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Bevezetés

1. Bevezetés

A novények fontos szerepet jatszanak az emberiség €letében. Az ismert torténelem
kezdete ota az ¢lelmezésben, a ruhazkodasban és az eszkOzkészitésben egyarant
nélkiilozhetetlenek voltak a vadon taldlhatd ¢és a termesztésbe bevont tagjai a
novényvilagnak, és jelentOségiiket mind a mai napig meg is Orizték. A ndvények
helyhezkotott életmdodja megkdveteli, hogy a vegetativ és a generativ fejlodésiik soran a
lehetéségeikhez képest gyorsan ¢€s hatékony modon tudjanak a kornyezethez
alkalmazkodni. A mezdgazdasagi termelés mennyiségi és mindségi alakuldsaban fontosak
azok a koriilmények, amikben a novények fejlddnek. A kornyezeti faktorokat két nagy
csoportba tudjuk sorolni tigy, mint biotikus és abiotikus faktorok, azaz az é161ények altal és
az ¢lettelen kornyezeti hatasok altal okozott valtozasok. Dolgozatomban az abiotikus

kornyezeti faktorok koziil kettonek a vizsgalatarol szamolok be.

A hexaploid kenyérbuza (Triticum aestivum L.) az emberi élelmezés egyik alapvetd
fontossdgl gabondja. A magyarorszagi mezOgazdasagi termelésbe bevont teriiletének is a
nagy rész¢ét a buza vetésteriilete teszi ki és nem csak az emberi élelmezésben, hanem az
allati takarmanyozasban betoltott szerepe is nagy. Genetikai kapcsolatban all a mar
neolitikumban is termesztett tetraploid tonke buzaval (7. turgidum L. ssp. dicoccon) és
diploid alakorral (7. monococcum). De a tudatos domesztikacidé hatdsara megvaltozott a
szarmagassaga, levélfeliilete ¢s ami a legfontosabb a termésmennyisége és mindsége is. A
kezdeti szelekcidknak mindig az volt a célja, hogy gyors novekedési, életciklusu és nagy
terméshozammal rendelkezd novényeket hozzanak l1étre. Azonban mostanra fontossa valt a
fajtak szelekcidjdban a kornyezeti stresszhatdsokkal szembeni ellendllosag is. A globalis
klimavaltozas kovetkezménye, hogy az extrém meteorologiai események, kiilondsen az
aszaly kialakuldsanak gyakorisaga novekszik. Egyértelmii igény van olyan fajtdkra, amik a
sz¢lsOséges viszonyok kozott is nagyobb termésveszteség nélkiil termeszthetoek. A ndvény
¢letfunkcidinak jo indikatorai a fotoszintetikus folyamatok miikodési paraméterei, a
kloroplasztisz allapota, az egyes szervek fehérje tartalmai, a kiilonb6z6 hormon szintek,
bizonyos gének kifejezddése. Az Oregedési folyamatok sebessége is ad informacidt a
stressz mértékérdl €s a ndvény adaptacids és akklimatizacios folyamatairdl. Mint lathato a
kornyezeti stresszre adott reakciok nagyon Osszetett €s bonyolult €lettani és molekularis

lépések sorozata a kornyezeti jelek felfogasatol a DNS transzkripcion at a fehérjék
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megjelenéséig és végsd soron a noveény fizikai megjelenésében, vegetativ €s generativ

mukodésében.

Kisérleteinkben arra kerestiink valaszokat, hogy a szarazsag és aluminium okozta
stressz hogyan befolydsolja a glutamin szintetdz mennyiségi viszonyait, illetve az enzim
miikddését. Ez a fehérje a novény szén és nitrogén anyagcseréjében egyarant fontos
szerepet tolt be. A szervetlen nitrogén forrasok szerves molekuldkba torténd beépitésének
folyamatdban kulcsfontossagu. Ezért is volt jelentdségteljes szdmunkra, hogy a két

sz€lsdséges kornyezeti helyzetben tudjuk vizsgalni ezt a fehérjét.

A vizsgélatainkhoz tobb Triticum aestivum buzafajtit is felhasznaltunk. Ezek
rezisztencia szintje jol ismert és vannak koztiik gazdasagilag elterjedt genotipusok is. A
vizmegvonasos kisérleteket kaldszolé novényeken végeztik, mig az aluminiumos
kezeléseket fiatal, egy hetes ndvényeken torténtek. A kétféle kisérleti eljarasban kapott
eredményeket 0sszehasonlitottuk, és ez alapjan kivantuk megallapitani a glutamin szintetaz

szerepét az abiotikus kornyezeti hatasok altal kivaltott stresszfolyamatokban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 A buza

A buza az egyik legfontosabb ¢s legelterjedtebb mezdgazdasagi haszonndvény a rizs
¢s a kukorica utan. A vilag 40 orszagaban a legnagyobb teriileten termesztett gabonaféle és
az emberi populacié 35%-anak a legfontosabb élelmiszernovénye. Megtalalhaté a Foldiink
mérsékelt, mediterran, tropusi €s szubtropusi klimatikus teriiletein egyarant, mind az északi,
mind a déli féltekén is, Norvégiatol kezdve Argentindig. Azonban a legnagyobb termést
produkal6 régiok a mérsékelt éghajlati dvezetekben vannak (dél Oroszorszag, az Amerikai
Egyesiilt Allamok kozépsé teriiletei). A modern buzatermesztésben két fajt hasznalnak
kiemelkedé ardnyban: a hexaploid kenyérbuzat (Triticum aestivum L.) €és a tetraploid
durum buzat (Triticum turgidum L. ssp. durum). Jelenleg koriilbeliil 25000 genotipus
létezik, de szamuk folyamatosan novekszik (Nevo és mtsai. 2002). Az egész vildgon nagy
vetésteriilettel rendelkezik a buza és Magyarorszagon is a legfontosabb gabonaféle. Az 1.
tablazatban is jol lathatd, hogy a gabonafélék kozott a betakaritott terliletnek tobb mint
egyharmada buza volt az elmult iddszakban. Egyediil csak a kukoricat termesztik néhany

ezer hektéarral nagyobb teriileten hazankban.

A fontosabb gabonafélék termesztése és felhasznalasa (2009-)

3 Gabonafélék 6sszesen Blza
Megnevezés
2000 | 2010 [ 2011 2009 2010 2011
A termelés jellemzéi
Betakaritott terilet, hektar 2882052 2594 879 2677514 1146 456 1010731 977 844
Betakaritott 6sszes termés, tonna 13 590 362 12 261 996 13678 212 4419 163 3745190 4106 634
Termésétlag, kg/hektar 4720 4730 5110 3850 3710 4200

1. tablazat: Magyarorszag gabona- és buzatermesztési adatai a 2009-201 1-es
idointervallumban a Kézponti Statisztikai Hivatal adatai alapjan.

Forras: www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_omn001a.html (2013.03.03)

A kozonséges vagy kenyérbuza (Triticum aestivum L.) egyéves vagy atteleld egyéves
egyszikli novény a perjefélék (Poaceae) csaladjabol. Az atteleld ¢letmdd alapjan tavaszi és
Oszi vetésl, illetve jar6 blza (ezek gazdasagi jelentOsége napjainkban kicsi) fajtakat

kiilonithetiink el. Altalanosan elmondhato, hogy az szi buzafajtak nagyobb termésatlaggal
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rendelkeznek, mint a tavasziak, de a bokrosodas ¢és a viragzas indukcidjahoz hideghatas
(vernalizécio) is sziikséges. A buza a tobbi gabonaféléhez hasonloan erdteljes
mellékgyokérrendszert fejleszt. Hosszinappalos koriilmények kozott viragzik ez az északi
féltekén majust, juniust jelent. Virdgzata flizéres flizér, ahol buza esetében a fiizért
kaldsznak, a fiizérkét pedig kaldszkédnak nevezziik. Elmondhatd, hogy onmegporzasra
hajlamos viragzaskor, ugyanis a kaldszkdk kinyilasa el6tt megtorténik a portokokbol a
pollenek kiszabaduldsa és a bibe is megtermékenyithetd allapotban van mar ilyenkor. A
kifejlett novény szara Tlreges, magassaga 40-150 cm kozott valtozik az egyes
genotipusokban. A novény méretét kornyezeti hatasok €s a genetikai hattér is befolyasolja.
A Dbuzanovények terméshozamdnak két meghatiroz6 pontja a terméskotés ¢és a
szemfeltoltddés folyamata. A terméskotés soran dol el, hogy a kaldszban hany szem mag
alakul ki. A magok méretét és a tdpanyagok mennyiségi ¢s mindségi paramétereit pedig a
szemfeltoltddés szabja meg. A buza zaszlos levelének, ami a kaldszhoz legkdzelebbi levél,

kiemelkedd szerepe van a szemfeltoltddés fizioldgiai folyamataiban.

A mezOgazdasagban a buza fejlodésének jellemzésére és értékelésére 1étrehozott
skala a Zadoks skala. Ez egy decimadlis skala a gabonandvények egyes fejlodési szakaszait
sorolja be 10-10 ¢lettanilag jol jellemzett csoportba (Zadoks és mtsai. 1974). A 2.
tablazatban a kisérleteink alapjan fontosabbnak itélt fejlodési szakaszok vannak
felsorolva. Az aluminium stressz vizsgalatandl a 0-t6l a 14-dik stddiumban 1évo
csirandvényeket, a szarazsagstresszel kapcsolatos vizsgédlatokban a 45-t61 89-dik

stadiumban 1év6 novényeket hasznaltuk.

Az 0szi buza fejlodését tekintve hosszu tenyészidejli ndvénynek szamit, a szarazsag
stresszt jol viseli, a minimum csapadékigénye évi 400-500 mm, azaz jol tliri a szarazsagot,
de a termés mennyiségét ¢€s minds€gét jelentdsen befolyasolja a vizhiany. A
legmeghatarozobb ebbdl a szempontbdl a szemfeltdltddési iddszak alatti csapadék hiany
(Barnabas és mtsai. 2008). Magyarorszag a szarazfoldi mérsékelt éghajlati Gvezetben
fekszik, ennek velejardja a valtozékony iddjards, kiszamithatatlan elére, hogy mely
idészakban lehetséges aszaly. Evenként valtakozva eldfordulhat tavaszi, nyari és téli
csapadék hiany is. Emiatt fontos, hogy a nemesitésben is olyan fajtdk keriiljenek
létrehozésra, amelyek a fejlddésiik minden szakaszdban rendelkeznek a szarazsagtiirés
képességével. Azonban fontos kiemelni, hogy a végso cél mégis az, hogy egy adott fajta a
megfeleld mindségli nagyobb termés produkélasara legyen képes a legszélsOségesebb

koriilmények kozott is.
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Zadoks skdla Fejlodési stadium Zadoks skala Fejlodési stadium
Csirazas A legfelsd levélhiively fejl6dése
0 Szaraz szem (vetés) 41 Z34szl6s levél hiivelye megnyulik
3 Csirazas, duzzadas vége 43 A zaszldslevél hiivelye vastagodni kezd
5 Gyokér megjelenése 45 A zaszldslevél hiivelye megvastagodott
7 Sziklevél megjelenése 47 A hively kinyilik
10 Talajbdl valé kitorés, elsé levél megjelenése 49 A kaldsz els6 szélkadi lathatdak
Csiranovény fejl6dése A kalasz fejl6dése
11 ElsG levél kifejl6dése 50 Az elsé kalaszkak megjelenése
12 Masodik levél kifejlédése 53 A kalasz egynegyede kifejl6dott
13 Harmadik levél kifejlédése 55 A kalasz fele kifejlédott
14 Negyedik levél kifejl6dése 59 Ateljes kaldsz kifejl6dott
15 Otodik levél kifejlédése Viragzas (Anthezis)
16 Hatodik levél kifejl6dése 60 Viragzas kezdete
17 Hetedik levél kifejlédése 65 Flzérkék fele elviragzott
18 Nyolc vagy tobb levél lathatd a szar mar hosszabodik 69 Viragzas vége
Bokrosodas Tejesérés
20 Csak f6hajtas 71 A szemek vizesérés allapotaban vannak
21 F6hajtas és egy oldalhajtas 73 Korai tejesérés
22 F6hajtas és kett6 oldalhajtas 75 Tejesérés kozepe
23 F6hajtas és harom oldalhajtas 77 KésGi tejesérés
29 F6hajtas és kilenc vagy tobb oldalhajtas Viaszérés
A szar novekedése 83 Korai viaszérés
30 Szarbaindulas 85 Puha taplalészovet (lisztes-test)
31 Az els6 nddusz megjelenése 87 Kemény taplaldszovet
32 Masodik nédusz megjelenése 89 Elettani érettség
33 Harmadik nddusz megjelenése Erés
37 Zaszloslevél megjelenése 91 A szem kemény
39 Zaszloslevél gallérjanak megjelenése 95 A szemek nyugalmi allapotba keriilnek

2. téblazat: 4 gabonafélék egyes fejlddési stadiumai a Zadoks skdla szerinti besoroldsban

Zadoks és mtsai. 1974 alapjan.

2.2 Stresszfolyamatok

A stresszel kapcsolatos folyamatokat Levitt tanulmanya alapjan szeretném réviden
osszefoglalni (Levitt 1972). Altalanosan elmondhatd, hogy stressznek neveziink minden
nem specifikus valaszt egy ¢€l6lény részérdl az 6t ért kedvezdtlen, negativ ingerekre
(stresszorok). Stressz érhet barmilyen €16 szervezetet, azonban az ember vagy akar az
allatok nagy része képes aktivan elkeriilni a szdmukra kéaros koriilményeket. A névények
azonban helyhez kotott életmodjukbol adoddan erre nem képesek, nekik folyamatosan
alkalmazkodniuk kell a valtoz6 kdrnyezeti tényezOkhoz. Az alkalmazkodas molekularis,
sejt, szoveti €s szervezeti szinten is megmutatkozhat.

A stresszfolyamatokkal kapcsolatban beszélni kell néhany alapfogalomrél. Az elsé

o

ilyen a stressztlir6képesség (stressztolerancia), ez az élolény alloképességét jelenti, ami
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altal képes elviselni az 6t éré karos hatdsokat. Masik folyamat az akklimatizacio, errdl
akkor beszéliink, ha egy €161ény stressztiird képessége megnovekszik stressz hatdsara. Az
adaptacio soran pedig genetikailag alkalmazkodik az ¢él6lény a szdmara kedvezdtlen

kornyezeti koriilményekhez.

