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Korabbi vizsgalataink soran mar igazoltuk, hogy a kiilonb6z6 fagytiirs-
képességii biizak hidegadaptaciéjuk soran fagyallésaguk mértékének aranya-
ban képesek csokkenteni plazmamembran lipidjeik mikroviszkozitasat (Vica
és mtsai 1979a). Ha a szobahmérsékleten nevelt névények levélprotoplasztjai
plazmamembréanjain mért fluiditasszintek alakulasat is tekintetbe vettiik
(Vicu és mtsai 1979b), az edz8dést mint az ,,6regedési folyamatot™ gatlé
hatast foghattuk fel.

Bar a legkiilonb6z8bb torekvések torténnek a levelekb6l torténé tiszta
plazmamembran frakecié izolalasara, a probléma ezideig nem oldédott meg.
Mivel a plazmalemma fazisallapota a fagytiir6képesség kialakitasaban elséd-
leges szerepet jatszik és ma mar valészini, hogy a fagykarosodas startreakeiéi-
nak ez a struktira a szinhelye, lipidosszetételének vizsgalatara athidalé meg-
oldasok torténtek. (VicH és mtsai 1983/a). Részben a tobb-kevesebb tisztasaggal
elgallitott plazmamebrandiis frakciék extrahalt lipidjeire, gyakrabban a total
lipidekbél elkiilonitett és a plazmamembranra jellemz§ lipidféleségekre (fosz-
fatidil kolin, foszfatidil etanolamin, szabad szterolok) vonatkozé adatokkal
talalkozhatunk az irodalomban. A kiilonb6z6 fagytiirGképességli bizak fosz-
folipidjeinek edzbdés kozbeni akkumulaciéja (HoRVATH és mtsai 1980) a fagy-
karosodaskor megfigyelhetd és a foszfolipaz-D altal katalizalt szelektiv degra-
daciéja (HorvATH és mtsai 1979), majd az aminoalkoholok felvételén alapulé
membranmdédositas és fagyallosagindukcié (HORVATH és mtsai 1981a, b 1982)
tobb szemponthdl is alatamasztottak a fentebb vazolt elképzeléseket. A fagy-
tiir6bb genotipusok edzddésekor az azok sejtmembranjaiban megmutatkozd
lassibb mértékli vagy gatolt oregedés tobbféle lipofil eredetii krioprotektiv
hatas egyiittesének eredgje. A jobb fagytiirGképességli biizak alacsony h6mér-
sékleten tobb foszfatidil kolint és kevesebb szabad szterolt tartalmaznak. Valé-
szind, a zsirsavak telitetlen6désének szerepét csak az egyes foszfolipidek zsirsav
molekulaspecieszekre torténd elkiilonitése révén érthetjitk meg. Ezt még inkabb
az indokolja, hogy madr az eltér§ télallésagi és elGedzett bizak izolalt rotdl
foszfolipidjeibol készitett vezikulakon zsirsav-spinjelolékkel mért fluid gél ter-
motrép fazisatalakulasok hémérsékletértékei tiikrozik a fagyallésag varhaté
mértékét (Vicu és mtsai 1983/b).
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Tovabbi vizsgalataink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Egy sejt viszonylataban az egyéb, raadasul megbizhatéan izolalhaté memb-
ranstruktiraban, mint pl. a kloroplasztisz tilakoid, torténik-e a plazma-
membranban megfigyeltekhez hasonlé tipusi és mértékii adaptacié hideg-
edzddéskor?

2. Milyen kapesolat van a levelek ,,in vivo” koriilmények kozott megfigyelhetd
fagykarosodésa, egy izolalt sejtorganellum (tilakoid) membranlipidjeinek
osszetétele és fazisallapota, tovabba egy, a tilakoid membréan integritasaval
osszefiiggd folyamat (fény indukalta protontranszport) miikodésének hémér-
sékletfiiggése kozott?

