора элек
тронов феррицианида калия (тлбл- 2).

Как видно из табл. 2, феррицианид калия стимулирует светом։: • 
дотированный рост величины ^-потенциала. И >в дань >м случае и .и- 
больший рост потенциала (на 113%) наблюдался в бессолевой среде 
По всей вероятности, з таких хлороплзстах процессы электронною 
транспорта и фотофосфорилирования разобщены, поэтому скорость
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Тш'г.шцц 2 С.шутОиЖдуццрмкнные гымыекия ллектррккнетичесюёо потенциям а 
пгисргстби:: 2 ж/»< феррицианида калия.

Среда
Конц: н ՛ 0.4111 я 
хлор г н «ла.

МГ.Х л

Хлор п ы-
С1Ы 'К -м- 

н ։ги- ессве- 
1Ц'( И? (КС11- 
-р >лъ), .мН

Хлоро։, Л.'1 - 
гы- К |1'е 

(С*),;֊ нет.
‘.мН

Хлор пл с ы4֊К;։ 
ГсдДХ),; шлсуСи- 
р •пышнс и тем

ноте. £мВ

■г

=**

0.05 4 КН.Щ . 
КОМ р 1՜ 62) 0 09 -2Г 50.0 - 28 81.8

нО'.Д КН-РО, 
-К 01 pH 6 . 0 14 —20 38.1 -Т6.2 134.9
о. «ум Км то, 
- Ко Л р|| 6.9 0. !.г1 —’.5 -;>9.ь - 19 1 107.3
0,154 КНР

-КОП pH 6.9 0.24 -36 50 ֊21.8 129 4
0.0'3 1рне-НС1 
рг.՝1 ь.9 0.52. -43.0 —67.2 —23 5 143

ще1стр(ЖНОГ0 транспорта высока, что и отражается ин величине элек- 
грокчнетического потенциала. Подтверждением тому, что процесс элек 
тропного транспорта оказывает испои родственное влияние на электро
форетическую падвижнбсп. хлоропластов, явились цшныс о действия 
ингибитора электронного транспорта диурона. Последний в концен
трации 10- Ч полнили. । свсту/л планированный рост потенциала/

Для проведения реакции фотофосфорилирования использойали 
хлоропласты. выделенные в среде с 0,5 Ч МаС1, 0.02 М трис-НС1 
(pH 7,8). Перед освещением к суспензии хлоропласгов лобавля 
ли следующие кофакторы: 0.03 М 0,02 М АДФ, 0,06 |М
\’а2СО», 0.2 М КНеРО;. 0.014 М фс’назжтметоеульфат. Это приводи
ло к понижению величины ^-потенциала относительно потенциала 
контрольных хлсропдастсв (г. <•. .хлоропластов, находящихся в усло
виях комнатного оойешення без кофакторов) как в темновых (на 60—՛ 
65%). так и в световых условиях (на 20—35%). Очевидно, что умонь 
Шенне абсолютной величины ^-потенциала на свету с тязано не с 
процессом флюфисфорнлпровг.ния, а с присутствием кофакторов, по
скольку в темньных условиях величина потони нала р •? ко уменьшалась 
Действие света, однако, приводило к росту потенлла.ча на 70—125%. 
несмотря на то, что в среде присутствовал \аС1.

Согласно данным [71 сопрягающий фактор хлоропласт» и све- 
тособнраюшнн яигмепт-белкоиый комплекс ь.։ нк.1юч:.ют. я в процесс 
увеличения поверх цвети՛՜.: о заряда тилакоидов. Одппко есть снеде
ния [5]. что фосфорилпрозаик? светосебнраюшего комплекса II уве
личивает плотность поверхностного заряда гилахоллой. С ••гоп точки 
зрения интересно продолжить исследовании по влиянию процесса фо
тофосфорилирования на созчаже поверхи/остного заряда хлоропла
стов. На основании же полученных данных можно утверждать, что՛ 
величина поверхностного заряда тилакоидов прямо г <я за из с рабо
той электронтранопортной пели и что огромный вклад в'процесс воз- 
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ннаднов.ення поверхностного заряда тилакоидных мембран вносят пнг- 
мент-^елковые комплексы фотосистемы I к фотосистемы 11. Причина 
же того, что некоторым авторам не удалось зарегистрировать свето 
индуцированных изменении ^-потенциала. кроете о ио-видимому. в 
методе выделения хлоропластов
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