A stresszfolyamatok kapcsan ki kell emelni azokat a fobb élettani stratégidkat,
amelyek meghatarozzak, hogy egy ¢€lolény hogyan probalja atvészelni a szamara

kedvezétlen koriilményeket (zardjelben az angol szakkifejezés olvashato):
e Menekiil0 stratégia (,,escape”)
o Elkeriil0 stratégia (,,avoidance”)

e Toleral¢ stratégia (,,tolerance”)

A menekiild stratégiat alkalmazo ¢l6lények esetében a kedvezdtlen koriilmény
hatasara a lehetd leggyorsabban befejezik az életciklusukat. Ennek a stratégianak élettani
indikatora lehet a korai szarbaszokkenés, viragzas és termés érlelés, stressz indukalt korai
levéloregedés. Az elkeriild stratégia esetében a karos kornyezeti tényezd hatasat probaljak
mérsékelni, késleltetni. [lyen példaul az arteriileten €10, a gyors vizsodrasnak, elarasztasnak
kitett, novényeknél a gyors hajtdsnovekedés, a viz aramldsénak ellenallo levél és szar alak,
szarazsag stressz esetén a sztoma zarodas, levelek Osszecsukddasa. A tolerancia esetében
pedig a kornyezet hatdsainak elviselése torténik meg példaul ozmoprotektans fehérjék
termelésével, nagyobb gyokérzet, nagyobb vizhasznosito képesség. Legtobbszor az
elkeriild és tolerald stratégia nem valaszthat6 el élesen egymastol, gyakran egy él6lényen
megfigyelhetéek mindkét stratégidba illeszkedd élettani folyamatok, tulajdonsdgok (Meyre

¢s mtsai. 2001, Puijalon és mtsai. 2011).

A kedvezétlen kornyezeti hatasokat két nagy csoportba lehet sorolni ugy mint
biotikus és abiotikus stressz. A biotikus stressz alatt az €l6lények altal okozott karositd
hatast értjiik. Novények esetében ilyenek a betegséget okozd virusok, baktériumok,
gombdk, férgek, rovarok, magasabb rendii novényevo allatok, de a ndvények is hathatnak
egymasra karosan: példaul parazitizmus esetén, de ide sorolhatd az egymas arnyékolasa,
vagy a tapanyagért folyd versengés a gyokérzonaban. Az abiotikus stresszek négy nagy
csoportba sorolhatdak, ugy mint hémérséklet, ozmotikus, radidcio (besugérzas) és kémiai
stresszhatdsok. A hdmérsékleti hatasok kozé tartozik az alacsony (a fagypont kozeli, Gn.

»chilling”, és a fagypont alatti) és magas hémérséklet. Ozmotikus stresszcsoportba tartozik
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a vizhidny, arasztds €s a szalinitds, azaz soOstressz. A radidcid stressz ald az Osszes
elektromagneses sugarzas altal okozott karositd hatast soroljuk. A kémiai stresszorok pedig
a kiilonboz6 kémiai anyagok, példaul szervetlen és szerves vegyliletek (nehézfémek, fémek,
novényvédoszerek, herbicidek). Fontos kiemelni azonban, hogy ezek a hatasok a
természetben ritkan jelentkeznek 6nmagukban. Példaul aszaly esetén egyszerre van jelen a
vizhidnybol fakad6 ozmotikus stressz és a magas homérséklet és ezekhez tarsulhat erds
napfény besugarzas is. Dolgozatunkban a szarazsag stresszel és a kémiai stresszcsoportba

tartoz6 aluminium stresszel foglalkoztunk.

2.2.1 Szarazsagstressz

A szarazsagstressz az egyik legjelentdsebb abiotikus stressz. Vilagviszonylatban
elmondhat6, hogy az aszdly okozza a legnagyobb mezdgazdasagi karokat. Szamos
novényélettani folyamatot érint az iddleges vagy tartdés vizhiany. Emiatt fontos bizonyos
fiziologiai paraméterek monitorozdsa a novények szelekciojandl a mezdgazdasagi
ndvénynemesités soran, hogy a tolerdns egyedeket megtalaljak. A legfontosabb élettani
valtozasok a turgor és ebbdl kifolydlag a levélfeliilet csokkenése, a gyokérndvekedés
fokozodésa, a sztomak bezarddasa. A szdrazsag azonban nem csak a termés mennyiségét,
hanem annak mindségét is befolyasolja. Az 0ssz nitrogén tartalom, fehérje mennyiség is
csokken a szarazsag stressznek kitett novényekben. A fehérjék a legfontosabb
komponensei a gabonaszemeknek a keményitd mellett. Meghatarozzak az étkezési buza
mindségét. Elsésorban a genetikai hattér szabja meg ezt, de a kornyezeti faktorok is

jelentdsen befolyasoljak (Barnabas és mtsai. 2008).

Vizhianybol fakado stresszhatasrol akkor beszélhetiink mikor a ndvény szamara nem
all rendelkezésre megfeleld termodinamikai allapotban 1évé viz. A szdvetek és sejtek
vizhianyanak kialakuldsanak oka, hogy a novény parologtatdsa meghaladja a vizfelvételt.
A vizhidny tobb féle stressznek is eleme lehet: példaul nem csak szarazsag esetén alakul ki
hanem sostressz, vagy hidegstressz esetén is (Versalus és mtsai. 2006). Doktori
munkankban azonban csak a szarazsag okozta vizhidny hatasaival foglalkoztunk. De meg
kell emliteni, hogy a séstressz is nagyon hasonld fizioldgiai valtozasokat okoz, €s a
nitrogén anyagcser¢hez kapcsolodd enzimek mennyisége ¢s miikddése is a
szarazsagstressz alatt tapasztaltaknak megfelelden valtozik, a stresszvalaszok sok ponton

atfednek (Silveira és mtsai. 2001, Teixeria és Pereira 2007, Zhu és mtsai. 1998).
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A szarazsagtiirés mértékét nagyon nehéz meghatarozni kizarolag csak szabadfoldi
koriilmények kozott egy-egy termesztett novénynél, igy a bizanal is. Ebbdl kifolydlag a
vizhidnyra adott stresszvalaszokat olyan szantofoldi és laboratoriumi tesztvizsgalatokkal
kell értékelni, amelyek az id6jarastdl fliggetleniil elvégezhetdek, gyorsak, kevéssé
koltségesek azonban megbizhat6 eredményeket nyujtanak. A doktori munkankban ezeket a

szempontokat is szem el6tt tartottuk.

A szérazsdgstresszre adott valasz sokféle élettani paraméter valtozasaban
megnyilvanul a ndvényben. Ilyen a levélfeliillet kiterjedése, sztoma nyitottsag,
levélhémérséklet valtozas, fotoszintetikus paraméterek valtozasa, egyes hormonok
szintjének valtozasa (abszcizinsav, citokinin), vizpotencidl csdkkenés. Bizonyos
ozmoprotektdns molekuldk felhalmozodésat is megfigyelték a szérazsag stressz alatt, mint
példaul a fruktan, glicinbetain és a prolin (Goggin és Setter 2004, Gubis és mtsai. 2007). A
szarazsdghoz vald adaptiacidban nagy szerepe van a gyokérbdl érkezd szignal
molekulaknak, elsésorban az abszcizinsavnak. A novény a kornyezete vizellatottsagat a
gyokér vizzel telitettségi (turgor) allapotan keresztiil érzékeli. A sejtfal fesziilésének
csokkenése tobb foszforilacios jelatviteli utat indit be, ami végiil az ABS szintéziséhez
vezet (Ali és mtsai. 1999, Cattivelli és mtsai. 2008, Zhang ¢s mtsai. 2006). A nitrogén
anyagcsere fontosabb enzimjeire is a szarazsagnak jelentds kihatdsa van. Mind a nitrat

reduktaz, mind a glutamin szintetaz aktivitasa is megvaltozik (Azcon €s Tobar 1998).

Szeneszcencia

A szérazsdg leginkdbb szemmel lathaté hatasa, hogy a ndvény Oregedését
(szeneszcencidjat) gyorsitja. A szeneszcencia egy genetikailag szabalyozott, kiils6 €s belsd
faktorok altal meghatarozott folyamat. Ennek sordn megindul a fehérjék, lipidek,
nukleinsavak ¢és az Osszetett szénhidratok degradacidja. A leglatvanyosabb része a
szeneszcencidnak a klorofill degradacioja (Smart 1994, Buchannan-Wollaston és mtsai.
2003). Az oregedd levelekben a fotoszintézis gatlodik, Rubisco és az elektron transzport
lanc elemeinek aktivitdsa is lecsokken (Bertamini és Nedunchezhian 2002). A
fotoszintetikus folyamatok megsziinése egyértelmii 6sszefiiggésben all a kloroplasztiszok
degradélodéasaval, ennek pedig a citokinin szint csokkenése all a hatterében (Ananieva és
mtsai. 2008, Barneix 2007). A kloroplasztiszban elészor a tillakoid tlinik el, majd pedig
fotoszintetikus 1 és II rendszer fehérjéi és csak ezek utan kezdddik a klorofill és

karotinoidok lebontasa (Ghosh és mtsai. 2001).
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A gabonaszemek tidpanyag raktarozasi folyamata is korlatozodik, ugyanis a
szemfeltoltddési periodus rovidiill meg (Yang és Zhang 2005). A szemfeltdltddés az utolso
allapota a buza fejlodésének, ekkor torténik meg a magon beliil megtermékenyitett sejtek
tapanyagokkal torténd ellatasa. Ez szabja meg a mag végsd tomegét és végsd soron a
betakarithatd termés tomeget is. A szdrazsadg hatasa ekkor nyilvanul meg leginkabb. A
keményité és fehérje anyagcsere is drasztikusan lecsokkent aktivitast mutat az Ontdzott
novényekben mértekhez képest. Ennek kozvetlen oka azendospermium sejtjeinek

elégtelen szadma (Barnabas és mtsai. 2008).

A ndvényekben a tapanyagok szallitdsanak az irdnyat az un. sink-source viszonyok
hatdrozzak meg. Egy adott szerv a kialakulasa és kezdeti fejlédése esetén ,,sink”, azaz
tapanyag felhasznald, de példaul a levél, miutan elkezd fotoszintetikus folyamatokat
mikodtetni, mar ,.source” lesz, azaz mar szénhidrat szarmazékok forrasa lesz. Egy adott
szerv tehat lehet tdpanyag felhasznaldo vagy szolgaltatd és ezek a szerepek valtoznak
a novény fejlodési szakaszaiban. Azt, hogy egy adott szerv pontosan milyen erds sink vagy
source, sok tényezd befolyasolja (tapanyagok mennyisége, hormon szintek, a szerv
fejlettségi allapota), és tobb féle modellt alkottak mér. A szeneszcencia folyamata is egy
drasztikus valtozast okoz a sink-source viszonyokban (Marcelis 1996, Masclaux és mtsai.
2000). A novények oregedése tobb féle lehet, az egyszikli novényekre €s igy a blizéara is a
szekvencialis szeneszcencia a jellemzd. Ennek soran a ndvény als6 levelei hamarabb
oregednek, mint a magasabb levélemeleten 1évok. Az eloregedett levelekbdl a szerves és
szervetlen tdpanyagok ¢és a viz a fiatalabb levelekbe és a kaldszba szallitodik. A szén és
nitrogén anyagcsere termékek transzportjdban a glutamin szintetdz és az ADPgliikkoz
pirofoszforildz, mint a legfontosabb enzimek fontos szerepet jatszanak, elsOsorban az
aminosav anyagcserén keresztiil (Wiedemuth és mtsai. 2005). Az oregedési folyamatok
soran kialakuld szallitasi iranyokat minden esetben megfelelé hormonszintek szabalyozzak.
A szeneszcencia szabalyozasaban résztvevo legfontosabb hormonok a citokinin (egyszikii
novényekben a zeatin), abszcizinsav ¢és az etilén (Chandlee 2001). Az egysziki
ndvényekben a kialakuld termés képezi a legerdsebb sink-et a viragzas utani idészakban és
szempontjab6l (Kumar és mtsai. 2006). A nitrogén szerepe szorosan Osszekotodik
a fotoszintézissel és az Oregedési folyamatokkal is. Vizsgélatok kimutattak, hogy ha jo
a nitrogén ellatottsag a talajokban, az dregedési folyamatok késleltetddnek (Barneix 2007).

Azonban azt is kimutattdk, hogy megemelt széndioxid koncentracié esetén (650 ppm) az
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oregedési folyamatok gyorsulnak. Feltételezhetd, hogy a szénanyagcsere a f6 szabalyozoja
a szemfeltoltddésnek €s a szénvaz mennyisége szabalyozza a nitrogén anyagcsere enzimeit
is (Fangmeier és mtsai. 2000). A levél 6regedése a levélfejlédés utolsd szakasza. Elettani,
biokémiai, morfologiai és ultrastrukturalis valtozasok sorozata kovethetd nyomon a névény
levélszoveteiben, sejtjeiben ¢és  sejtorganellumaiban. Az Oregedés gyorsuldsaval
parhuzamosan azonban nem csokken a tapanyag transzport, hanem éppen gyorsul a
levelekbdl a magok irdnydba (Barnabds ¢és mtsai. 2008). A levelek z6lden maradasa (stay
green) allapota nem mindig egyértelmli mutatdja egy genotipus szarazsag tlirésének, de
mindenképpen elmondhatd, hogy a szarazsdg tiré fajtak rendelkeznek ezzel a
tulajdonsaggal. A levél asszimildcios allapotban maradasa a viragzads utan pozitiv

korrelaciot mutat a nitrogén felvétellel €s relokalizacioval (Foulkes és mtsai. 2007).

Rubisco szerepe a levéloregedésben

A Rubisco (ribuloz-1,5-bifoszfat-karboxilaz/oxigenaz, EC 4.1.1.39) a C3-as
fotoszintézist folytaté ndvényekben a legnagyobb mennyiségben megtalalhatd fehérje. Az
Osszfehérje tartalom 60-70%-at is kiteheti. A ndvényben talalhaté nitrogén legnagyobb
része itt talalhato, buza esetében ez 20% (Evans 1989, Makino és Osmond 1991). Az ilyen
tipusu fotoszintézist folytatd novényekben a nitrogén anyagcsere szempontjabol
kiemelkedd jelentdsége van a fotorespiracionak. A fotoszintézis egyik dontd 1épése a CO,
fixalasa, amely a fény—szakasz sordn termelt redukald agensekkel €és energidval torténik
azaltal, hogy a ribuloz-bifoszfat karboxilalodik. Az enzimnek azonban, mint nevébdl is
latszik, oxigenaz aktivitasa is van. A CO, és az O, az enzim kompetitiv szubsztratjai, igy a
két reakcidé aranyat az enzimet tartalmaz6é kompartmentben (kloroplasztisz) talalhatd
szubsztratok mennyisége szabja meg. A ndvények szdmadara az oxigendz aktivitas karos,
mert a keletkezd egyik termék, a foszfogliikkonat, a szubsztrathoz képest oxidaltabb
allapotu. Ezt a vegyliletet csak bonyolult (szdmos enzim fenntartasa, tobb sejtorganellum
egymashoz kozeli elhelyezése) és energiaigényes folyamatok utjan képes visszajuttatni a
CO, megkotés ciklusdba. A szénvaz visszajuttatasara kialakult ciklusban (glikolat-kor),
melynek [épései hiarom kiilonb6zd kompartmentben (kloroplasztisz, mitokondrium,
peroxiszoma) zajlanak le, ATP és NADH felhasznalasa mellett CO, és NH," szabadul fel.
A keletkez6 ammonium a kloroplasztiszban miikodé GS/GOGAT uton keresztiil képes
reasszimiladlodni. Az ammoénia minél hamarabbi megkotése azért fontos, mert mint gaz

halmazallapoti molekula kdnnyen képes kidiffundalni a sejtbdl és ez komoly veszteséget

14



Irodalmi attekintés

jelent, de az ammonia toxikus hatasait sem szabad figyelmen kiviil hagyni (Portis és Parry

2007).