Vizsgalati anyagok és médszerek

Kisérleteinkhez a nagy fagytiir6képességi Miranovszkaja 808 (Mir) és
a fagyérzékeny mexikéi eredetli Penjamo 62 (PEN) buzafajtiakat valasztottuk.
A csiranovényeket kezdetben 10 napig 20 °C-on iiveghazban, majd ezt kove-
téen 1,5 °C-on tovabbi 4 hétig klimakamraban (hidegedz§dés) neveltiik.

A kloroplaszt tilakoidok izolalasat a novények leveleibél az edz8dés eldtt
és kozben, hetente végeztiik. Az izolaciés médium (amely literenként 20 mM
tricint, 250 mM NaCl-t, 20 mM Na-aszkorbatot, 0,19, BSA-t tartalmazott,
pH = 7,8) 100 ml-ével 10 g névénybdl kiindulva végeztiink homogenizalast,
majd miracloth-on valé sziirés utan 3000 g-n 1 percig torténé centrifugalast
végeztiink. A kiiilepedett nyers kloroplasztisz frakciét elgszor 100 ml 5 mM-os
NaCl-ban felszuszpendalva ozmotikus sokknak tettitk ki, majd kétszer egy-
mast kovetden 7 percig 20 000 g-n torténd centrifugalassal ilepitettiik a tilakoid
vezikuldkat. (LINEBERGER és STEPONKUS 1980). A masodik tisztitas el6tt a
total klorofill tartalmat 100ug/ml-re allitottuk be. Végs6 médiumként a kisér-
letek jellegétdl figgben hasznaltunk vagy 15 mM NaCl-ot, 0,5 mM MgCl,-t
és 40 uM fenazin metoszulfatot (PMS) a fény indukalta protontranszport méré-
séhez, vagy 5 mM NaCl-t és 0—200 mM szukrézt tartalmazé oldatot a fagyasz-
tasi kisérletekhez.

A levélszeletek és a tilakoid szuszpenzidk fagykarosodasanak kovetéséhez
a mintakat etanol fiirdébe helyeztiik, a hmérséklet beallitasa programozhaté
linearis hémérsékletszabéalyozéval tortént.

A levelek fagykarosodasanak fokat az elektrolitvesztés mérésével (ToTa
és mtsai 1980), a PMS kozvetitésével elgall6 fény indukalta protontranszport
valtozast GARBER és STEPONKUS szerint (GARBER és STEPONKUS 1976) hata-
roztuk meg.

A tilakoid lipidek extrakcidja, szétvalasztasa, a zsirsavak komplex lipi-
dekb6l metilészterekké torténé atészterezése, a zsirsavmetilészterek és sztero-
lok gazkromatografiaja a szokasos médon tortént. Mind a tilakoid membran
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frakciok mind pedig a kiilonb6z§ tilakoid lipidek fazisallapotanak, a fluid és
gél fazisok jelenlétének eldontésére a rontgensugar diffrakeié médszerét alkal-
maztuk (McKERSIE és mtsai 1975).

Az izolalt membranpelletet ez esetben is 5 mM NaCl-ben vettiik fel, majd
a mintat relativ nedvességtartalmanak (609,) beallitasa utan kapillarisba for-
rasztottuk. Philips 1030 tipusi kameraval dolgoztunk, a diffrakciés mintazatot
1—2 oras expozicié utan rogzitettiik a megfeleld negativon. A megvilagité
sugar hullamhosszanak, a sugarforras és a minta tavolsaganak, tovabba a min-
tazaton lathaté éles vagy diffiz gyf{irik sugaranak ismeretében a Bragg-egyen-
let segitségével kiszamithaté volt az un. szomszédos racssik tavolsag. A biolé6-
giai membranok és membranlipidek vizes diszperziéiban a fluid alkillanc elren-
dezédésre a 4.6 A-6s diffiz gyiird jellemz6, mig a kiilonboz6 rendezettségi foki
(hexagonalis, kvazihexagonalis) gél fazisok az éles 4,15 és 3,75 A-6s ,,racsal-
landéik™ alapjan ismerhetdk fel.

