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QARGIDALI BITKISININ (Zea mays L.) MEZOFIL VO ORTUKTOPA
_ HUCEYROLORINDON AYRILMIS XLOROPLASTLARIN FUNKSIONAL
XUSUSIYYOTLORININ VO ULTRASTRUKTURUNUN MUQAYISOLI TODQIQI

N.X. 9LIYEVA
AMEA Molekulyar Biologiya va Biotexnologiyalar Institutu

Taqdim olunan isin asas maqsadi — qargidali (Zea mays L.) bitkisinin mezofil va ortiiktopa assimilyasiyaedici
toxumalarindan ayrilmis xloroplastlarin spektral funksional xassalarini va anatomik-morfoloji qurulugunu miqayisali
sokild> oyranmakdir.Qargidalimin  yarpaqglarinda va mezofil hiiceyralarinda xlorofilin asagi temperaturlu  (77K)
fluoressensiya spektrinda isiq toplayan kompleksi, FS I v FS Il komplekslarini xarakteriza edan 3 maksimum
moveuddur; 686 nm, 695 nm va 735 nm. Miayysn ediimisdir ki, bu maksimumlar qargidalimin ortik topa
xloroplastlarinda da vardir, lakin aqranal plastidiorin fluoressensiya spektrinda 695 nm sahada zolagin intensivliyi ¢ox
asagidir. Apardigimiz tadqiqatlarin naticalorina gora mezofil hiiceyralarindan ayrilmig xloroplastlarla miiqayisadb,
ortiiktopa hiiceyralarinds FS Il nin fotokimyavi faalligi tagriban 5 daofoya qadar asagi olmusdur. Elektron mikroskop
vasitasi ila yarpaqlarin ultrastrukturunun analizi zamant mezofil va ortiiktopa hiiceyralarinin qurulusunun bir-birindon

ahamiyyatli doracads forqlondiyi gostarilmigdir.
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Malumdur ki, Cs=bitkilar C3 bitkilorden
bir ¢ox olamatlorina gére, CO»-nin
assimilyasiyasinin yiiksak effektivliyi-
na, yiiksak biokiitlo va den mohsuldarliginin olmasi-
na, metabolik yollarm miirokkabliyina, arid veo eko-
loji cohatdan slverigsiz arazilords genis yayilma po-
tensialinin  olmasina va miirokkeb anatomik qurlu-
suna gora forqlanir. Qargidall (Zea mays L.) bitkisi-
nin yarpaglari havada olan CO,-ni fotosintezin C4
yolu ilo manimsayir vo bu zaman karbonun assimil-
yasiya prosesi iki tsiklo boliiniir. Yarpaq daxilinds
bu iki tsiklin ayrilmasi iki ixtisaslagnus fotosintetik
hiiceyrs vasitasi ilo hoyata kegirilir: 6tiiriici damar-
larin otrafinda yigcam sokilds yerlagon ortiiktopa hii-
ceyralori (OTH) va onlarin da shats olundugu mezo-
fil hiiceyrolori (MH) [1, 2]. Mezofil hiiceyralarinds
fosfoenolpiruvatkarboksilaza (FEPK) fermenti ilkin
faaliyyat gostararak, CO, qazini fosfoenolpiruvatla
(FEP) birlogdirir va dord karbonlu 2 asasli oksalase-
tat tursusu amols galir. Oksalasetat malata, yaxud as-
partata cevrilir ki, bu proses onlarin ortiiktopa hii-
ceyralarinda bag verir. Omals goloan CO: qazi Cs-
tsiklinde Rubisko tarafindan tutulur [3, 4]. Bu iki
tsiklin hiiceyra soviyyssinda ayrilmasi, Rubiskoya
CO; il daha zengin miihitds iglomak imkant verir,
fototanaffiisii mehdudlasdirir v CO» —nin fotosinte-
tik assimilyasiyasint artinr. Bu baximdan, mezofil
vo oitiik topa hiiceyralorinda fotosintez prosesinin
mexanizmlarinin aydinlagdiriimasi boyiik elmi ma-
raq kosb edir. Toqdim olunan igin asas magsadi —
qargidal yarpaglarindan ayrlmis assimilyasiyaedici
toxumalarda (MH va OTH) xloroplastlarin fotosinte-
tik pigmentlorin migdarim, xlorofilin (X1) maye azot
temperaturunda  (77K)  fluoressensiya emissiya
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spektrinin miiqayisasi, xloroplastlarin fotokimyavi
faallign vo elektron mikroskopu vasitesi ilo anato-
mik-morfoloji qurulusunu miigayisali sekilds tadqiq
etmokdir.