A Rubisco mint a legnagyobb mennyiségben eldforduldo fehérje a ndvényi
fotoszintetizalo sejtekben, nemcsak az altala katalizalt reakcié miatt fontos, hanem mint
nitrogén raktar is. Az Oregedési folyamatokban a nitrogén transzportja meghataroz6 a
novény termésérlelésének szempontjabol. A viragzas utani nitrogén felvétel és transzportja
pozitivan korrelal a szarazsag alatt a betakarithat6 termés mennyiségével (Foulkes és mtsai.
2007). Ezért fontos figyelemmel kdvetni a Rubisco mennyiségi valtozasait a ndvény egyes
részeiben. Az 6regedd levelekben a lebontasa tigynevezett RCB (Rubisco-containing body)
sejtszervecskékben torténik meg, amiben a citoszolikus GS1 izoenzim is jelen van. A

crer

(Chiba és mtsai. 2003).

2.2.2 Aluminiumstressz

Az aluminium a Fo6ldon a legnagyobb mennyiségben megtalalhato fém (Delhaize és
Ryan 1995). A talaj szervetlen részének meghatarozé hanyadat alkoté fémhidroxidként
amorf kolloid formaban vannak jelen neutralis vagy gyengén savas kémhatéas esetében. A
talaj szervetlen alkotdi kozott jelentds aranyban szerepelnek az Al-szilikatok is, amelyek
vizben valé oldédaskor Al-hidroxidda alakulnak, valamint AI’" is keriil a talajoldatba.
Semleges vagy lugos kémhatds mellett ezeknek a szilikdtoknak az oldhatésdga igen
alacsony, igy az Al-hidroxidok és az Al-ionok talajoldatbeli koncentracioja nem jelentds.
Azonban ha a talaj kémhatdsa pH=5-re vagy az ald csokken, akkor rohamosan megné

ezeknek a vegyiileteknek a mennyisége.

Az aluminiumion és az Al-hidroxidok kiilonboz6 mértékben lehetnek toxikusak a
novényekre, de mindenképpen elmondhat6, hogy jelenlétilk minden esetben gatolja az arra
érzékeny novények novekedését és fejlodését. A talaj savasoddsanak tobb oka is lehet. A
sok csapadék vagy ontozés hatasara végbemend kiligozodas (CaCOs kimosodasa) okozhat
pH csokkenést, de ebben az esetben a talaj puffereld képessége is csokken, ami tovabb
fokozhatja a talaj savanyodasat. A kén- és nitrogénoxidok nedves ¢és szaraz iilepedése (pl.
savas esOk) is a talaj pH-janak csokkenését okozzak. A talaj alapkdzetének kémiai

tulajdonsagai is befolyasoljak annak kémhatésat, valamint lehetséges aluminium tartalmat.
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1. abra: Magyarorszag talajainak kémhatas szerinti megoszldsa.

Forras: http://mta-taki.hu/hu/node/756 (2013.05.12)

A Fo6ld mezdgazdasagi miivelés alatt 4llo teriileteinek jelentds részét érinti az
elsavanyoddas, és ez altal az aluminium stressz. Elsdsorban a tropusi éghajlaton fekvo
orszagok érintettek ilyen szempontbol. A vildgon a szant6foldek koriilbeliil 50%-a, mig
Magyarorszagon a mezdgazdasagba bevont terliletek koriilbeliil 25%-a savanyu talaj.
Hazankban elsésorban a dél-dunantili mez6gazdasagi valamint az Eszaki-kozéphegység és
a Tisza egyes vizrendszereihez tartozo teriiletek savas kémhatdsuak, emiatt ezeken a
terlileteken problémat jelent a mindségi buzatermelés. A savas kémhatds f6 oka
természetesen a savanyu erdétalajokbol szarmaztathatod, azonban gyengén savanyu talajok

mar a mezégazdasagba bevont teriileteken is el6fordulnak. (1. abra)
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2. &bra: A mononukledris Al(IIl) formdk relativ aktivitasai, ha polinukledris formdk és

OH- ionokon kiviil mas ligand nincs jelen (Parker és mtsai. 1989).

A rizoszféra savanyodasa, és a velejaro A’ felszabadulds az egyik legjelentdsebb
stressz faktor a novények szamara (Kiss 1989). Ezt a hatast képesek ellenstilyozni mas
kétértékti fémionok, példaul a Mg*". In vitro koriilmények kozott sikeriilt bizonyitani a
magnéziumion protektiv hatisat (Kinraide és Parker 1987, Kiss 1989). Tehat megfeleld
miitragyazassal megdvhatoak a novények az aluminium kéros hatdsaitdl, azonban a
helytelen miitragyazéas problémaékat is okozhat, ugyanis vannak olyan vegyiiletek melyek
elsavasithatjak a talajoldatot. Aluminium stressz hatasara az adott terlileten az aluminiumra
érzékeny novények novekedése gatlodik, ezaltal kisebb lesz a termés mennyiség, valamint

annak mindsége is romlik.

Az Al vizes oldatban két f6 formaban fordulhat el6: aluminiumion és aluminium-
hidroxidok, de az Al-hidroxidok tobbféle formaban is jelen lehetnek. Ezek mennyiségét s

megoszlasat elsésorban a talajoldat kémhatésa szabja meg. (2. abra)

Jol lathato, hogy az aluminiumion relativ aktivitisa pH=5 alatt magas. Fontos
figyelembe venni, hogy az egyes formak kozotti atalakulds sebessége (elsdsorban a

polimerizacio) napokban vagy hetekben mérhetd, az egyéb tényezoktol fiiggden (példaul

talajhOmérséklet).
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Az oldott Al-hidroxid formak alapvetéen két csoportra oszthatok, mégpedig
mononuklearis (egy kozponti A’ koéré épiils komplexek) és polinuklearis (tobb
aluminiumion koriil kialakulé komplexek) formak. A mononuklearis formak a stabilabbak,

ha az oldatbeli AI(III) koncentracio és az oldat pH-ja kozt fennall, hogy
[AP)/[H1<10%®.

Vagyis nagyobb toménységii Al oldatokat a polinukledris formak megjelenésének
veszélye nélkiil csak nagyon alacsony pH-n lehet késziteni (Kinraide és Parker 1987).

rrrrrr

készitési koriilményei, tarolasa és és az készités oOta eltelt id6 (Parker és mtsai. 1989).

A mononukledris formak fitotoxicitasara vonatkozé adatok gyakran ellentmonddak,
azonban ezek az ellentmondasok eltlinnek, ha a kisérleti koriilményeket a fenti tényezok
fiiggvényében vizsgaljuk. Ugyanis a mononuklearis formak bizonyos koncentracion és
pH-n atalakulnak polinuklearis formakka. Ennek tiikrében gy tiinik, hogy az egyszikiiek
szamara az Al a toxikusabb, mig a kétszikiiekre a mononuklearis hidroxid komplexek

fejtenek ki erésebb toxikus hatést (Kinraide és Parker 1987 és 1990).

A polinuklearis formak koziil kiemelkedd jelentdséggel bir az un. Al
(AIO4Al 5 (OH)24(H,0)1,""). Ennek fitotoxicitasa nagysagrendekkel meghaladja barmely
mononukledris formaét (Kinraide 1990). Az Al(III) mas ligandokkal alkotott komplexei
nem toxikusak, ezen komplexek koziil leggyakoribbak a szulfat- és fluoridkomplexek
(Parker és mtsai. 1988), valamint egyes szerves savakkal (citrat, malat, oxalat) alkotott

komplexek (Bartlett és Riego 1972, Ma és mtsai. 1998).

A talajbol felszabaduld aluminiumra a legérzékenyebb ndvényi szerv a gyokér,
azonbelill is a gyokércsiics. Az aluminium hatasara elészor a gyokérndvekedés lelassul
vagy leall, nagyobb aluminium koncentracié esetén pedig a gyokércsucs elhal, ennek oka,

hogy az aluminium gatolja a gyokércsticsban 1évo sejtek osztodasat.

Hosszabb Al-kezelésnek kitett novényekben mas elemek hianya (Ca, Mg, P)
indukalédik (Chang és mtsai. 1998). Ennek feltételezett oka, hogy a plazmalemménak
fokozza a rigiditasat az aluminium (Kiss 1989), emiatt pedig megvaltozik a plazmalemma
permeabilitasa, és gatlodik maés ionok (Ca®’, Mg™") felvétele is, ezért okozhatja az

aluminium bizonyos fontos tapelemek hianyat.
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A sejtfalban, a plazmamembranban és a citoszolban is lehetnek aluminiumra
érzékeny fehérjék (kalloz-szintaz, H -ATP-az), melyek miikodése gatlodhat, ha aluminium
kotédik hozzdjuk (Kochian és mtsai. 2005). Ezen kiviill megvaltoztathatja a fehérjék
megvaltoztatni, valamint képes kotddni a DNS-hez is, amibe beépiilve a transzkripcio ido

eldtti terminacidjat okozhatja.

Tehat elmondhat6, hogy az aluminium elsdsorban a gyokérre €s a plazmamembranra
gyakorolt hatdsa miatt jelentds anyagcserezavarokat okoz a ndvényekben. Ennek

morfologiai megnyilvanuldsa a gyenge, satnya hajtas, sodrddott levelek, valamint a

cre

A novények az A" karos hatasait tobbféle mechanizmus utjan igyekeznek elkeriilni.
Valoészintinek latszik, hogy ezen mechanizmusok jelentdsége novényfajonként (adott
esetben fajtanként) eltérd, és nem létezik egyetlen univerzalis mechanizmus a ndvény
vilagban. Az is nyilvanvald, hogy egyetlen ndvényben is tobb mechanizmus miikodik
egyiitt tobbé-kevésbé parhuzamosan, pl. a jelenlévé Al*" mennyiségétol fiiggden (Taylor

1991). Ezek feltehetdleg kiilonbozd gének szabalyozasa alatt allnak (Pellet és mtsai. 1997).

A novények tolerancia mechanizmusai két f6 csoportba oszthatok: vannak, amelyek

az aluminiumot a szimplaszton kiviil tartjak (kizaras), és vannak amelyek detoxifikaljak azt.

A kizarasi mechanizmusok k6z¢ tartozik a sejtfalban torténd immobilizacio (kicsapas
¢s beépités a falanyagba), a plazmalemma aluminiummal szembeni permeabilitasanak
csokkentése (ioncsatorndk szelektivitdsanak ndvelése), aktiv Al-efflux, pH-barrier
indukaldsa a rizoszférdban (AI’" oldékonysaganak csokkentése a gydkér kozvetlen

kornyezetében), foszfat exudacio (A’ kicsapasa) (Pellet és mtsai. 1997).

A sejten beliili detoxifikacionak is tobb mddja lehetséges. Példaul a citoplazmaba
bejutott aluminium komplexalasa (szerves savak, fehérjék, egyéb szerves ligandok) altal
(Ma ¢és mtsai. 1998), de a detoxifikalas torténhet a sejten kiviil is a komplexképzdk
kimutattak, hogy az Al-rezisztens genotipusu egyedek malat termelése fokozottabb (Basu
¢s mtsai. 1994). A szerves komplexképzd vegyiiletekkel kapcsolatban meg kell emliteni a
fitoextrakciot. A talajban taldlhatdé veszélyes fémionok ndvények altali eltavolitasat

nevezik fitoextracionak. Az eljardsok soran felfedezték, hogy a komplexképzd vegytiletek
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hatékonyabba teszik ezt a folyamatot. A mesterséges vegyliletek koziil a nitrilo-triecetsavat
(NTA) és az etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) nagyon hatékonynak talaltak (Quartacci
¢s mtsai. 2005 ¢és 2007). Ezenkiviil a tolerancia tovabbi lehetdségei: az aluminium
kompartmentalizalasa a vakuolumba, Al-tolerans enzimek evolucidja, termelése, vagy az

érzékeny enzimaktivitas fokozasa.

M¢ég megfigyelhetd egy harmadik tipusi védekezési forma is, ez az aluminium
akkumulacio, de ezt eddig csak két faj esetében vizsgaltak részletesebben. A tea (Camellia
sinensis L.) és a hajdina (Fagopyrum esculentum Moench L.) is a levelében akkumulalja az
aluminiumot. Hajdinanal ismert az AI’" utja a gyokérbél a levelekbe. Elészor is
csatornafehérjéken keresztiil jut at a plazmalemman, majd a koncentracié gradienst
kovetve jut el célhelyéig, ahol az oxalsav komplexalja, mint korabban mar emlitettem ez a
komplex egyaltalan nem toxikus. Azonban az oxalsav nem keriilhet a xilémbe, mivel
kicsapna az ott jelenlévd kalciumot, ezért ott a citromsav képez komplexet az
aluminiummal. A célszervben azonban ismételten az oxalsav komplexalja az AI’*-t (Ma és
mtsai. 1998). Ismeretes még a hortenzidk (Hydrangea sp.) viragszinének ¢€s annak
aluminium tartalma kozotti kapcesolat is, tehat ez a ndvény csoport is képes aluminium
felhalmozésra, anélkiil, hogy kozben karosodna. Jol megfigyelhetd, hogy mint a legtobb
stresszreakcional, itt is a védekezési folyamatok miikddtetése meglehetésen energia

igényes.

Az aluminiumnak azonban nem csak kifejezetten negativ hatésait irtak le. Allati
szervezetekben kimutattdk mdar az aluminium enzimaktivalo hatasat acetil-kolinészteraz
esetében. Ennél az enzimnél a y-periferialis lancok megvaltoztatasaval érte el az Al az

aktivalo hatast (Zatta és mtsai. 1994), tehat nem specidlis helyre kotott be az aluminium,

crer

cre

puM) aluminium-klorid kezelés hatasara kavé ndvények (Coffea arabica) sejtszuszpenzios

kultarajaban (Arroyo-Serralta és mtsai. 2005).

Aluminium komplexek hatdsa a glutamin szintetdzra (GS) nagyon eltérd lehet.
Korabbi vizsgalatok ramutattak, hogy az aluminium komplexek lehetnek semlegesek a GS
szempontjabol, azaz se nem aktivaljak, se nem gatoljak azt. A GS szempontjabol neutralis
aluminiumot komplexal6é anyagok, példaul a citrat és a malonat. Egyes Al-komplexek

azonban aktivaljadk a GS-t, ilyen példaul a szintetikus NTA-val létrejott AI(IIHNTA
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komplex. Ebben az esetekben kimutattak azt is, hogy az A’ nem kompetitora a Mg**-nak,

mivel a magnéziumra is sziikkség van az aktivitds megmaraddsdhoz (Kertész és mtsai.