Eredmények és értékelésiik

Az 1. tablazatban a tilakoid membrinok legfontosabb lipidkomponen-
seinek, a neutralis galaktolipideknek (MGDG, DGDG) az anionos szulfolipidek-
nek és foszfatidil glicerolnak (SL, PG) tovabba a kis mennyiségben jelenlevd
foszfatidil kolinnak (PC) a 9-0s aranyat tiintettiik fel a fagyt{irs és fagyérzé-
keny buzafajtara, a hidegedzés el6tti és utani allapotokat dsszevetve. Ebbél
kit{inik, hogy mindkét novény az edzés eltt és utan is féleg galaktolipideket
tartalmaz tilakoidjaiban. Erdekes azonban, hogy mig a fagytiir6 MIR a hideg-
edz§dés hatasara megnoveli a DGDG mennyiségét, addig éppen ellenkezéleg,
a PEN tilakoidban edz6déskor csékken e komponens aranya. Bar kevés adat
all rendelkezésiinkre a kiilonb6z6 galaktolipidek zsirsav specieszei vizes disz-
perziéinak fluid — gél fazisatalakulasi hémérsékletét illetGen, koztudott, hogy

1. tablazat

A fagytiiré Miranovszkaja 808 (MIR) és a fagyérzékeny Penjamo 62 (PEN) buzik tilakoidjainak
lipid6sszetétele hidegedzidés elott (UH) és utan (H)

Minta - S— — - .
|

[-cpe ™ .- Tip6 SL MGDG | DGDG | TotGL
S I o ik — d
MIR UH J 5 10 10 \ 52 23 | 15
H ' 2 11 9 | 38 40 | 78
e ) , | R O EREIER SRR
> \
PEN UH ' g 8 | 8 56 26 | 82
H 6 15 13 47 18 | 65

PC: foszfatidil kolin, PG: foszfatidil glicerol, SL: szulfolipid, MGDG: monogalaktozil
diglicerid, DGDG: digalaktozil diglicerid, Tot GL: éssz. galaktolipid
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2. tablazat

A fontosabb komplex lipidek linolénsav tartalma mol 9,-ban edz6dés elétt (UH) és utan (H)
a MIR és PEN tilakoidjaiban

i 18 :3 (mol %)

Minta | e .
PC | PG | sL | MGDG DGDG
,,,,,,, : ‘ | .
| ‘
MIR UH | 27 20 | 74 | 88 7L
H | 12 15 | 4 } 88 81
- T R g |
PEN UH 25 \ 42 55 85 93
H 9%, | 35 2 | 87 79

18 : 3 = linolénsav

az ugyanazon zsirsavakkal észterezett DGDG az MGDG-nél mintegy 20 °C-al
alacsonyabb h&mérsékleten tranzicional (SHIPPLEY és mtsai 1973). Az egyes
komplex lipidek zsirsavkészletét gazkromatografiasan vizsgaltuk, a legtelitet-
lenebb alkillancu linolénsav 9 -os értékeit (a16:0,16 : 1,16:3,18 : 0,18 : 1,
18 : 2 és 18 : 3 zsirsavak teszik ki a 1009,-ot) a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.
A tablazat két érdekessége, hogy egyrészt mindkét novény galaktolipidjei
elhanyagolhaté kiilonbséggel azonos telitettségiiek, masrészt, hogy edzgdés
hatasara a két foszfolipid és a SL erételjesen csokkenti a 18 : 3 tartalmat. A
zsirsav anyagesere edz8dés kozbeni alakulasanak megértése (de novo szintézis,
transzfer, deszaturacié) tovabbi vizsgalatokat igényel.

A dolgozat korlatozott terjedelmére valé tekintettel pusztan megemlit-
jik, hogy az edzédés 0.,1.,2.,3. és 4. hetében megmértiik a tilakoidok szabad
szterol tartalmat és kifejeztiik a szterolok és a mar emlitett legfontosabb szer-
kezeti lipidek (gliko- és foszfolipidek) mdélaranyat. Egyrészt megallapithattuk,
hogy a tilakoid szabad szterol tartalma rendkiviil alacsony (1—200 szerkezeti
lipidre jut 1 szterol), masrészt azt is, hogy a két novényben enyhén és azonos
mértékben emelkedett a szterolszint az edz6dés tartama alatt.