Material vo metodiar. Tadgiqat obyekti olaraq
taxillar fasilasindan C4 NADF-ME yarimqrupuna aid
olan qargidali (Zea mays L.) bitkisinin Zaqatala —
68 sortundan istifade olunmusdur. Tacriibalards 28
giinliik ciicartilordon istifads edilmisdir. Bitkilar tor-
paqda nazarat olunan kameralarda (fotoperiod -
14/10 saat, t - 26°C/14°C, isigin intensivliyi - 3000
liiks) yetisdirilmigdir. Assimilyasiyaedici toxumala-
rin (MH va OTH) subhiiceyrs fraksiyalarinin ayril-
masi1 Quliyev va amokdaslarinin isloyib hazirladig
metoda asasan apartimigdir [5] . Bu magsadlo 25
mM HEPES buferi (pH 7,8), 0,3 M saxaroza, 1 mM
EDTA-Na, 0,2 % BSA, 15-20 mM 2-merkaptoetanol
torkibina malik olan bufer mohlulundan (bufer A)
istifada edilmisdir.

Fotosintetik pigmentlorin miqdarnimin tayini:
Pigmentlar qargidal bitkisinin assimilyasiyaedici to-
xumalarindan (MH va OTH ) 80%-li aseton-Tris
mohlulu (80:20, pH=7,8) ilo ekstraksiya olunaraq
udma spektrlorine uygun olaraq, xlorofil a va b
663, 647 nm dalga uzunluglarinda spektrofotomet-
rik (ULTROSPEC 3300 PRO "Amersham", USA)
olgiilmigdiir.  Pigmentlorin - migdari  Sims Vo
Gammon [8] metodikasina uygun olaraq tayin
edilmigdir.

Fluoressensiya spektrinin &lgiilmasi: Xlorofi-
lin fluoressensiya (F) spektrinin dlgiilmasi maye azot
temperaturunda (77K) Hitaci-850 (Japan) fluores-
sensiya spektrofotometrindon istifads etmokla apa-
rilmisdir. Xlorofilin hayacanlanma dalgasinin uzun-



lugu 440 nm, emissiya spektri iss 650 - 800 nm
dalga uzunlugunda qgeyd edilmigdir [9].

Fotosistem I va Fotosistem II-nin faalliinin
toyini: Qargidalinin assimilyasiyaedici toxumalarin-
dan ayrilmis xloroplastlarin  fotokimyavi foallig
Klark tipli gapali platin elektrodu vasitasilo ampero-
metrik cihazda polyarografik metodla oksigenin
udulmasi va ya ayrilmasina asasan tayin olunmugdur
[8]. Fotosistem II-nin (FS II) faallign H,O—KsFe
(CN)s sisteminda, Fotosistem I-in (FS I) foallig1 isa
DXFIF-H->MV sisteminds toyin edilmisdir. 3ml-
don ibarst reaksiya ganisiginin torkibinde 80 MM
saxaroza, 10 MM NaCl, 10 MM MgCl, 30 MM tris-
HCl buferi (pH 7,4) olmusdur. Xloroplastlarin
miqdar1 100 mkq xlorofila goéra hesablanmigdir.
Xlorofilin migdar: (X1 a+b) va Xla/Xb nisbati 80 %-
li aseton ekstraktinda spektrofotometrik yolla Porra
metoduna gora tayin edilmisdir [9].

Elektron mikroskopu vasitasilo hiiceyralarin
unultrastrukturun tayini: Niimunalor 0,1M fosfat
buferinde (pH 7,4) hazirlanmis 2%-1i paraformalde-
hid, 2%-li qliitaraldehid va 0,1%-li pikrin tursusun-
dan ibarat mohlulda fiksa olunmusdur. ©n az bir
sutka hamin fiksatorda niimunaler qaldigdan sonra,
iki saat arzinda fosfat buferinds (pH 7,4) hazirlanmig
1% -li osmium tetraoksid mohlulunda postfiksasiya
edilir. Materialdan elektron mikroskopiyada qebul
olunmus iimumi protokollar ssasinda Araldit-Epon
bloklari hazirlanir (10). Bloklardan Leica EM UC7
ultramikrotomda alinmig yarimnazik (1-2um) kasik-
lar metilen abisi, azur II va asasi fiksinla va ya to-
luoidin abisi ila ranglonmis, Promo Star (Zeiss) mik-
roskopunda baxilaraq lazimi hissalerin sokillori
Canon D650 rogamli fotokameras: ilo ¢okilmisdir
(10). Eyni bloklardan alinmis 50-70 nm qalinhgli ui-
tranazik kasiklar avvalco 2%-li uranil-asetat mahlu-
lu, sonra NaOH-in 0,IN qatiliglt mahlulunda hazir-
lanmig 0,6%-1i tomiz qurgusun sitratla ronglonmis-
dir. Ultranazik kesiklar 80-120 kv gorginlik altinda
JEM-1400 transmission elektron mikroskopunda
tadqiq olunaraq elektronogrammalar ¢akilmigdir.
Tasvirin ~ morfometrik  analizi  Almaniyanin
«Olympus Soft Imaging Solutions Gmbh» sirkati
tarofinden hazirlanmig kompyuter programi (The
TEM imaging platform) vasitssilo TIF formatinda
¢okilmis elektronoqrammlarda yerins yetirilmisdir,