2002).

2.3 A novények szén és nitrogén anyagcseréjének kapcsolata

A novények biomassza termelését, produktivitidsat és termés mennyiségét jelentds
mértékben meghatdrozza a szervetlen nitrogén szerves szénlancokhoz vald kotése. Ebben
az anyagcsere folyamatban a legfontosabbak a kovetkezd enzimek: glutamin szintetdz
(GS), glutamat szintetaz (GOGAT), glutamat dehidrogenaz (GDH), aszpartat
aminotranszferdz (AspAT) és az aszparagin szintetdz (AS). A legfontosabb reakcidutak a
3. abran lathatdéak. Néhany mondatban a szén-nitrogén metabolizmus enzimeit szeretném

bemutatni.

Nitrogén forrasok

N, Aszparagin  Floém transzport
NH; — NH, Glutamat
.
NOs \
/—ém AS

Aminosavak «—> Glutamat Glutamin
Fehérje szintézis GOGAT
és lebontas

Fehérjék Glutamat 2-Oxoglutarat «—> citromsavciklus

(szén metabolizmus)
\@%
NH,

3. &bra: A szén és nitrogén anyagcserében fontos enzimatikus utvonalak. GS: glutamin
szintetaz, AS aszparagin szintetaz, GOGAT: glutamat szintaz, GDH: glutamat

dehidrogenaz

(Miflin és Habash 2002 alapjan,).
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A szervetlen nitrogén forras szénvazhoz kotését a késdbbiekben részletesen
bemutatasra keriil glutamin szintetdz végzi. A glutamat szintetdz az aminosavak ¢€s a szén
anyagcsere kapcsolatat szabalyozza a 2-oxoglutaraton ¢és a glutamaton keresztiil. A 2-
oxoglutarat a citromsavciklus egyik fontos koztes terméke és igy tud Osszekapcsolodni a
GOGAT-on keresztiil a szén ¢€s nitrogén anyagcsere. A glutamat dehidrogenaz (GDH)
szerepe nagyon fontos a szerves nitrogénformakbdl térténd ammonia felszabaditasaban.
Ennek az enzimnek kiemelkedd szerepe van a szdvetek alacsony C/N ardnyanak
kialakuladsdban, ami elsésorban a szemfeltoltddés ¢és a levelek szeneszcencidja soran
torténik meg. Az aszpartat aminotranszferaz is a szén-nitrogén anyagcserét kapcsolja dssze
azaltal, hogy az aszpartaton 1évé amino csoportot viszi at keto-glutaratra és igy oxaloacetat
¢és glutamat keletkezik. Az aszparagin szintetaz (AS) pedig a ndvény altal a floémen
keresztiil konnyen transzportalhaté aszparaginra viszi 4t az aminocsoportot. Ez az

enzimrendszer a talaj nitrogén ellatottsagara reagal.

Magas nitrat koncentracio mellett a GS, GDH és nitrat reduktaz (az abran nincs
feltiintetve, de a nitratot alakitja & ammoniava) aktivitas is novekszik a gyokérben, bliza
novényekben (Bahrman és mtsai. 2005). De kétszikli novények koziil a paradicsomban is a
magas nitrat tartalom mellett detektaltdk a GS és a GDH mennyiségének ndvekedését
(Scarpeci és mtsai. 2007). A levéloregedési folyamatokban a nitrogén mobilizaciéjaban
kimutattdk az AS szerepét, a szenszcencia soran megemelkedik az aszparagin szintaz
aktivitasa €s a glutamin szintjével egyiitt az aszparagin mennyisége is novekszik (Herrera-

Rodrigez ¢és mtsai. 2005).

A novényekben ezek az enzimek a levélben fényszabalyzas alatt allnak. A GS és
GOGAT génexpressziojat pozitivan, mig az AS és GDH génkifejez6désére negativan
befolyasolja a fény a fitokrom fotoreceptorokon keresztiil. Metabolit szabalyzast is
felfedeztek ebben a rendszerben. A szachar6z szint emelésével ugyanazt tapasztaltdk, mint
a fényszabalyzds esetében, ez alapjan feltételezik, hogy a fotoszintetikus aktivitds is
meghatdroz6 a nitrogén anyagcsere szabalyzasaban. A sejten beliili C/N aranyt is
meghatarozonak talaltak a génkifejezodések szempontjabol. Ezek is azt mutatjak, hogy a
szén ¢és nitrogén transzport nem csak kinetikai €s szubsztrat/termék kapcsolataiban, hanem
szabalyozasaban is kapcsolatban all (Lam és mtsai. 1996, Miflin és Habash 2002). Ezeken
kivil még a glutamat szintjét is meghatarozonak talaltdk a nitrogén anyagcsere
sebességében. Pozitiv korrelacid van a szénvaz és a nitrogén asszimilacié kozott (Foyer és

mtsai. 2003). Erdemes megemliteni a nitrogén és szén anyagcsere kapcsan azt is, hogy
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Zheng-xun ¢és munkatarsai leirtdk, hogy rizsben a glutamin szintetaz aktivitasbeli eltérései
meghataroztdk a szemtermés f6zési €s emészthetdségi mindségét (Zheng-xun és mtsai.

2007).

2.4 Glutamin szintetaz

Elmondhat6, hogy a nitrogén anyagcsere a mez6gazdasagi termelés szempontjabol a
legmeghatarozobb, ugyanis a fotoszintézis, az aminosav €s fehérje bioszintézisen keresztiil
befolyasolja a termés mennyiségek alakuldsat (Lawlor 2002). A virdgzads és a
szemfeltdltddési iddszak alatti nitrogén ellatottsag pedig szintén a biztosabb terméshozam
mutatdja (Barbottin és mtsai. 2005). Az altalunk vizsgalt enzim, a glutamin szintetdz, a
nitrogén metabolizmus egyik kulcsenzime, mely nem csupan névényekben fordul eld,
hanem megtaldlhatd6 a gombaknal, az allatvilagban, s6t — bar kiss¢ mds formdban — a
prokariotak csoportjaiban is. Az enzim EC (Enzyme Commission number) szdma 6.3.1.2,
ami azt jeloli, hogy az olyan tipusu ligdzok csoportjaba tartoz6 enzim, ami a nitrogén-szén
kotés oldasaért és/vagy létrehozasaért felelds. Az altala katalizalt reakcioban ATP
felhasznaldsaval magnéziumion jelenlétében ammonum-iont kot glutamathoz és ennek

eredményeképpen glutamin, ADP és egy P; keletkezik.

A GS-nek tobb fontos szerepe is van a novények életében: egyik feladata a felvett
nitrogén, ami altalaban nitrat, amit a ndvény a nitrit- és nitrat-reduktaz segitségével redukal
ammoniava, beépitése szerves vegyiiletekbe (glutamin), masik pedig a fotorespiracio és
egyéb fehérje degradacidval jard folyamatok (6regedési folyamatok, stressz folyamatok)
soran keletkezd NHy4  reasszimilacioja. A két szerep jelentdsége faj- és fejlédési allapot
fiiggvénye. Ugyanis az intenziven fotoszintetizald C; tipusii ndvényekben a fotorespiraciod
soran felszabadul6 ammoénia mennyisége elérheti az elsddleges nitrogén-asszimilaciobol
szarmazonak akdr a 20-szorosat is (Canvin 1990). A GS-nek ezeken kiviil az oregedési
(szeneszcencia) folyamatok sordn végbemend nitrogén retranszlokdcidban is fontos
szerepe van. A novény Oregedd szerveibdl képes kimenteni a mar beépitett anyagokat.
A GS segitségével hozzaférhetévé valik a redukalt allapot nitrogén, amelynek
redukciojdhoz a ndvény sok energiat hasznalt fel, igy viszont sok energiat tud
megtakaritani. A fehérjéket protedzok bontjak le, a felszabadulo, a sejtre egyébként toxikus
hatassal 1évé ammoniumiont pedig a GS viszi be a glutaminba, amelynek igy detoxikalo
szerepe is van. A keletkezett glutamin ezutan Gjboli felhasznalasi helyére szallitodik, ahol

mas aminosavak, majd pedig fehérjék felépitésére forditddik.
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Lathato, hogy a glutamin szintetdz mennyire szerteagazdan vesz részt az egyes
¢lettani folyamatokban, ezért vizsgélata, allapotanak és aktivitdsanak meghatarozasa segit
vizsgélni a ndvényben lezajlo folyamatokat. A GS aktivitdsanak meghatarozasaval nyomon
kovethetd, hogy egy adott stresszhelyzetre, hogyan reagdl a ndvény, milyen tulélési
stratégiat valaszt. Tovabba mukodésének (aktivalodas, inaktivalodas) megértése valaszt

adhat arra, miképpen reagél a ndvény a kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra.

A korabban emlitett fiziologias reakciokon tul a GS katalizal még két masik in vitro

lejatszodo reakcidt is, ahol nem az ammonia az enzim szubsztratja hanem a hidroxilamin:

Szintetaz reakcio:
NH,OH + L-glutamat + ATP —Moor > y-glutamil-monohidroxamat + ADP + P;
Transzferdz reakcio:

NH,O0H + glutamin + ATP  Ner, ADP’Pi' v-glutamil-monohidroxamat + NHj

A transzferaz reakcio fiziologiai jelentdsége nem ismeretes, igy a révén nyert
aktivitdsbecslés fenntartdssal kezelendd. A szintetdz reakcid viszont felfoghatd a
fiziologias reakcid olyan esetének, amikor az ammoniat hidroxilaminnal helyettesitjiik, és
igy az enzim valodi aktivitdsat tudjuk mérni, ha detektdlni tudjuk a y-glutamil-

monohidroxamat mennyiségét (Lea 1985, Layzell 1990).

A prokaridta GS mind szekvencidlisan, mind pedig masod- és harmadlagos ¢és
negyedleges szerkezet tekintetében jol ismert, tisztaztdk az aktiv centrum finomszerkezetét,
valamint pontos miikddését (Eisenberg és mtsai. 2000). Ismerjiik a haromdimenzids
szerkezetét is (4. abra). Azonban a kiilonb6z6 GS-ok gén szekvencia adatai azt mutatjak,
hogy az enzim kulcsfontossagu részei (pl. az aktiv centrum) evoltcidosan igen nagyfoku
konzervaltsagot mutat. Az eukariota és a prokaridta GS kozott a legnagyobb a kiilonbség,
ez foképp abban nyilvanul meg, hogy a prokariota GS hosszabb mintegy szaz aminosavval.
Ennek oka, hogy a prokariota GS adenilaci6 altal is szabalyzdodik, és az adenilacioért

felelds szakaszok a C-terminalis végen talalhatok, ez a rész az eukaridta GS-bdl hianyzik.
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a)

4. abra: A prokariota glutamin szintetdz holoenzim harom dimenziés abrazoldsa a Jmol
webes alkalmazassal. Az egyes alegységek kiilon szinnel vannak megjelolve.
a) feliilnézet, b) oldalnézet
Forras:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/imol.do?structureld=2GLS &opt=3 &bionumber=1
(2013.05. 11)

Az eukariota GS nyolc alegységbdl épiil fel (a prokaridta tizenkettd alegységbdl all),
ezek az alegységek négy-négy alegységbdl allo gytriit alkotnak, ezek a gyliriilk egymadsra
fekszenek a holoenzimben. A teljes enzim nyolc aktiv centrumot tartalmaz, bar ez még ma
is vitak targyat képezi, mivel gyakorlatilag nem lenne lehetséges térkitoltési szempontok
miatt. A gytrik ¢és az alegységek Osszetartasdban hidrogénkdotések, hidrofob
kolcsonhatasok, valamint bivalens kationok jatszanak szerepet. Az eukaridta GS
holoenzim molekula témege 372 kDa (patkany maj GS) és 520 kDa (borsé GS) kozott

mozog az eddig vizsgalt él6lényekben (Eisenberg és mtsai. 2000).

Mivel az aktiv centrum szekvenciaja és szerkezete konzervalt az élovilagban, ezt az
informaciot az eukariota enzimekre is érvényesnek fogadhatjuk el. Minden aktiv centrum
kozéppontjaban két bivalens kation kotOhely talalhatd, nl és n2. Az nl helyre kotédd
fémion az alegységek Osszetartasaért ¢és a glutaminsav kotéséért felelds, az n2 helyre
kotédé fémion pedig a foszforil transzferben vesz részt, tehat ez fémkotdhely is
elengedhetetlen az aktivitashoz (Eisenberg ¢és mtsai. 2000). Fiziologias koriilmények
kozott a novényekben mindkét helyre Mg®* kotddik, de rizs és csillagfiirt esetében Fe, Zn

vagy Mn is kotddhet ezekre a helyekre (Hirel és Gadal 1980, Chen és Kennedy 1985).
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Heterotrof és prokariota szervezetek esetében eddig csak Mg® -t és Mn”'-t figyeltek
meg az aktiv centrumban. Valésziniileg fiziologidsan a Mg** fordul el8, mert bar a fém
kotéhelyek mangan iranti affinitdsa joval nagyobb, a mangan bekdtddése az aktiv

centrumba aktivitas csokkenést okoz (Eisenberg és mtsai. 2000).

A glutamin szintetdz a magasabbrendii névényekben homo oktamer felépitési, és a
koncentracioban (Vance and Griffith 1990). Az enzim mukodéséhez is igényli a bivalens
kationok jelenlétét, ugyanis az egyik szubsztratja az ATP, amely a kétértékii kation
komplexeként kotédik az enzimhez (Layzell 1990). Tehat az eukaridta enzimnél

tapasztaltak is a prokariota enzimmel val6 nagyfoki miikodési hasonldsagot tamasztjak ala.

Fiziologias megfontolasokbol (a sejtekben a Mg™™ koncentracidja éri el az enzim
miikddéséhez a sziikséges szintet, és képes tartosan fenn maradni) a Mg -ot alkalmazzak
az enzim in vitro aktivalasahoz, aktivitis-meghatérozasahoz. Egyben a Mg a legerésebb
aktivatora a GS-nek, bar egyes aluminium komplexek a magnéziummal egyiitt miikodve

tovabb képesek novelni a GS aktivitasat (Kertész és mtsai. 2002).