Amint az koztudott, szamos eljaras ismeretes a membranlipid-viz szer-
kezetek (bilayer, hexagonalis I és II) tovabba az alkillincok rendezettsége
mértékének (hataresetben fluid, ill. gél), ill. a mikroviszkozitasszint hémér-
sékletfiiggésének és ebbdl a termotrép fluid — gél fazisatalakulasi hdmeérsékle-
tek értékeinek a meghatarozasara. Az n. jel6lds technikakkal, mindenekelgtt
a fluoreszkalé és spinjelolt szondak membranokba t6rténé bevitele itjan pon-
tos informaciékat szerezhetiink — ha lokalizaciéjuk kérdése tisztazott, akar
az adott membranstruktira izolaciéja nélkiil is — a jel61d mikrokornyezetének
rendezettségérdl és mikroviszkozitasarol is, st segitségiikkel a diszkrét kor-
nyezet h6mérséklet hatasara bekovetkezd valtozasai is nyomon kovethetdk.
A fluid — gél fazisatalakulasok kalorimetrias vizsgalata fontos termodinamikai
paraméterek (pl. fazisatalakulasi hd) szamitasat teszik lehetdvé. A felsorolt
médszerek egyike sem alkalmas azonban arra, hogy segitségiikkel eldontsiik,
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vajon a vizsgalni kivint hémérsékleteken az alkillincok csak fluid, csak gél
vagy esetleg fazisszeparalt allapotban vannak-e. Az altalunk hasznalt réntgen-
sugar diffrakeciés moédszer elénye éppen abban allt, hogy eldonthettiik mind
a vizsgalt tilakoid membranokrél, mind pedig a belgliik izolalt galaktolipidek,
foszfolipidek és egyéb membranalkoté lipidek vizes diszperziéirél, hogy folya-
dék-kristalyos vagy szilard-gél allapotiak-e. A médszer alkalmazhatésaganak
illusztracigjaként az 1. abran (a és b) a dipalmitoil foszfatidil kolin (DPPC)
és a f6leg telitetlen zsirsavakkal észterezett széjabab lecitin (SPC) vizes disz-
perziéinak mintazatat (20 °C) hasonlithatjuk 6ssze. A DPPC alkillancok szoba-
hémérsékleten mar kizarélag (T, = 41 °C) szilard-gél elrendezédése a 4,16 A
Bragg allandéji éles gyiird, mig a SPC még folyadék-kristalyos allapota a
4,6 A-nal centralédé diffiz gyfirii alapjan tisztan felismerhets. Az izolalt tila-

L

1. dbra. Foszfolipid-viz diszperziok rontgensugér diffrakciés mintdzatai 20 °C-on. (a: dipalmitoil
foszfatidil kolin, b: széjabab lecitin)
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3. tablazat

A rontgensugar diffrakeiés mintdzat alapjan felismerhetd fluid (F) és gél (G) fazisok eléfordu-
lasa az edz6dés kozben a MIR és a PEN intakt tilakoidjaiban. (A mintdzatokat 20 °C-on rog-
zitettiik. A réacssiktavolsagok értékeit A-ben adtuk meg)

A h;:i:?mg ' MIR Eszlelt fazisok PEN
\
0 ' F (4.60) F (4,60) G (4,16)
1 F (4,60) F (4,60) G (4,16)
2 (F (60 G (416 | F (460 G (416)
3 F (4,60) G (4,16) F (4,60) G (4,16 -+ 3,75)
4 | F (4,60) G (4,16) F (460) G (4,16 + 3,75)

4. tablazat

Lipid fazisok a teljesen edzett (1,5 °C, 4 hét) buzak tilakoidjaiban és az azokbél kivont lipidek
vizes diszperziéiban, 20 °C-on és —15 °C-on