Naticalor vo onlarin miizakirasi. Fotosintetik
pigmentlorin biokimyavi tarkibinin analizi zamani
malum olmusdur ki, X7 a-nmin miqdar ortiiktopa
hiiceyralerinde mezofilla miiqayisads daha yiiksok
giymat almig va uygun olarag, Ortiiktopa
hiiceyralarindo - 0.36 pmol/ml, mezofilds iss - 0.201
pmol/ml tagkil etmisdir. X7 b—nin miqdart iss aksins,
ortiiktopa hiiceyralarina nisbaton mezofil hiiceyralari
xloroplastlarinda daha yiiksak qiymat almigdir.
Lakin X7 a/b nisbati qargidali bitkisinin ortiiktopa
hiiceyralorindo mezofil hiiceyralori ilo miiqayisada

yiiksok giymots malik olmusdur. Belo ki, by
komiyyat aqranal OTH-da 6.2, granal MH-ds is;
3.14 toskil etmisdir (Sakil 1). Analoji naticslar bagqa
tadqiqat iglerinde da alinmigdir [12,13].
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Sakil 1. Qargidalimn mezofil (MH) va &rtiiktopa ((")TH)
hiiceyralori xloroplastiarinda X!/ a va X/ b-nin miqdarinin
tayini.

Qargidali yarpaqlarinin mezofil ve ortiik topa hii-
ceyralorindan ayrilmig granal va aqranal xloroplast-
larin spektral xiisusiyystlori maye azot temperatu-
runda (77K) fluoressensiya metodu ils Syronilmis-
dir. Milayyan edilmisdir ki, yarpaqglarda vo mezofil
hiiceyralori xloroplastlarinda xlorofilin asag: tempe-
raturlu fluoressensiya (F) spektrinda (77K) isiq top-
layan kompleksin (ITK) va FS I va FS II kompleks-
lorinin tarkibine daxil olan 3 xlorofil formast mév-
cuddur: 686 nm, 695nm, 735 nm (Sakil 2). Askar
edilmigdir ki, qeyd edilon formalar qargidalinin 6r-
tiiktopa xloroplastlarinda da vardir, lakin agranal
plastidlerin fluoressensiya spektirindo 695 nm sahs-
da zolagin intensivliyi ¢ox asagidir. FS II xlorofil-
ziilal kompleksina aid olan bu zolagin intensivliyinin
agag1 olmas: ortiik topa assimilyasiyaedici toxumala-
rin xloroplastalarinda isiqtoplayan antenna komplek-
sinin (ITK II) anatomik qurulusunun pozulmasi kimi
izah etmak olar. Qeyd edilon zolagin miqdarinin az
olmasi ehtimal ki, qonsu tilakoidlar arasinda qarsi-
ligh tesir noqtalorinin méveudlugu ila slagadardir.
Digor ehtimala gora, fluoressensiya spektrinda
695nm sahados zolagn intensivliyinin asagi olmasini
ortiik topa xloroplastlarinda FS Il-nin isiqtoplayan
kompleksinin (ITK II) miqdariin az olmas, elaca
do FS II va FS I arasinda zsif elektron—nagliyyat
dasinmast ila izah etmok olar (Sakil 2).

Eyni zamanda, todqgiqat isindo MH va OTH
hiiceyrslorindon ayrilmig xloroplastlarda FS I vo
FS 1I nin fotokimyavi faallig1 polyarografik metodla
platin tipli qapali elektrod wvasitasilo oksigenin
ayrilmasi v ya udulmasina géra 6lgiilmiisdiir.

