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CZESC TEORETYCZNA

Fotosynteza polega na wytwarzaniu zwigzkéw organicznych
z CO, i wody kosztem energii S$wietlnej w obecnoéci barwnikow
fotosyntetycznych, co przedstawia ogolna reakcja fotosyntezy (1).
Jest to bardzo uproszczona definicja, ktora nie oddaje ztozonoSci
calego procesu fotosyntezy. W 1937 roku Robert Hill wykazat,
ze oSwietlane chloroplasty w obecno$ci odpowiednich akcepto-
row (A), np. potasu heksacyjanozelazianu (I11), powoduja rozsz-
czepienie wody przy nieobecnosci CO,, czemu towarzyszy wy-
dzielenie tlenu (2a i 2b). Zredukowaniu czterech rownowaznikow
akceptora (A) odpowiada wydzielenie jednej czasteczki tlenu (2).
Zjawisko to, nazwane reakcja Hilla, przyczynilo sie do wyjasnie-
nia roli wody jako zrodta elektronow do redukeji CO, i ostatecz-
nego potwierdzenia, ze tlen wydzielajacy sie w trakcie fotosyn-
tezy pochodzi z wody. Pod wplywem Swiatla nastepuje transport
elektronow z ulegajacej fotolizie czasteczki wody na akceptory
oraz wytwarzanie tlenu jako produktu ubocznego fotosyntezy.
Reakcja Hilla wykazuje mozliwo$¢ oddzielenia fotochemicznej
reakcji wydzielania O, od fotosyntetycznej redukeji CO, (11 2).

(1) Ogolna reakcja fotosyntezy:

$wiatlo

6 CO, + 6 H,0~""> C H,,0

6771276

+60,

(2) W obecnosci akceptora (A) chloroplasty wydzielaja O, na
Swietle:

$wiatlo

2H,0 +4A""">4A +4H +0,

(2a) 4{H,0 ™ >4H" +4e +4[OH]}
(2b) 4[OH] — 2H,0+0,

(2a+2b) 2H,0">4H +4e +0,
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

CZESC PRAKTYCZNA

Cel éwiczenia

Wykazanie, ze znajdujqce sie w roztworze wodnym izolowane chloroplasty
w obecnosci akceptora elektronéw dokonujq rozszczepienia wody i jest to proces

zalezny od swiatta.

Doswiadczenie |
Reakcja Hilla

Zasada metody

Przykladem reakcji Hilla jest redukcja 2,6-dichlorofenoloindofe-
nolu (2,6-DCIP) przez naswietlone chloroplasty. Naswietlenie za-
wiesiny chloroplastow w sSrodowisku wodnym pozbawionym CO,
i zawierajacym 2,6-DCIP (akceptor elektronéw) powoduje wy-
dzielanie si¢ tlenu, pomimo braku CO,, a 2,6-DCIP znajdujacy
sie w roztworze ulega redukcji z formy utlenionej (barwa niebie-
ska) do zredukowanej (bezbarwnej) (por. rysunek 7.1). W warun-
kach in vivo ostatecznym akceptorem elektronéw jest NADP-,
ale przeprowadzajac reakcje in vitro z wykorzystaniem izolowa-
nych chloroplastéw, mozna go zastapi¢ innymi zwiazkami, np.
2,6-DCIP. Szybko$¢ redukeji 2,6-DCIP ocenia sie kolorymetrycz-
nie, dokonujac pomiaréw absorbancji roztworu przy dtugosci fali
600 nm. Spadek absorbancji wynikajacy ze zmniejszenia stezenia
utlenionej formy 2,6-DCIP na skutek jego redukc;ji jest skorelo-
wany z intensywno$cia procesu rozszczepienia wody przez izo-
lowane chloroplasty.