A glutamin szintetdz izoenzim gének atirasaval kapcsolatban meg kell emliteni, hogy
szervenként, szovetenként eltérd. Kodolasukért kiilonalldé gének feleldsek. Bizonyos kiilsé
faktorok jelentésen befolydsoljak, a legjelentdsebb befolyasold faktorok a fény, a
szénhidrat és a nitrogén forrasok. Arabidopsisban a GLN2 gén expresszidja €s a sejten
beliil a glutamin szint is emelkedett fény hatasara. Szintén arabidopsisban a fitokrém
rendszerrel vald kapcsolatot talaltak. Az egyes izoenzimek génexpresszidja felddési
allapotonként is eltérd, csak bizonyos fejlodési szakaszokban aktivak egyes GS gének
(Swarup és mtsai. 1990). Fontos kiemelni, hogy a génexpresszi6é indukcidja nem mindig
okoz mérhetd enzimaktivitds ndvekedést, tehat poszt transzlacids szabalyzasa is van a
glutamin szintetaznak (Lam és mtsai. 1996, Miflin és Habash 2002). Az mindenképpen
elmondhat6, hogy foszforilacion keresztiil szabalyzddik az enzim, a foszforilalt enzim a
sejten beliili félélet ideje hosszabb mint a nem foszforilalt formanak. Védve van a fehérje
degradaciotol. Az eddigi vizsgalataink szerint a foszforilalédott enzim 14-3-3 fehérjék
jelenlétében megndvekedett aktivitast mutat. De ezeket a jelenségeket még csak a
citoszolikus GS izoenzimre sikeriilt igazolni (Finnemann és Schjoegerring 2000). Eddigi
kutatasaink alapjan feltételezziik, hogy a GS2-nek szubsztrat 4ltal kdzvetleniil szabalyozott

az enzimaktivitdsa. A nitrogén jelenléte ndveli a génexpressziot és igy a fehérje
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mennyiségét is a hajtasban, gyokérben, azonban pillango6s viragu ndvényekben, a modell
novény lucerna (Medicago sp.), a nitrogén megkotést végzd giimdékben nincs reakcid a
nitrogén ellatottsag valtozdsara. Elmondhaté hogy a talajban jelenlévd nitrat jobban
indukalja a GS enzimek transzkripcidjat mint az ammonia. A gyokérben mindig hamarabb

torténik a gén atiras indukcidja (Zozaya-Hinchliffe és mtsai. 2005, Zhao és Shi 2006).

A ndvényi GS szamos izoenzimmel rendelkezik. Ezek megjelenése fajtol és fejlodési
allapottol (szerv kora, nodulacio, stb) fiigg. A hexaploid buzaban (Triticum aestivum L.)
harom izoenzim talalhatd, mig az egyszerlibb genom felépitésii rizsben (Oryza sativa L.)
hat. A buzanak eddig hiarom GS izoenzimje ismert. A gyoOkérsejtek citoszoljaban
lokalizalodé GSg, valamint a hajtasban talalhatd citoszolikus GS1 és plasztidikus GS2
(McNally és Hirel 1983). A GS1 és GSg formak kozott a kiilonbség elhanyagolhato, ezért
legtobbszor nem is kiilonboztetik meg Oket (példaul PAGE fehérje elvalasztas soran
azonos helyre futnak, azaz feliileti toltésiikk megegyezik). A GS2 azonban jelentdsen eltér
az el6zo kettd izoenzimtdl, mind molekula toémegben, mind feliileti toltés szempontjabol. A
nitrogénkotd pillangosviragua noévények giimdiben a glutamin szintetdz €és a glutamat
szintetdz enzimek pedig mind szabalyzds mind pedig felépités szempontjabol eltérnek a

gyokérben és a hajtasban talalhato izoenzimektdl (Chen és Cullimore 1989).

A hajtasbeli formdk koziil a GS2 a domindns, mind mennyiségileg, mind pedig az
aktivitast tekintve, féleg ennek az izoenzimnek tulajdonitjdk a fotorespiratorikus ammonia
megkotését, és mivel a kloroplasztiszban torténik meg a nitrit ammoniava torténd
redukalésa, igy értheté miért nagyobb a GS2 aktivitasa, mint a GS1-¢ a hajtasban. Etiolalt
majd pedig fénynek Kkitett levelekben elsdsorban a GS2 aktivitdsa novekedik meg, C4 és
CAM tipust novényeknél azonban a GS1 a dominans izoforma (Vance és Griffith 1990).
A GSrizoenzimnek a gyokérszordk altal a talajoldatbol felvett ammonia beépitésében van
szerepe, igy nem maga az ammonia transzportalodik a floémen keresztiil a hajtasban,
hanem madr a szerveskdtésbe bevitt nitrogén. Erre azért van sziikség, mert az ammonia
gazhalmazallapotu, illékony vegyiilet, konnyen atdiffundal a sejtmembranon, ezért szabad

formaban nagyon nehezen transzportalhato.

Az eddigiek alapjan lathaté hogy a GS a novény élete szempontjabdl kulcs
fontossagu. Glutamin szintetaz mutansokat emiatt nem is sokat irtak le, illetve csak egyes
izoenzimekben hidnyos novényeket tudtak vizsgalni. Tabuchi és munkatarsai az egyik GS1

izoenzimre knockout muténs rizsben megfigyelték, hogy a ndovények méretben is kisebbek
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voltak és a szemfeltoltédésben is elmaradt a vadtipusok mellett. Es hiaba rendelkezik a rizs
tobb GS1 izoenzimmel még se volt képes kompenzalni ennek az egynek a hianyat, ami a
GS1;1 volt (Tabuchi és mtsai. 2005). A GSl-et overexpresszald ndovényekben pedig
egyértelmiien a szervek nitrogéntartalmanak novekedését irtak le. A biomassza 17%-kal
tobb, mint a kontroll esetben, a nitrogén tartalom pedig 54%-kal volt tobb friss tomegre

vonatkoztatva (Fei és mtsai. 2006).
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3. Célkitiizés

A novények nitrogén anyagcseréje meghatarozd a termoképesség és ndvekedés
szempontjabol. A glutamin szintetdz kulcsszerepet jatszik a novények nitrogén
metabolizmusaban, fontos szerepe van a novekedési és oregedési folyamatokban egyarant.
Mivel a kornyezeti faktorok jelentésen képesek megvaltoztatni a ndvény fizioldgiai
allapotat, ezért fontos ezzel az enzimmel alapkutatasi szinten is foglalkozni. Kisérleteink
célja az volt, hogy blUza ndévények (Triticum aestivum L.) kiilonb6z0 genotipusaiban
megvizsgaljuk szarazsag- ¢és aluminiumstressz alatt a glutamin szintetdz mennyiségi,

aktivitasi és enzimkinetikai valtozasait.

Vizhidny esetében a novény oOregedési folyamatai felgyorsulnak. Az egyéves
egyszikli novényekre altalaban a szekvencidlis 6regedés jellemzd optimalis koriilmények
kozott. Azaz a levelek a gyokér felol a termés felé haladva, a hormonok altal szabalyozott
»wSink-source” viszonyoknak megfelelden, fokozatosan 1épnek be az 6regedési folyamatba.
Kisérleteinkben tobb bluza genotipus Oregedését kovetjiik figyelemmel ontdzott és
vizhidnyos koriilmények kozott. Mivel a buza terméshozama a virdgzaskor a
legérzékenyebb a kornyezeti hatasokra, ezért tigy allitottuk be a kisérleti rendszert, hogy az
antéziskor kezdtiikk meg a szarazsag stressz eldidézését ellendrzott koriilményeket biztositd
iiveghdzban. A novényekben végbe mend valtozasokat az 6regedd levelekbdl vett mintak
vizsgélataval kovettiik nyomon. Mértiik a levelek fehérje tartalmat, nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel a Rubisco tartalmat vizsgaltuk. A glutamin szintetaz aktivitasat is

mértilik illetve western blot analizissel az izoenzimek aranyat is meghataroztuk.

A GS bivalens fémionokat kotd enzim, érzékeny a fémstresszre, ezért is érdemes
vizsgélni a GS ¢és a fémionok kapcsolatat. Az Al(III) eddig ismert kémiai természete (vizes
oldatokban tapasztalhatd bonyolult és nehezen reprodukalhaté viselkedés) miatt viszonylag
kevés informéacioval rendelkeziink hatasanak pontos mechanizmusardl. Az A’ a legtobb
esetben toxikus az ¢él6lényekre. A legtobb ndvény mitkddtet a szervezetében valamilyen
rendszert, amivel el tudja keriilni az aluminium kéros hatésait. Az egyik ilyen stratégia az
aluminium komplexbe vondsa kiilonboz6 szerves savakkal. Egyes Al-komplexek in vitro
aktivaljak a GS-t. Az AI(IINNTA komplex az egyik legjobb ilyen aktivatora a GS-nek.
Munkénk célja megvizsgélni, hogy az AI(II)NTA komplex milyen mdédon noveli a GS
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aktivitasat, ennek érdekében kinetikai vizsgélatokat végeztiink. Az elsddleges cél annak
kideritése, hogy a GS képes-e aluminiumot kotni. /n vitro koriilmények kozott szeretnénk
kimutatni magnézium és aluminium kotédését a GS-hez, valamint megtudni, hogy milyen
kapcsolat van az aluminium és magnézium kozott a GS-hez kotddés képességében. Ezen
kérdések megvalaszolasdhoz poliakrilamid gélelektroforézist, western blot analizist,

spektrofotometrids enzimaktivitas mérést és ICP-AES technikat vettiink igénybe.

A dolgozatomban a kdvetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

a) Szarazsagstressz indukalt levél szeneszcencia sordn, hogy valtoznak a ,.sink-
source” viszonyok, ¢€s az ¢lettani stratégidk kiilonb6zé genotipusu buza

novényekben?

b) Milyen kapcsolat van a vizhidny okozta stressz alatt a bliza ndvény szén ¢€s

nitrogén anyagcseréje kozott?

c) Hogy valtozik a glutamin szintetdz aktivitdsa mennyisége ¢és az izoenzimek

aranya szarazsagstressz hatasara buiza névényekben?

d) Milyen hatassal van a savas novekedési kdzegben az aluminium a fiatal buza

fejlodésére?
e) Van-e az aluminiumnak kdzvetlen hatasa a glutamin szintetazra?

f) Milyen hatdsa van az AI(II[)NTA szerves sav komplexnek a glutamin szintetazra?
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Novényi anyag

Az éltalunk vizsgdlt buzafajtdk a kovetkezOk voltak a szarazsagstressz hatasainak

vizsgélatahoz:

T. aestivum L. cv. Cappelle Desprez — intenziv buizatermesztésben magas hozamot hozo,
szarazsag-érzékeny, francia, 0szi buizafajta. Forgalomba hozataldnak éve: 1946. Forras: Dr.

Cseuz Laszlo, Gabonakutatdo Nonprofit Kft., Szeged.

Triticum aestivum L. cv. Mv Emese — mindségi termést hozd, szarazsagtiird magyarorszagi,

Martonvasaron nemesitett, 6szi buzafajta. Elismerés éve: 2000.

T. aestivum L. cv. GK Elet — Intenziv tipusu, rekordtermésekre képes, korai érésii, tar

kalaszu, kdzepes szarazsagtlirésii, 0szi buzafajta. Elismerés éve: 1996.

T. aestivum L. cv. Kharchia — indiabdl szarmazd, fakultativ tajfajta. Forras: Prof. Dr. Erdei
Laszlo, Szegedi Tudomanyegyetem, Novénybiologiai Tanszék.

T. aestivum L. cv. Kobomugi — Bels6-Azsiabol szarmazo, fakultativ tavaszi tajfajta. Forras:

Prof. Dr. Erdei Laszl6, Szegedi Tudoményegyetem, Novénybiologiai Tanszék.

T. aestivum L. cv. Plainsman V — kozepes hozamu, mindségi termést hozo, szarazsagtiiro,
észak-amerikai, 0szi buzafajta. Forgalomba hozatalanak éve: 1974. Forras: Dr. Cseuz

Laszlo, Gabonakutatd Nonprofit Kft., Szeged.

Az aluminiumstressz vizsgalatdhoz alkalmazott buizafajta:

T. aestivum L. cv. Jubilejnaja-50 — Kivalo adaptal6do képességgel rendelkezd, kozépérési,
kival6 mindségli, extenziv tipust fajta. Még a Szovjetunidban, ukrajnai teriileten
nemesitett fajta. Elismerés éve: 1970. Forras: Dr. Bona Lajos, Gabonakutaté Nonprofit Kft.,

Szeged.
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4.2 Novénynevelés

4.2.1 Szarazsagstressz vizsgalathoz alkalmazott novénynevelés

A kaldszolé novények neveléséhez hasznalt talaj Terra tipust viragfold és marosi
homok 50-50%-0s elegye volt. A fekete polietilén zacskok 100%-os nedvességtartalom
esetén 2000g talajkeverék befogadasara voltak alkalmasak, aminek a tomege 1égszaraz
allapotban 1400g. A kontroll ¢és stresszelt ndvények oOntézésének szétvalasztdsa a
kalaszhasban allapot kezdetekor tortént, ez a virdgzas el6tti 4-6. nap. A Kkontroll
novényeket a talaj 100 %-os vizkapacitasanak 60%-ra, a stresszelt novényeket a 25%-ra
ontoztilk vissza a talaj tomege alapjan 2-3 naponta. 300 pmol m™s™ fényintenzitason, 12/12
Ora fény/sotét megvilagitasi periodussal, 25/20 °C nappali/éjszakai hdmérsékleten, 55-60%
relativ paratartalom mellett neveltiikk a novényeket liveghdzban. (5. abra) A mintavételi
idépont az anthézis utani (DPA) 9. napon tortént. Ekkor a ndvények leveleit levagtuk és a
fehérje kivonasig -80 °C-on taroltuk. Elsésorban a zaszlos levelet és az az alatti levelet
hasznaltuk, de a Plainsman V ¢és Cappelle Desprez fajtanal a felsé négy levélszintbol

vettlink mintakat (Nagy és mtsai. 2013).

/ / ~ \ - \ . : / | = v \ \‘“

5. &bra: A szdrazsagstressz vizsgalatanak novénynevelési helyszine. A szegedi

Gabonakutato Nonprofit Kft. iiveghaza.
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4.2.2 Aluminiumstressz vizsgalatahoz alkalmazott névénynevelés

A kisérletek egyik részében egyhetes buzandvényekbdl nyert fehérje kivonatot
hasznaltunk, ekkor a ndovények nem kaptak aluminiumkezelést. Ehhez a novényeket 24
oras szirdpapiron torténd csiraztatas utan két napra 0,5 mM-os CaSOy4 (pH 5,6) oldatban
fejlodtek, majd modositott Hoagland tapoldatba (Zsoldos és mtsai. 1989) helyeztiik a
csirandvénykéket (3. tablazat). A ndvényhazban 300 pmol m™s™ fényintenzitason, 12/12
ora fény/sotét megvilagitasi periddussal, 25/20 °C nappali/éjszakai hdmérsékleten, 55-60%

relativ paratartalom mellett nevelkedtek. A novények elsé kifejlett levelét hasznaltuk fel a

vizsgalatainkhoz.
Makroelemek Mikroelemek
(mM) (M)
Ca(NOs), 2,0 Fe-EDTA 10
MgSO, 1,0 H;BO; 10
KH,PO4 0,5 MnSO4 1,0
Na,HPO4 0,5 ZnSOq4 0,5
KCl 0,5 (NH4)6M07024 0,1
Na,SiO; 0,5
CoCl, 0,1

3. téblazat: Mddositott Hoagland tapoldat dsszetétele (pH=35,8).