Aparilan  todgiqatlar  naticosinde  miiayyan
olunmugdur ki, fotosistem II-nin faalliZi mezofil
hiiceyralorinden ayrilmis xloroplastlarda 167 pmol
O2'mq™ xlorofil-s?, 6rtiiktopa hiiceyralarinda isa 34
umol Oy mq™" xlorofil's! tasgil etmisdir. Goriindilyil
kimi, mezofil hiiceyralori xloroplastlar1 ilo
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muqayisads, Ortiikktopa hiiceyrslarinde FS Il-nin
faallig1 togriban 5 dafoys gadar asagidir (Cadval 1).
Uygun naticalor diger tadgiqatlarda da alinmigdir
{2,12]. Cadvalo asasan, mezofil hiiceyralarindan
ayrilmis xloroplastlarda FS I-in faalligi 150 pmol
Ormg'  xlorofil's?,  &rtilktopa hiiceyralorin
xloroplastlarinda iss 720 pmol O;'mq’ xlorofil's’
toskil etmigdir. Alinan naticalordan gériiniir ki, FS [

mezofil hiiceyralori ila miiqayisads &rtiikktopa
hiiceyralari xloroplastlarinda daha zangindir.
btd 2%\; { 500 nm
E Sakil 3. Qarfidahh  yarpaglarimn  mezofil  hilceyralori
ros xloroplastiarimin elektron mikroskopu vasitasi il anatomik
L qurulusu.

Sokil 4-do isa qargidah bitkisinin Ortiiktopa

g ) hiiceyralarinin xloroplastlarinin elektron-
g mikroskopu qurulugu tasvir edilmigdir. Goriindilyii
:?3 kimi gargidalh bitkisinin drtitktopa xloroplastlari C4
2 bitkilerinde  oldugu kimi, tipik NADF-ME
-ﬁ strukturuna  malikdir, tilakoid membranlarinin

agranal qurulusu vardir vs nisasta denaciklari ils
zangindir. Alinmisg naticolar diger tadqiqatcilanin

islorinds do miisahids olunmugdur{16].
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Sakii 2. Qargidalinin yarpaq (-—), mezofil () va ortiik topa
(—) xloroplastlarinda xlorofilin 77 K-da fluoressensiya
spektri (xlorofilin hayacanlanma dalgasinin uzunlugu
440am).

650 8OO

Cadval 1.
Qargidalinin mezofil (MH) va ortiktopa (OTH)
hiiceyralorindan ayrilmig xloroplastlarda FS 1 va FS Il-nin
fotokimyavi faalligt (umol O2-mq”’ xlorofil-s™h

Nimunslar FS I FS I
H20—KsFe DCPIP H—
{CN)s MV
Mezofil hticeyralari 167+14,1 1504£7,6
(MH)
Ortilk topa hilceyralari 34129 720+18,8
(OTH)

Tadqiqat isinds qargidall yarpaqlarinin MH va
OTH-nin anatomik qurulusu elektron mikroskop
vasitasila analiz edilmisdir. Sakil 3—dan goriindilyii
kimi, normal soraitds yetisdirilmis yarpaglarin
mezofil hiiceyralorinin xloroplastlari yaxsi inkigaf
etmis granal qurulusa malik tilokoid membranlarina
va az migdarda nigasta donaciklarina malikdir

TR :

1 pm

. E it AN SN L
Sakil 4. Qargidah yarpaqlarinin ortitktopa
hiceyralarinin  xloroplastlarinin  elektron mikroskopu

vasitasi ila anatomik qurulusu,

193



Bizim aldigimiz ilkin naticalers, eloca da adabiy-
yat malumatlarina gora C3 va C4 ali bitkilarin xloro-
plastlari, asasan, biokimyavi torkibine, hiiceyrada
yerina yetirdiyi funksiyasma va lokalizasiyasina
gora oshamiyyatli deracads forglonan gran va stroma
lamellarinden ibaratdir. Qran lamellarinda, ssason,
FS 1I, stroma lamellorinds isa FS I va ATF-sintaza
komplekslori lokaliza olunmusdur. FS I granda
NADF-in oamalo golmasi iiglin xatti elektron
axininda FS Il ilo miigtorok funksiyasimdan basqa,
stroma lamellorinda lokalizasiya olunan FS I elekt-
ron daginmasinda miistaqil faaliyyast gostararak tsik-
lik fosforlasmani hayata kegirir (7). Mezofil xloro-
plastlarin forqli formast NADF- ME tipli C4 — bitki-
larin ortiiktopa xloroplastlarinda mévcuddur ki, bu-
rada stromada oldugu kimi FS II pigment-ziilal
kompleksinin miqdart azdir, lakin FS I — lo zon-
gindir. Ortiiktopa xloroplastlarinin ssas funksiyast
ATF-in generasiyasini hayata kegirmokdan, mezofil

xloroplastlari iss CO; — nin assimliyasiyasi iigiin
reduksiyaedici agentin formalagsmasinda asas rol
oynayir [13]. ©dabiyyat malumatlarina gors, NADF-
ME tipli birlapalilardan olan sorqo vo sakar qamis:
(Saccharum  officinarum) bitkilerinda FS II-nin
faallig1 aqranal Srtitktopa xloroplastlarinda mezofil
xloroplastlart ilo miiqayiseds 1% az olmugdur. Lakin
qargidalinin OTH xloroplastlarinda FS II-nin faallig
mezofil hiiceyrasi xloroplastiarina nisbaton 3% az
olmusdur [14,15].