Rysunek 7.1. Redukcja
2,6-dichlorofenolo-
indofenolu (2,6-DCIP)

cl Cl
20 N@OH +2H,0 — 2 HO Iﬁ—@»OH +0,
H
cl Cl

2,6-dichlorofenoloindofenol 2,6-dichlorofenoloindofenol
(forma utleniona) (forma zredukowana)
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Rozdziat VII. Reakcja Hilla [

Materiat

liscie szpinaku lub fasoli

Odczynniki

0,5 M sacharoza, roztwoér inkubacyjny zawierajacy 0,08 M KCl
10,4 M KH,PO, (pH 6,5), 0,05% 2,6-DCIP

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz, zlewka 100 cm?, cylinder miarowy 25 cm?, wldéknina
typu Miracloth, lazZnia wodna 25°C, lejek, skalpel, waga, 5 pro-
bowek, statyw na probéwki, palnik, lapa drewniana, pipety (0,1-
10 cm?), bagietka, folia aluminiowa, spektrofotometr, kuwety
spektrofotometryczne, waga laboratoryjna

Wykonanie dos$wiadczenia

1. Otrzymanie zawiesiny chloroplastow
LiScie szpinaku lub fasoli umy¢ pod biezaca woda, a na-
stepnie destylowana. W celu zwiekszenia turgoru mozna
je umieS$ci¢ na pewien czas w worku foliowym. Odwazy¢
3 g lisci, pocia¢ drobno i umiesci¢ w schtodzonym moz-
dzierzu. Homogenizowac przez 5 minut z 18 cm? schlo-
dzonego 0,5 M roztworu sacharozy. Homogenat przesa-
czy¢ przez podwdjna warstwe Miracloth. Przesacz zawiera
chloroplasty.
2. Reakcja Hilla

Umies$cic¢ w probowce 3 cm?® zawiesiny chloroplastéw i pod-
dac termicznej denaturacji, delikatnie ogrzewajac nad pal-
nikiem az do wrzenia. Nastepnie ochlodzi¢ probowke pod
biezaca woda i w razie potrzeby zawiesine przesaczyé przez
wloknine. Przygotowaé 4 probowki: jedna dla préby kon-
trolnej i trzy dla badanych, z ktérych jedna owina¢ do-
ktadnie folig aluminiowa. Do wszystkich probéwek wlaé
po 9 cm? roztworu inkubacyjnego. Nastepnie do pierw-
szej probowki (kontrola) dodaé 0,5 cm?® 0,5 M sacharo-
zy, do drugiej 0,5 cm?® zagotowanej zawiesiny chloropla-
stow, do trzeciej i czwartej (owinietych folia aluminiowa)
po 0,5 cm?® zawiesiny §wiezych chloroplastow. Do trzech
proéb badanych dodawacé kolejno po 0,1 lub 0,5 cm? 0,05%
roztworu 2,6-DCIP, energicznie zamieszaé i natychmiast
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin ||

zmierzy¢ absorbancje przy 600 nm wobec kontroli (£)).
Druga i trzecia proboéwke wystawi¢ na dzialanie zaréwki
100 W (probowki umiesci¢ w fazni wodnej w temperaturze
25°C w celu zabezpieczenia przed przegrzaniem od ciepla
emitowanego przez zarowke). Czwartg probéwke (owinietg
foliag) umie$ci¢ w ciemnoéci, zakrywajac folig rowniez od
gory. Nastepnie wykonaé¢ dwa pomiary: po 10 i 20 minu-
tach (odpowiednio t, i t, ). Przed kazdym pomiarem pro-
bowki wstrzasnac.

Tabela 7.1. Redukcja
Opracowanie wynikow 2 6-dichlorofeno-
e e, .y, . . , . loindofenolu przez
Wyniki umiesci¢ w tabeli 7.1 i wykona¢ wykres, odkladajacna  yyizolowane chloro-
osi odcietych (x) czas w minutach [min], a na osi rzednych (y)  plasty na podstawie

. e e e 1 . . . wartosci absorbancji
absorbancje A, . Wyjasnic, jaki jest zwigzek zmian absorbancji ..o ej przy dtugo-

z intensywno$cig procesu fotolizy wody. sci fali 600 nm
Material Naswietlanie Bann
£y Ly t—ty by L=ty
Chloroplasty §wieze Swiatlo
Ciemnos¢

Chloroplasty poddane | . .

. p .yp .. | Swiatlo
termicznej denaturacji
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