Eszlelt fazisok
Novény Minta 20 °C —15°C
TH F (4,60) G (4,16) 'F (4,60) G (4,16)
TL |F (4.60) G (4.16) F (460) G (4.16)
MIR GL 'F (4,60 F (4.60)
GL+PL | F (460) 'F (4.60)
GLLPL+NL | F (460) G (4,16) 'F (460) G (4,16)
TH ‘ F (460) G (4164375 |F (460) G (416 + 3,75
‘ TL | F (4.60) G (4164 3.75) | F (4.60) G (4,16 + 3.15)
PEN | GL CF (4.60) F (4.60)
|  GL+PL | F (4.60) F (4.60)
| GLYPL+NL | F (460) G (416 +3,75) | F (460) G (4,16 + 3,75)

TH: tilakoid, TL: 6ssz. lipidek, GL: galaktolipidek, PL: foszfolipidek, NL: neutralis
lipidek

koid membranok 20 °C-on rogzitett mintazatai alapjan a fluid és gél fazisok
6nallé vagy egyiittes el6fordulasat az edz6dés0.,1.,2.,3.és 4. hete utan mindkét
fajtara a 3. tablazatban adtuk meg. A 3. tablazat adatait elemezve az alabbi
kovetkeztetéseket vonhatjuk le. Egyrészt, hogy minden alacsonyhmérséklet
kezelés nélkiil, a még edzetlen és igy fagytiir6képességében alig kiillonbozd két
novény koziil a késébb edzéssel télallova tehetd tilakoid lipidjei fluid, a tavaszi
fajta esetében pedig madr fluid/gél fazisszeparalt formaban vannak. Az edz6dés
elérehaladtaval — hasonléan a 29 °C-on, etiolalva nevelt bab szikleveleibdl
nyert plazmamembran frakcié éregedéséhez (McKERSIE és mtsai 1976) — a 2.
hétt6l mar mindkét fajta tilakoidjaiban féazisszeparacié talalhaté. Tovabbi
kiilonbség a fajtak kozott, hogy a PEN tilakoidban a 3. és 4. hét végén a
4,16 A-6s éles gytrin kiviil egy djabb, 3,75 A-6s gyliri is talalhaté: az irodalmi
adatok szerint valgsziniileg az un. torzult hexagonalis alkillanc-elrendezédés
eredményeként.
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A tovabbiakban az intakt tilakoidok fazisallapotdnak hémérsékletfiig-
gését vizsgaltuk edz6dés elftt és utan levé novényekbdl végezve az izolalast.
A 20°C és —15 °C kozott 5 °C-onként felvett mintazatokat kiértékelve megal-
lapithattuk, hogy a kiindulasi allapotokhoz képest (UH és H MIR és PEN,
20 °C) a hémérséklet csokkentése az emlitett hmérséklet-tartomanyban nem
eredményezett fazisatalakulast: azaz edzddés elGtt a MIR fluid a PEN fazis-
szeparalt, edz8dés utdn mindkét novény tilakoidja fazisszeparalt maradt.
Ijjabb részletek valtak érthet6vé a fazisszeparacio eredetét illet8en a tilakoid,
tilakoid total lipid, ill. az utébbibél oszlopktomatografiasan elvalasztott fosz-
fo- és galaktolipidek vizes diszperzidinak osszehasonlité vizsgalataval. A 4. tab-
lazatban feltiintetett, teljesen edzett (4. hét) MIR és PEN tilakoidjaira, illetve
— fentebb emlitett — lipidfrakcidéik vizes diszperziéinak 20 °C-on és —15°C-on
rogzitett mintazataira vonatkozéan két kivetkeztetés latszik érdekesnek. Egy-
részt, hogy mindkét fajta extrahalt tilakoid lipid-vezikulai 20 °C-on és —15 °C-
on egyarant pontosan olyan mintazatot adtak, mint az eredeti intakt tilakoid,
kovetkezésképpen a fehérje-lipid kolesénhatds nem befolyasolta alapveten a
hidroféb ov fazisallapotat. Masrészt, hogy a galakto- és foszfolipidek 6nmaguk-
ban —15 °C-ig fluidak voltak, 4m az egyéb neutralis lipidek (klorofillok,
karotenoidek, plasztokinonok, szdmos nem azonositott lipidoldékony vegyii-
let) jelenlétében a fazisok ismét szeparalédtak. A funkcionalis lipidek itt meg-
figyelt ,,rigidizal6’” hatésa elméleti szempontbél is igen érdekesnek latszik.