(Zsoldos és mtsai. 1989).

Az aluminiumkezelésnél hasonldan az eldzekben leirtakhoz csiraztattuk a
buzamagokat és gyokereztettiik CaSO, oldatban. De csak 2 napig ndvekedtek modositott
Hoagland tapoldatban. Ezutan 5 napig 0,5 mM CaSOs-t, 1 mM KNOs-t (pH 4) ¢s 0, 10, 50
¢s 100 uM AICI;-t tartalmazo tapoldatban a kezeléseknek megfelelden. A ndvényhazi
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koriilmények megegyeznek az elézdekben leirtakkal. Itt is az elsd kifejlett leveleket

hasznaltuk a vizsgalatokhoz.

4.3 Fehérje kivonas és mennyiség mérés

A begylijtott levelekhez 1:3-as kivondsi aranyban adtunk hiitott enzim extrakcios
puffert, ami tartalmazott 200 mM Tris-HCI-t, 2 mM EDTANa,-t, 3 mM DTT-t, | mM
redukalt L-glutationt, 10% glicerolt, 10 pl/ml protedz inhibitor koktélt (Sigma-Aldrich,
proteaz inhibitor segitségével, az SH™ csoportok oxidacidjat a glutation végzi és a glicerol,
mint detergens roncsolja a sejtmembranokat, igy segitve a sejtek feltarasat. A
homogenizalast keramia dorzscsészében kvarchomokkal végeztik 2-3 percig, majd
Eppendorf-csévekben a homogenizatumot lecentrifugaltuk (6 min., 13000xg). A feliiluszot
hasznaltuk a kisérletekhez, mint GS kivonatot, amit jégen taroltunk a felhasznalasig. A
mintdk fehérje tartalmat Bradford szerint (Bradford, 1976) hatidroztuk meg minden 1j

ndvényi minta esetén.

Készitettiink fehérje kivonatot kloroplasztiszbol is az eldkészito kisérletekben. Ebben
az esetben 0,5 M szachar6zt adtunk a kivond pufferhez, és kétlépéses centrifugéléssal
izolaltuk a kloroplasztiszokat. Az elsé centrifugédlaskor (5 min., 1000xg) elvalasztottuk a
sejttormeléket és a homokot a sejt szuszpenziotdl, majd pedig a masodik centrifugalassal
(10 min., 13000xg) pedig mar a fotoszintézist végzo sejtorganellumokat iilepitettiik ki az

eppendorf csovekben.

4.4 Glutamin szintetaz enzimaktivitas mérés

A levelekben a glutamin szintetaz (GS, EC 6.3.1.2) jelenlétét, valamint aktivitasat
modositott szintetdz reakcid segitségével tudjuk kimutatni és megmérni (Rhodes és mtsai.

1975). Az enzim egyik szubsztratjat, az ammoniumiont, hidroxilaminnal helyettesitjiik:

NH,OH + L-glutamat + ATP Mo+ > y-glutamil-monohidroxamat + ADP + P;

Az igy keletkez6 termék, a y-glutamil-monohidroxamat (GMH), melynek

mennyisége egyenesen aranyos a GS specifikus aktivitdsaval. A keletkez0 GMH savas
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kozegben Fe’"-ionokkal sargasbarna komplexet képez. [gy a keletkezett GMH mennyisége
pontosan detektalhatd 540 nm-es hulldmhosszon spektrofotométerrel. A gyakorlatban a
kovetkezd képpen végeztiik el a GS aktivitds mérését: novényi mintahoz hozziadtuk a
reakcio puffert (12 mM ATP, 20 mM MgCl,-6H,0, 65 mM L-glutamat,
18 mM hidroxilamin, 35 mM imidazol, pH 7,5), majd 20 percig inkubaltuk az elegyet
30 °C-on vizfiirdében. Ezutin ,,Stop” oldattal (370 mM FeCl;-6H,O, 670 mM HCI,
200 mM TCA) leallitottuk a reakcidt. A savas kozeg miatt kicsapodott fehérjéket
lecentrifugéltuk (6 min, 13000xg). Ezutan a feliiliszot vizzel haromszoroséara higitottuk,
majd pedig megmértiikk az elegy extinkcidjat fotométerrel 540 nm-en (Secomam, Uvikon

XL, Franciaorszag).

4.5 Az aluminium hatasanak vizsgalata a GS aktivitasara

A beallitott kisérleti rendszerben a bliza novények levelének fehérje kivonatahoz
adtunk szerves aluminium komplexet, majd ebbdl felvettiink egy kinetikai gorbét novekvo
magnézium koncentracio sor mellett (0 mM, 3,5 mM, 7 mM, 10,5 mM, 14 mM, 21,5 mM
¢s 32 mM). Az alkalmazott szerves komplexek az aluminium nitrilo-triecetsav komplexe
volt 8 mM-os koncentracioban. Kontrollként desztillalt vizet hasznaltunk, illetve
onmagaban csak a NTA-t is alkalmaztuk. Természetesen a GS egyéb szubsztratjait is
biztositottuk (12 mM ATP, 65 mM L-glutamat, 18 mM hidroxilamin, 35 mM imidazol,
pH7.,5). Az elegyeket 20 percig inkubaltuk 30 °C-on és a fentebb leirt ,,Stop” oldattal

allitottuk le a reakcidt és mértiilk meg az oldatok extinkcidjat spektrofotométerrel.

4.6 Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék nativ, molekulastlytol és feliileti toltéstdl fiiggd elvalasztasat Laemmli
modszerével végeztiik (Laemmli 1970), ennek 1ényege, hogy a fehérjék megtartjak eredeti,
miikddéképes (nativ) konformacidjukat és feliileti toltésiiket. A stacking gél 3,13 T%-os
volt, a szeparalo gél 6,5 T%-os, a gél vastagsaga 1,5 mm. A gél részletes Osszetétele a
4. tablazatban lathat6. A zsebekbe 100 pg fehérje mintat vittiink fel tized mennyiségii
minta pufferrel, majd futtattuk a mintat 150 V fesziiltséggel és 25 mA aramerdsséggel a
futdsi frontot mutatd festék (bromfenolkék) kifutasat kovetdé +10 percig, ez
hozzavetdlegesen 3 orahosszas futtatasokat jelentett. Az elektroforézishez Mini-Protean II
Dual Slab (BIO-RAD) fliggbleges elrendezésii cellat, EPS 3051 XL (Amersham
Biosciences, Egyesiilt Kiralysag) ¢s ESP 500/400 (Pharmacia LKB, Svédorszag)
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tapegységet hasznaltunk. A katoéd puffert 1 érdnyi futtatas utan hidegre cseréltik a gél
tulmelegedésének elkeriilésének érdekében, ugyanis az erds felmelegedés a fehérjék
futasdban deformitasokat okoz (hulldmosodas, elkenddés). Az egységes térfogatnyi minta

felvételével elértiik, hogy a friss tomegre vonatkoztatott fehérjemennyiségeket latjuk a

megfestett &s blottolt géleken.

Stacking gél Szeparalo gél
Akrilamid/Bisz-akrilamid 3,12% T 6,6% T
Gélpuffer térzsoldat (957 mM Tris- }
240 mM
HCI, pH 8,5)
Gélpuffer torzsoldat (158 mM Tris, 40 mM )
0,256 N H3PO4, pH 6,9)
APS (10%) 0,053% 0,022%
TEMED 0,16% 0,26%

4. téblazat: 4 nativ poliakrilamid gél dsszetétele.

4.7 A GS aktivitasmérése poliakrilamid gélben

A géleket az elektroforézis befejezése utdn a felhasznalandé oldatok térfogatdnak
minimalizélésa és az oldatok és a gél minél jobb kontaktusdnak kialakitasa érdekében
polietilén zacskoba zartuk. Eloszor a GS aktivalasahoz sziikséges oldatot adtuk a gél mellé.
Az oldat tartalmaz 10 ml-nyi 30 mM-os MgCl, és 50 mM-os imidazolt, az oldat pH-ja 7,2.
10 perc folyamatos razatassal atmostuk a gélt. Ezutdn 10 ml reakcio puffert adtunk a
gélekhez. A 10 ml reakcidelegy tartalmaz 50 mM-os imidazolt 21 mM-os MgCl,-t,
18 mM-os ATP-Na,-t, 25 mM-os hidroxilamint, valamint 52 mM-os L-glutamatot.
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A géleket 30 °C-os hdmérsékleten 20 percig razatva inkubaltuk. Az inkubacios idd letelte
utan 10 ml ,,Stop” oldattal, ami 370 mM-os FeCls-ot, 670 mM-os HCI-t és 200 mM TCA-t
tartalmaz, allitottuk meg az enzimreakciot és hivtuk eld a szinreakciot a termékkel.
A ,,Stop” oldatban a TCA szerepe az fehérjék kicsapasa volt (igy minden enzim mikoddése
leallt), a FeCl; szerepe pedig a komplexképzés volt a GMH-val. A keletkezett komplex a
hogy digitalis formaban tarolhat6 képeket nyerjiink roluk, és a késdbbiek soran igy tudjuk
azokat elemezni. A gélek digitalizalast HP 3970 tipust szkennerrel végeztiik (Pécsvaradi

¢s mtsai. 2009).

Ez a moédszer alkalmas a hajtasban 1évé GS izoenzimek elkiilonitésére, ugyanis a
GS1-nek az aktivitasa nem szamottevd, azonban a GS2 helyzete ezzel a modszerrel
meghatdrozhatd a gélben, mivel a hajtdsban a GS2-nek van szdmottevd aktivitdsa. A
western blot eredmények megerdsitették a GS izoenzimek aktivitasanak vizsgélataval
kapott gélbeni poziciokat. Igy a késébbiekben a GS2 helyzetét a gél egy szeletében végzett
aktivitds méréssel hataroztuk meg. Ennek alapjan a gél intakt részébdl izolaltuk a GS2

savot, amit a tovabbi kisérletekben hasznaltunk fel.

4.8 Poliakrilamid gélek festése, szaritasa, dokumentalasa

Ahhoz, hogy a nativ poliakrilamid géleken lathatova tehessiik a fehérjéket eldszor
fixalo folyadékba kellett helyezniink, ami 40% metanolt és 10% ecetsavat tartalmazott.
Ebben inkubaltuk a géleket egy ¢éjszakdn keresztiil. Majd 0,025%-0s Coomassie Brillant
Blue G-250-t és 10% ecetsavat tartalmazo oldatban festettiik a géleket 20 percen keresztiil,
majd 10%-o0s ecetsavas oldatban tavolitottuk el a felesleges festéket, ami nem kotddott a
fehérjékhez, ez koriilbeliil 2-3 6rds mosast jelent féloranként cserélve az ecetsavas
»destaining” oldatot (Neuhoff és mtsai. 1985 alapjan). A gélek digitalizalast HP 3970
tipust szkennerrel végeztiikk ebben az esetben is. A dokumentéalds utan megszaritottuk a
géleket 70 °C-on 1 6ran keresztiil egy erre alkalmas késziilékkel (Gel Dryer, Model 543,
Bio-Rad, USA). Az igy megszaritott gélek hossza ideig eltarolhatdak szobahdmérsékleten

normal koriilmények kozott.

4.9 Western blot

A gélek egy részén a futtatds utan western blot analizist is végeztiink, hogy

megallapitsuk az adott futtatasi koriilmények kozott a GS pontos elhelyezkedését a gélben.
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Semi-dry blottolast alkalmaztunk, ahol PVDF membranra kotottik ra a fehérjéket. A
blottolast Multiphore II (Pharmacia, Svédorszag) eszkozzel végeztik 50 mM-os borat
pufferrel (pH 9), ahol az andd oldali puffer 4% metanolt tartalmaz még a borat mellett. A
futtatasi paraméterek: 90 perc, 100 V és 1 mA/cm?” a blottolasi felilletnek megfeleléen. A
membranok feliiletét 2%-os albumin oldattal telitettiik, hogy megakadalyozzuk a nem-
specifikus kolcsonhatasokat a membran és az antitestek kozott. A GS-re elsddleges
antitesként poliklondlis anti-GS antitestet kotottiink (kiilon kdszonet J.V. Cullimore-nak).
Ezutan TTBS (0,2 M Tris bazis, 1,5 M NaCl, 0,05% TWEEN 20) és TBS (0,2 M Tris bazis,
1,5 M NaCl) oldattal mostuk a membranokat. A masodlagos antitest alkalikus foszfatazzal
konjugalt Protein-A volt. Az eléhivé pufferben (1 M Tris bazis, 1 M NaCl, 5 mM MgClI2)
5 percig inkubaltuk a membranokat, majd az alkalikus foszfatdz megfeleld szubsztrétjait
(BCIP-t és NBT-t) hozzaadtuk az eldhivd pufferhez. Ez a két vegyiilet reagéalva az
alkalikus foszfatdzzal lilas, oldhatatlan terméket képez. Fontos, hogy az el6hivas sotétben
torténjen, mert a szubsztratok fényérzékenyek. A mar elShivott blotmembranoknal is

tigyelni kell, hogy fénytdl elzart helyen taroljuk (Bennett és Cullimore, 1989).

4.10 Az aluminium és magnézium detektalasa

Az intakt gélbdl az elézetesen meghatarozott (glutamin szintetaz aktivitdsdnak
mérése gélben) GS-t tartalmazod és GS-t nem tartalmazd kontroll savokat kivagtuk (19.
abra) és Osszegyljtottiink 4 ml-nyi gélszelet, majd mikrohulldmu roncsoléasra keriilt sor
salétromsavas kozegben (lasd lentebb, de szaritasra és higitasra nem keriilt sor). Ennek
eredményeképpen egy viztiszta oldatot kaptunk, amin mar el lehetet végezni a kémiai

analizist.

Novényi részek aluminium €s magnézium tartalmat is meghataroztuk, ennek menete
a kovetkezd volt: A ndvényi szerveket 70 °C-on 72 ordig szaritottuk majd 65%-os
salétromsavban ¢és 30%-os H,O, oldatban (tomeg/térfogat szazalékok) mikrohullami
roncsolasra keriilt sor (200 °C, 1600 W, 15 perc). Ezutan hagytuk kihiilni, majd pedig
haromszorosara higitottuk dessztillalt vizzel a mintdkat és ezt kovette a fémionok

mennyiségének mérése.

A fémionok mennyiségének meghatarozasat ICP-AES-el végeztiik el. Az aluminium
esetében 396,152 nm, magnézium esetében 279,553 nm az emissziés hulldmhossz, a
detektalashoz Jobin-Yvon 24 tipust argon spektrométert hasznaltunk Teflon V-groove

parologtatoval és Gilson Minipuls 3 perisztaltikus pumpaval. Ennek a vizsgélatnak a
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lényege, hogy gerjesztédnek hd hatasara a fém ionok és mikor a gerjesztett allapotrol
visszatérnek nyugalmi, stabil allapotba, akkor egy meghatarozott, csak az adott ionra
jellemz6 hulldmhosszusagt fotonsugarzast bocsatanak ki. Ez a technika tehat alkalmas az
ionok nagy érzékenységii mindségi és mennyiségi meghatarozasara is. Mivel a detektalt
hullamhossz a fémion fajtdjat mutatja meg, a fotonok mennyisége pedig aranyos a
fémionok mennyiségével. Tehat ez a berendezés a befecskendezett mintat gerjesztési
allapotig felheviti, majd a gerjesztett ionok altal kibocsatott hulldmhosszt megfeleld

detektorral érzékeli (Pécsvaradi és mtsai. 2009).