Aparilan  todqiqatlar  naticosinde  qargidals
yarpaqlarinin granal mezofil va agranal Ortiiktopa
assimilyasiyaedici toxumalarindan ayrilmig
xloroplastlarin miigayisali tadqiqi zamani miiayyan
edilmisdir ki, geyd olunan subhiiceyrs fraksiyalan
fotosintetik pigmentlorin miqdarina, FS I vo FS II —
nin fotokimyovi fealligina, xlorofilin fluoressensiya
emissiyasi spektrina (77 K) va anatomik -morfoloji
strukturuna gora shomiyyatli daracads farglenirlar.
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Cpasnutensioe neeaenosanue GyNKUHOHAALHBIX 0CO0EHHOCTEN H YALTPACTPYKTYPbI
XA0PONACTOB BLUIGJEHHDBIX 113 JHCTHEB KYKYPY3bt Me30QHALHLIX M 00KIAN0UHBIX KACTOK

H.X.Anuesa

Ocnosran yenb Oanoli pabomvl ABNREMCA  CPABHUMENLHOE NIYUEHIE XTOPONTACNIOE, E6I0ENCHHbIX U3 ACCUMUNUPYIOUJIX MKAHET Me30gpui-
A4 U NAPEHYUMHON OGKIAOKYU COCYOUCMbIX NYUKO8 pacmenus KyKypy3vl. [Tokazano, umo @ Hu3xo memnepamypuowx cnexmpax ayopecyenyuu (F) npu
77K nucmves u Me30QUALHBIX KACMOK KYKYPY3bl useromes 3 smaxcusiyma 6 odaacmu 686 wat, 695 ua u 735 wa, Xapakmepusyrouue c6emocooupao-
we2o xomnnexca u koannexcog GC I u @C 11, Obrapyxceno, umo 3mu MaKCuaysbl X10poPuard Cywecmeyiont 1 & XA0pon1acmax napenxuson 0o-
KAAOKHU KyKYpY36i, GOHAKO 8 Criexmpe (ryopecenjuli GepanaibHbix NAGCHNG ocmaemcs monsko credvl nonockt 8 odaactu 695 uar. flo peaynoma-
THAM HAMUX UCCAEO08ARUII NOKA3AHO, HINO 8 KACHIKGX napexxusmoll 06x1adky omoxurveckas axmusnocns OC 11 npubnaumeavHo 8 3 paz sens-
uie, uen XT0pONAACHIbI KIEMOK Me30QuiNd. AHaaus yasmpacmpykniypel AUCIIbES ¢ NOMOU(bIO SAEKMPONHOZ0 MUKDOCKONG NOKA3AA, MO KIeMKH
Me301unna it 0BONOUKY NYUKA IHAYUMENBLHO OMAUNAIONICA Opy: om Opyea.

Kntouesvie cnosa: Zea mays, mesogpun, obxnadsa, xnoponsacm, FS 1, FS I, gnyopecyenyus

Comparative study functional features and ultrastructure of chloroplasts 1solated
from mesophyll and bundle sheath cells of the corn (zea mays [.)

N.Kh. Aliyeva

The main goal of the present work is'to comparatively analyze the spectral and functional characteristics of mesophyll (M) and bundle
sheath (BS) chioroplasts of maize. The chlorephyll fluorescence spectra (77K) in maize leaves and mesophyll cells showed the presence of three
maxima at 686, 695 and 735 nm characteristic of light-harvesting complex, PS I and PS I complexes, accordingly. It is shown that these three maxi-
ma are also present in maize bundle sheath chloroplasts. However, in the fluorescence spectrum of agranal plastids, there are almost traces of the
band at 695 nm. The research resulls revealed that the activity of PS 11 in BS cells is approximately 5 times less than in the chloroplasts of M cells.
Analysis of leaf ultrastructure by electron microscope showed that mesophyll and bundie sheath cells significantly different from each other.

Keywords: Zea mays, mesophyll, bundle sheath, chloroplasts,PSI, PSII, chioi ophyll, fluorescence
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