Hogy a bevezetében feltett kérdéseket megvilaszoljuk, 6sszehasonlitast
tettiink az edzett n6vények leveleinek programozott fagyasztasakor megfigyel-
hetd elektrolitvesztése (2. abra) és az ugyanezen levelekbdl izolalt tilakoid

100 OPEN (H)
®MIR (H)

( egész levél)

@
o

- L0 = -16°C

elektrolit vesztés :
(a teljesen fagyott %-aban)
S [o2)
o o

~N
[ ]

«2 0-2 -4-6 -8 -10-12-14-16 -18-20-22
hdmérséklet
hitési sebesség ~2.3°C/h

2. dbra. Az egész levelek elfagydsi gorbéje. A sejtkdrosoddssal ardnyos elektrolit kidramlast
vezetGképesség méréssel hatdroztuk meg
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3. dbra. A tilakoid fény indukilta protontranszport valtozasa fagyasztaskor

membranok ,,épségérdl” tajékoztato fény indukalta protontranszportals képes-
ség a fentiekkel azonos koriilmények kozott (a hGmérséklet csokkentés sebes-
sége = 2,3 °C/h, lassi felmelegités 4 °C-on, mintavétel 1—2 °C-onként)
mérhetd értékei kozott (3. abra). A 2. és a 3. abrabdl kitiinik, hogy az egész
levelek elfagyasanak (—6 °C PEN és —8 °C MIR),ill. a protontranszportalé
képesség csokkenésének (—4 — —6 °C PEN és —8 — —9 °C MIR) kezdete
fagyasztaskor lényegében egybeesik. Amig azonban a levelek fagyasgorbéje
hosszan elnyulé, —6 °C és —10 °C kozott a PEN-é, ill. —8°C és —18°C
kozott a MIR-é — egyébként azily médon leolvashaté ,.félhalalozasi”” hémér-
séklet értékei (LT,,PEN = —8 °C, MIR = —16 °C) tiikrozik a két buzafajta
valésagos, szant6foldi korilmények kozott is megfigyelhet§ fagyallosagheli
kiillonbségét — addig a tilakoid ,,tulélése” a MIR esetében sem tart tovabb
—10 °C-nal.

Osszefoglalas

A fentiekbél kitiinik, hogy protontranszportalé képességének megsziinte
alapjan — amit valéjaban inkabb a membran megrepedezése miatt az azonnali
depolarizacié eredményez — a tilakoid membran egy viszonylag sziik, és a
vartnal (1. kordbban a galaktolipidek tranziciés h6mérsékletét) joval magasabb
hémérséklet-tartomanyban karosodik. A tilakoid ilyen nagyfoku érzékenysége
in vitro, tovabba ugyanezen tilakoid mar 20 °C-on rontgensugar diffrakcidval
kimutathaté fazisszeparaciéja j6 6sszhangban vannak egymassal. A tilakoid
funkcionalis lipidjeinek a magas telitetlenségii galakto- és foszfolipidek alkil-
lancai rendezettségi fokat novel§ hatdasa 6nmagaban is rendkiviil érdekes, és
tovabbi vizsgélatokat kivan.
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Végiil megallapithatjuk, hogy bar észleltiink kisebb kiilonbséget a két-
féle, megfelelen hidegedzett biizafajta tilakoid membranjai lipidosszetételé-
ben, fazisallapotaban és egy funkciéjanak fagyérzékenységében, e kiilonhség
joval csekélyebb, mint az akar az in vive tilélés, akar az ezzel pozitiv korrela-
ciét mutaté PL tranzicidk értékei alapjan varhaté volt. Kévetkezésképpen,
ismertetett eredményeink kozvetve, de ismételten a nem fotoszintetikus memb-
ranok — igy pl. a plazmamembran — h&meérsékletadaptaciéban betsltott sze-
repének fontossagat huzzak ala.
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