4.11 Statisztikai kiértékelés

A vizsgélati eredmények matematikai-statisztikai feldolgozasat és kiértékelését a
Microsoft Office Excel szoftverrel végeztiik. Minden mérésnél a kontroll és kezelt
novények adatait kétmintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. A dolgozatban abrazolt adatok
3-5 fiiggetlen minta atlag értékei, és a szoras értékek is dbrazolva vannak (+ SD, standard

deviancia).

39



Eredmények

5. Eredmények

5.1 Elokészito kisérletek

5.1.1 A GS izoenzimek lokalizacioja poliakrilamid gélben

Annak érdekében, hogy megfelel6 modon tudjuk vizsgalni a glutamin szintetdz
aktivitasat, fémtartalmat és az izoenzimek mennyiségét a kiilonb6z0 névényi szervekben
sziikséges volt eldkészitd kisérletek elvégzése. Fehérje izolatumot készitettiink 1 hetes
bluza novények teljes levelébdl, az abbol izolalt kloroplasztiszbol és a gydkérbol. Majd
pedig nativ poliakrilamid gélen (PAGE) megfuttatva a fehérje kivonatokat megfestettiik
proteinekhez kotddd festékkel, western blot-ot készitettiink beldle (GS izoenzimek

azonositasa) és aktivitast is mértiink a gélben. A kapott eredmény a 6. abran lathato.

Level Kloroplasztisz Gyoker

B e GS1

< GS&1

. GS2 e GS2

6.abra: Elektroforetikus uton szeparalt és kimutatott plasztidikus és citoszolikus glutamin
szintetdz izoenzimek egyhetes buiza néveny elso levelébdl.
A: Coomassie G-250-vel festett poliakrilamid gél, B: GS aktivitas kimutatdasa gélben,

C: Western blot analizis eredménye GS izoenzimekre
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Az A-val jelolt részen az abranak a Coomassie Brillant Blue G-250-¢l festett gél egy
zsebének az oszlopa lathato. Itt megfigyelhetjiik a levélben és a kloroplasztiszban nagy
tomegben jelenlévé Rubisco savjat (a gél felsdé részén, a western blot-on jeldlt GS1
savjaval egyvonalban), valamint a GS2 halvany savjat. A novényi levél sejtek a fehérje
tartalmanak tobb mint felét (altalaban 50-60%) a Rubisco enzim adja, sajnalatos modon, ez
a fehérje megneheziti emiatt a tobbi fehérje vizsgélatat, jelen esetben a glutamin szintetdz
citoszolikus izoenzimét (GS1). PAGE vizsgalatoknal a gél konnyen tulterhelédhet. A gél
kis térfogataban tul sok fehérje halmozodik fel és emiatt megvaltozik az elvéalasztas
hatékonysaga, ugyanis telitddnek a gél porusai és akadalyozodik a fehérjék mozgasa. Ha
nem megfelel6 mennyiségli mintat visziink fel, emiatt romlik a sdvok ¢lessége, valamint a
savok, hajlamosak a Rubisco savjanak a kozelében torzulni, ez lathatd az abran is, ezért a
gél értékelése nehezebb, sét néha lehetetlenné valik. Emiatt is volt sziikséges
megvizsgalnunk a GS izoenzimek elhelyezkedését, hogy lassuk, milyen mértékben torzitja
a savjukat a Rubisco. Az 4bran lathatjuk, hogy a GS1 savja nagyon kézel van a Rubisco
savjahoz, emiatt annak vizsgalata nehézkes, és a western blot-ndl (az dbranak a C része) jol
lathato, hogy a Rubisco mennyire deformalta a GS1 savjat, valamint azt is latjuk, hogy a
GS1 mennyisége joval kevesebb, mint a GS2-¢é. Lathatjuk azonban, hogy a GS2 tavol
helyezkedik el a Rubisco savjatol (és a GS1-tdl is), igy alkalmas arra, hogy ez az izoenzim
legyen vizsgalatunk targya. Azt is megallapithatjuk ebbdl a kisérletbdl, hogy szdmottevd
aktivitasa csak a GS2-nek van, ez az 4bra B-vel jelolt savjan lathatd, ahol magaban a
poliakrilamid gélben adtunk a nativ GS szamadra szubsztratokat és lathatjuk a vas-kloriddal

barnas-voros szinl csapadékot ado terméket, a GMH-t.

A GS2 aktivitas nagysadganak a magyarazata abban all, hogy a levélben ez az enzim
latja el teljes mértékben a nitrogén asszimilacio feladatat, a GS1 csak nyomokban van jelen,
¢s nincs szerepe a primer nitrogén anyagcserében, ennek oka az, hogy a buza C3-as
fotoszintézist miikodtet valamint a nitrit reduktaz is a kloroplasztiszban helyezkedik el.
Természetesen, ha gyokérbdl vettiink volna mintat ott mas lett volna a helyzet, mivel ott a
GS1 van nagyobb mennyiségben a GS2-hoz képest. A western blot eredményeknél még ki
kell emelni, hogy az altalunk hasznalt elsédleges GS antitest jobban kotddik a GSI
izoenzimhez, mint a GS2-hoz. Ez a sotétebb festodésen latszik, de a festodott teriilet
nagysagarol tudunk kovetkeztetést levonni az izoenzimek mennyiségérdl és nem a festddés

mértékebdl.
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5.2 A szarazsagstresszhez kapcsolodo vizsgalatok eredményei

5.2.1 Novények allapota

A szarazsag stressz vizsgéalatakor elsd feladatunk volt a ndvények allapotdnak
felmérése. Dolgozatomban a két nemzetkozi fajtat €s a Kobomugi tajfajtat emelném ki, de
a tobbi genotipus esetében is ilyen hasonld tendencidk voltak megfigyelhetdek.
7., 8. és 9. abran lathatok a kontroll és a vizmegvonasnak kitett novények fotoi. A
Plainsman V-rél ¢és a Kobomugirdl a mintavételezés idején késziiltek a fotok
ndvénynevelésre igénybe vett iiveghdzban. De ekkor még a Cappelle Desprez még nem
virdgzott. Ezért van az hogy a 7. abran latszik, hogy a Plainsman V-vel sszehasonlitva a
Cappelle Desprez-nél még a kalészt takarja a zaszlos levél, ezt nevezzik ,kaldsz hasban”
allapotnak. Ennek oka, hogy a ndvények nem azonos sebességgel fejlddnek. A Plainsman
V ¢és a Kobomugi korai fejlodésii, mig a Cappelle Desprez lassabb fejlodésii. A ndvények
levél mérete sem volt teljesen azonos, ennek genetikai hattere van, de ez a tulajdonsag
természetesen hat a novények vizhaztartasdra. Habar a fotok azonos idében késziiltek a

mintavételezés minden esetben DPA 9-kor tortént.

7. abra: A szdarazsagstressz vizsgalataban résztvevd buza novények. A fotok bal oldalin az
ontozott névenyek lathatoak, mig jobb oldalt a vizmegvondsban részestiiltek.

a) Plainsman V' b) Cappelle Desprez
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Azonban jol megfigyelhetd a szarazsag érzékeny Cappelle Desprez genotipuson,
hogy jelentds szarmagassdg csokkenést tapasztalunka vizhiany hatdsdra. A szarazsag
tolerans Plainsman V fajtanal is latszodik a kisebb ndvénymagassag, de a kiillonbség sokkal
kisebb mértékii. A két genotipus kozott latszodik a szarazsagstresszre adott eltérd valasz. A
Cappelle Desprez nem csak sajat ontdzott kontrolljahoz képest, hanem a Plainsman V
vizhidnyt elszenvedd egyedekhez képest is jelentdsebb kisebb szarral rendelkezett. A
szarmagassagon kivil még érdemes megfigyelni, hogy a szarazsagstressznek Kkitett

egyedeknél az 6sszes z61d levélfeliilet is kisebb.

a) b)

8. dbra: A szdrazsdagstressz vizsgalataban résztvevd biiza novények kaldsz alatti leveleinek
osszehasonlitasa a viragzas utani kilencedik napon (DPA 9). A felsé képpdron az éntézétt novények
levelei az alson a vizhianynak kitett névények levelei lathatoak. A kaldszhoz legkizelebbi levél a

kép aljan helyezkedik el.

a) Plainsman V- b)Cappelle Desprez
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A 8. abran a kalasz alatti levelek 0sszehasonlitasa lathaté DPA 9 iddpontban. A
késobbiekben ezekbdl a levelekbdl tortént meg a fehérje kivonas is. Ahogy a teljes
novények fotdjan is észrevehetd volt a Cappelle Desprez tobb levéllel és nagyobb
levélfeliilettel rendelkezik, mint a Plainsman V. A levelek szekvencialis, fokozatos
oregedése jol lathato az 6nt6zott ndvényeknél, mind két genotipus esetében egyforman. Az
also levelek fokozatosan vesztik el klorofill, majd viztartalmukat is, a levelek elsdrgulnak,

majd 0sszeszaradnak egy irdnyitott és szabalyozott folyamat soran.

9. &bra: A Kobomugi tajfajta reakcioja a szarazsagstresszre. A fotok a virdgzds utani

kilencedik napon késziiltek.
a) Az ontozott (bal oldali) és a szdarazsagstressznek kitett (jobb oldali) névények

b) Az éntozott novény levelei. C) szdrazsagstressznek kitett névény levelei.

Szarazsagstressz esetén eltéré folyamatokat észleltiink a két buzafajtaban. Ahogy a
fotokon is lathatjuk, a Plainsman V esetében megmarad a gyokér feloli fokozatos regedés,
annyi valtozassal, hogy a kaldsztol szamitott harmadik levél is mutatja mar a szeneszcencia
jeleit, a levélcsucs elkezdett sargulni. A Cappelle Desprez esetében azt latjuk, hogy a

z4asz16s levél alatti levél kezd el oregedni, sargabb a szine, mint a folotte és az alatta 1évo
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levél. Természetesen a levelek alulrol valo oregedése itt is gyorsult, de meglepé modon
magasabb levélszinten 1évd levél is mutatja a szeneszcencia jeleit. Elmondhatjuk tehat,
hogy Cappelle Desprez és a Plainsman V masképp reagal a szdrazsagstresszre és ez mar

egyértelmii kiilso jelekben is megnyilvanul.

A 9. abran a Kobomugi tajfajtarol és leveleirdl késziilt fotok lathatéak. A Cappelle
Desprezhez hasonlo6 valtozasokat lathatunk a vizhidny hatdsara. De ebben az esetben maga

a zaszloslevél mutatja a leggyorsabb elszaradast.
5.2.2 Osszes oldott fehérje- és Rubisco tartalom

A 10. abran lathatéak az el6zdleg megfigyelt novények kalasz alatti leveleinek
fehérjetartalma, illetve a Coomassie Brillant Blue G-250 festéssel a relativ Rubisco
tartalomra is lehet kovetkeztetni. Amit elsé eredményként el lehet mondani, hogy a fehérje
tartalom ugy alakul, ahogy a ndvény és a levelek allapotabol elvarhatjuk. Az ontdzott
koriilmények kozott a szekvencidlis 6regedés miatt latjuk azt, hogy a gyokérhez kdzelebbi
levelekben drasztikusan lecsokken a levelek oldott fehérjetartalma. Bar az egyértelmiien
latszik, hogy a gradiens a Plainsman V fajta esetében markansabb. A Cappelle Desprez
esetében a fehérje tartalom nem csdkken olyan drasztikusan, s6t a zaszloslevél alatti két
levél fehérje tartalma kozel azonos. Elmondhato az is hogy a Cappelle Desprez 6sszfehérje
tartalma atlagosan magasabb, mint a Plainsman V-¢€. A vizhiany hatasara lathatjuk, hogy a
Plainsman V genotipus esetében szinte nincs is szamottevd eltérés az Ontdzott
novényekhez képest. A fehérje tartalmak nem alacsonyabbak, az dregedéssel jard fehérje
tartalom valtozasi tendencidk az egyes levelekben hasonldak. A Cappelle Desprez esetében
azonban a zéaszloslevél fehérjetartalma sokkal alacsonyabb értéket mutat, mint a kaldsztol
szamitott masodik, harmadik és negyedik levél. A legmagasabb fehérjetartalmat a kalasztol
szamitott harmadik levél mutatja. Erdekes még az a megfigyelés, hogy habar a
zaszloslevélben lecsokken jobban a fehérjetartalom, mint az alatta levé két levélben, a
negyedik levélben még igy is magasabb fehérje koncentracié van, mint a Plainsman V

ontozott novények negyedik levelében.

A Rubisco mennyisége a Coomassie Brillant Blue festett gélekrdl késziilt fotok
alapjdn egyértelmli korrelaciot mutat az Osszes vizoldhatdo fehérje mennyiségével.
Plainsman V esetében az 0ntozott és vizhidnyos koriilmények kozott azonosak a
tendencidk. Azonban az elmondhat6, hogy a Rubisco mennyisége kevesebb a stresszelt

novényekben, mint az 6ntozottben mindkét fajta esetében. Cappelle Desprez esetében
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pedig jol latszodik a csokkent enzim mennyiség a zaszlds levélben az alatta 1évd két

levélhez képest szarazsagstressz alatt.

Plainsman V Cappelle Desperz
40 40
ontozott siresszelt —

ontozott stresszelt
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10. &bra: 4 Plainsman V és Cappelle Desprez buza fajtik kalasz alatti négy levelének
osszes oldott fehérje tartalma és viszonyitott Rubisco tartalma a viragzas utani kilencedik
napon (DPA 9). A grafikonon p<0,01-es szignifikancia szinten minden érték kiilonbozo.
A jelolt értékek harom mérés atlagat és szorasat mutatjak.

2. zaszloslevél -1, -2, -3,-4: a zaszlosleveltol szamitva kovetkezo levelek

5.2.3 Glutamin szintetaz aktivitas és mennyiség

o o

V és Cappelle Desprez genotipusok esetében. A fehérjetartalomra vonatkoz6 GS aktivitas
abrazolasanak az a hatranya, hogy a drasztikusan valtoz6 ,,egyéb” fehérjetartalom mellett
nem mutat valdés képet a glutamin szintetaz tényleges fehérjetartalomra vonatkoztatott
aktivitasarol. Ez jol megfigyelhetdé a 11. abran. Ennek oka, hogy a fehérje tartalom
valtozdsa nem ardnyos a glutamin szintetdz aktivitds valtozdsdval. A western blot
eredményekkel Osszevetve az aktivitas értékeket lathatjuk, hogy legjobban a friss tomegre
vonatkoztatott enzimaktivitdsok adjak vissza a western blot-tal kapott eredményeket, és a
késobbiekben is csak a frisstdmegre vonatkoztatott enzimaktivitasi értékeket mutatom be.
Ha a fehérje tartalmak koézel azonos méddon véltoznanak, illetve nem mutatnanak nagy
eltéréseket akkor a fehérje mennyiségre vonatkozd enzimaktivitdsi adatokat is lehetne

hasznalni, hogy értékelhetd eredményeket kapjunk.
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11. bra: A glutamin szintetaz aktivitasa éntézott Plainsman V novényekben friss tomegre
(fekete oszlopok) és fehérjemennyiségre (fehér oszlopok) vonatkoztatva a virdgzas utani
kilencedik napon (DPA 9). A jel6lt értékek harom mérés atlagat jeloli, szords nincs
feltiintetve.

Z: zdaszloslevél -1, -2, -3: a zaszloslevél utan kovetkezo levelek a gydker fele

A 12. abran megfigyelhetjiik az enzim aktivitas €s a glutamin szintetaz izoenzimek
mennyisége kozotti sszefliggéseket a két nemzetkdzi buza genotipus esetében ontdzott és
vizhidnyos koriilmények kozott. Jol lathatd, hogy az enzimaktivitdsi értékek azonos
tendencidt mutatnak az izoenzimek mennyiségi valtozésaval. Az ©regedd levelekbdl
eltinik a glutamin szintetdz. Ha a 10. dbran 1évé fehérje koncentracio értékekkel
hasonlitjuk 6ssze az enzim aktivitasi értékeket itt is azt latjuk, hogy ott ahol magasabb a
fehérje mennyiség ott magasabbak az enzim aktivitasi értékek is. Tehat itt is azonos
tendencidkat latunk. A Plainsman V fajtaban a szarazsagstressz nem tori meg a
szekvencialis levéloregedési folyamatot, azonban a Cappelle Desprez esetében latjuk, hogy

a zaszlos levélben alacsonyabb értékeket kaptunk, mint az alatta elhelyezkedd két levélben.

A western blot eredményekkel kapcsolatban el lehet mondani, hogy az eldkészitd
kisérletek kapcsan emlitett jelenség itt is megfigyelhetd volt, azaz a GS1-hez az antitest
affinitasa nagyobb volt mint a GS2-hdz. A mért enzimaktivitdsokkal parhuzamosan lathato,
hogy az izoenzimek mennyisége is hasonloan valtozik. Az 6ntd6zott novényekben a zaszlos
levélben vannak a legnagyobb mennyiségben. A vizhidnynak kitett ndvényekben azt

figyelhetjiik meg a Plainsman V esetében a kaldsztol szamitott harmadik levélben a GS2
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eltlinik a levélbdl az ontozott kontrolhoz képest. A Cappelle Desprez esetében lathatjuk,
hogy a szarazsag hatasara a zaszloslevélben tlinik el a plasztidikus izoenzim (GS2), mig a
citoszolikus tarsa (GS1) megmarad. A kalasztdl szamitott harmadik levélben a GS2 erds

festddése jol lathato és itt is lett mérve a legerésebb enzim aktivitas.

Plainsman V Cappelle Desprez
4,0 4.0
ontozatt stresszelt ontozatt stresszelt
3.5

35
3,0 3,0
25 25

2,0 20

S aktivitas (nmolGMH/s/g FT)

G
o b

GS aktivitas (nmolGMH/s/g FT)

3 2 1 z 2 1 z 3 2 1 z
GS1 = o \uid il ) bl TG O py Srg e

12. &bra: A Plainsman V és Cappelle Desprez buza fajtik kalasz alatti négy levelének
glutamin szintetaz aktivitasa és az izoenzimek westernblot vizsgalatanak eredménye a
viragzas utani kilencedik napon (DPA 9). A grafikonon p<0),01-es szignifikancia szinten
minden érték kiilonbozo. A jelolt értékek harom mérés atlagat és szordsat mutatjak.

Z: zaszloslevél -1, -2, -3: a zaszloslevél utan kovetkezo levelek a gyoker felé

A 13. abran a tovabbi blza genotipusok szarazsagra adott reakcidja lathatd a
glutamin szintetdz és a fehérje mennyiség vonatkozasaban a kalasz alatti két levélben. A
koréabbi és az itt lathatdo eredmények alapjan két csoportba sorolhatéak a buza fajtak: az
egyik csoportba azok tartoznak ahol a zéaszloslevél a szarazsagstressz alatt is magas GS
aktivitassal és magas fehérje tartalommal rendelkezd, a masik csoportban pedig azok a
fajtak talalhatoak, amelyeknél a vizhidny hatasara a zaszldslevélben ezek az értékek
alacsonyabbak lesznek mint a kaldsz alatti masodik levélben. Ezeknél a méréseknél is

megfigyelhetd az a jelenség, hogy a fehérje tartalom nagysagaval azonos modon valtozik a
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glutamin szintetdz friss tomegre vonatkoztatott aktivitasa. A Kobomugi tajfajta esetében
azt a fajta jellegzetességet lathatjuk, hogy az 6nt6zott ndvények esetében alig volt eltérés a

kalasz alatti levelek kozott mind fehérje tartalomban, mind GS aktivitasban.
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13. dbra: Az MV Emese, Kharchia, GK Elet és Kobomugi biiza genotipusok friss tomegre
vonatkoztatott glutamin szintetaz aktivitds valtozasa és fehérjetartalom valtozasa a kaldsz
alatti két levélben ontozott (fekete oszlopok) és szarazsagstressz (feher oszlopok) alatt a
viragzas utani kilencedik napon (DPA 9). A grafikonon ahol nincs kiilon jelolve p<0,01-es
szignifikancia szinten az értékek kiilonbozoek.

A jelolt ertékek harom merés dtlagat mutatjak

Z: zaszloslevél -1:a zaszloslevél alatti levél N.S.. nincs szignifikans eltérés

Elmondhat6 tehat hogy a Plainsman V, Mv Emese, Kharchia alkot egy csoportot,
valamint a Cappelle Desprez, GK Elet és a Kobomugi tartozik a masik csoportba. Ezek a
besorolasok két eltérd ¢lettani stratégia alkalmazasara engednek kovetkeztetni

szarazsagstressz alatt
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5.3 Aluminiumstressz

5.3.1 Aluminium hatasa buzanovények novekedésére

Az aluminiummal kapcsolatos vizsgalatok sordn eldszor a fiatal, 2 hetes buza
novények novekedésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Az eredmények a 14.-t6l a
17. abraig lathatdéak. Egyértelmiien megallapithatd, hogy mar alacsony koncentracion is
(10 uM) jelentésen gatlédik a gyokér novekedése aluminium-klorid kezelés hatasara. Az
abrakon jol megfigyelhetd az aluminium kezelés megkezdésének az iddpontja is, ami a
hetedik nap volt a csirdzastol szamitva. Ezt kdvetden az eredmények elég nagy szorast
mutatnak. Ennek feltételezhetd oka, hogy a kiillonb6z6 ndvények, habar azonos genetikai
hattérrel rendelkeznek mégis nagyon eltérd moddon reagéaltak a kezelésre, és egyes
novények novekedése teljesen ledllt vagy nem mutatott reakciot az aluminium kezelésre.
Megfigyelhetd, hogy magéra a hajtads ndvekedésre nincs olyan drasztikus hatasa ilyen rovid

id6intervallumban az aluminiumnak.

Gyokér hosszusag

350
——10uM
250 -
—_ 50 uM
£
E 200 100 uM
o0
‘g 150
=
N
by &
8 100 -
.- _ 3
' 1
50 1 (&
]
0 r T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

1do6 (nap)

14. &bra: Kiilonbozd koncentracioju aluminium-klorid (0, 10, 50 és 100 uM) hatdsa a
buzanévények gyokérhossz alakulasara. A szignifikancia szint p<0,05. A jel6lt értékek négy

mérés atlagat mutatjak.

A 14. napon latszodik mar a hajtason is az aluminium ndvekedés gatlo hatasa. A
gyokér fejlodésével kapcsolatban el lehet mondani, hogy az emelkedd koncentracidval

nem csOkken egyenes aranyban a ndvekedés intenzitasa.
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Hajtas hosszusag
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15. &bra: Kiilonbozé koncentracioju aluminium klorid (0, 10, 50 és 100 uM) hatdsa a
buzanovények hajtashossz alakulasara. A szignifikancia szint p<0,05. A jelolt értékek négy

mérés atlagat mutatjak.

Gydoker friss tomeg

0,40
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16. &bra: Kiilonbozd koncentracioju aluminium klorid (0, 10, 50 és 100 uM) hatdsa a
buzanévények gyokér friss tomeg alakulasara. A szignifikancia szint p<0,05. A jelolt

értékek négy mérés datlagat mutatjak.
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17. &bra: Kiilonbozé koncentracioju aluminium klorid (0, 10, 50 és 100 uM) hatdsa a
buzanovények hajtas friss tomeg alakulasara. A szignifikancia szint p<0,05. A jelolt értékek

négy merés atlagat mutatjak.

Ami a grafikonokbdl nem latszik, de a vizsgalatok soran tapasztaltunk, hogy az
aluminiummal kezelt ndvények gyokere rozsdabarna szinezetli lett valamint tapintasuk
érdes volt. Ennek oka a megvastagodott epidermisz szovet volt, ami a gyokereket ért

fémstresszek egyértelmi jele a ndvényvilagban.

5.3.2 AI(IIT)NTA hatasa a GS aktivitasara

A szerves aluminium komplexek kiilonbozéképpen hatnak a GS aktivitasara.
Az eldzetes kisérletek soran azt talaltuk, hogy az AI(IIN)NTA komplex aktivalja leginkabb
a GS-t. (Lasd Kertész et al. 2002 és részletesebben az Eredmények értékelése cimii
fejezetben.) Ezért a kinetikai vizsgalatokhoz is ezt a komplexet hasznaltuk, ahol
1:3 aranyban volt az aluminium és a komplex képz6 az oldatban, igy 10 uM-os volt az

A’ koncentracidja. A kinetikai kisérletet eredményét a 18. dbra mutatja.

Ennél a kisérletnél a magnéziumiont szubsztratként hasznaltuk, az ATP és a

hidroxilamin pedig feleslegben volt jelen a reakcidoldatban, azonban a magnézium
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koncentracidjat mi allitottuk be. A Mg*-t azért lehetett szubsztratnak tekinteni, mert a
reakcidohoz elengedhetetlen a bivalens fémionok jelenléte és az enzim csak akkor képes
tokéletesen miikddni, ha a megfeleld mennyiségli fémion van jelen, valamint az enzim
specialis fémkoto helye is az aktiv centrumban helyezkedik el. A kapott szigmoid gorbék is
erre utalnak, ugyanis ezek megfelelnek a Michaelis-Menten féle kinetikanak, ahol is a
szubsztrat mennyisége szabja meg az enzim miikddési sebességét egy bizonyos szubsztrat
koncentracio alatt. Ha ugyanis kevesebb szubsztrat van jelen, mint amennyit fel tudna
hasznalni az enzim akkor nem éri el a maximalis sebességét a fehérje (szuboptimalis
szubsztrat mennyiség). Azonban ahogy noveljiik a szubsztrat mennyiségét tigy ndvekszik
az enzim aktivitasa is, de egy bizonyos szubsztrat koncentraci6é utdn mar nem novekszik az
enzim sebessége, ezt a sebességet nevezzilkk az enzim maximalis sebességének, ekkor

ugyanis tobb szubsztrat van mar jelen, mint amit fel tud hasznalni a fehérje.
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18. &bra: A4 glutamin szintetdz aktivitas valtozasa AI(IINTA komplex hatdsdra
novekvo magnézium ion koncentracio mellett. NTA: a nitrilo-triecetsavas kezelés. No: a

desztvizes kezelést jeloli. A jelolt értékek harom mérés atlagat mutatjak.

Az enzimek maximalis sebességét az szabja meg, hogy milyen gyorsan tud a

szubsztrat az aktivhelyre kotni, valamint hogy a termék milyen gyorsan tud onnan levalni.
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Az egyes alegységeken 1évO kotohelyekre bekotd fémionoknak szerepe van a tobbi
alegység aktivalasaban is (alloszterikus hatas). A gorbék szigmoid jellege a tobbalegységes
felépitésre is utalnak. Az aktivitasndvekedést a keletkezd termék (GMH) mennyiségével
kovettik nyomon. Az AI(III)NTA komplex aktivalja a GS-t ndvekvé magnézium
koncentracid mellett, mégpedig a kezelés hatasara kb. 35%-kal ndvekszik meg a GS
maximalis sebessége. Az dabran latszik, hogy a GS aktivitdsdhoz mindenképpen
magnézium jelenléte sziikséges: az alacsony Mg>" koncentracid tartomanyban
(szuboptimalis) a kontroll és az AI(II)NTA gorbék egyiitt futnak. Ha az aluminium
magaban is tudnd aktivalni a GS-t akkor szuboptimalis magnézium koncentracional is
eltérne a két gorbe futasa. A szuboptimalis Mg®* koncentracio felett pedig az Al-komplex a
kontrollndl magasabb aktivitast okoz, ami a magnézium koncentracié novekedése mellett
is fennmarad. Ez azt mutatja, hogy a Mg”" nem képes a GS fehérjérdl leszoritani az
aluminiumot, az valdsziniileg stabilan kdtve marad az aktiv allapotban a GS fehérjéhez. Ez,
valamint az, hogy kis magnézium koncentraciéondl sem nagyobb az AI(II[)NTA
komplexszel kezelt minta aktivitidsa, mint a kontroll mintaé, azt mutatja, hogy a
magnézium ¢s az aluminium nem kompetitivek. Ez arra utal, hogy az enzimben két féle
fémkotd hely talalhatd melyek eltérnek fémion koté képességiikben, az egyiknek
valoszinlileg a magnéziumra nagy az affinitdsa, mig a masiknak az aluminiumra. Ha csak
magaban adunk NTA komplexképz6t a mintdhoz, akkor csokken a GS aktivitasa, azaz a
GMH mennyisége, ez valosziniileg azzal magyarazhato, hogy az NTA komplexet képez az

oldatban 1évé magnézium egy részével, igy csokkenti a hatasos Mg>" koncentraciot.

5.3.3 Aluminium és magnézium mennyisége az AI(III)NTA-val kezelt GS-ben

A fémionok mennyiségének meghatarozasdhoz a gélekbdl a 19. abran lathato,

vilagos savval jelolt, két helyrdl vettiink mintakat a poliakrilamid gélbdl.

A GS2-vel jelolt rész tartalmazta az AI(II[)NTA-val kezelt vagy csak desztillalt
vizzel kezelt GS fehérjét, a kontroll sav pedig egy szamunkra semleges teriilet, aminek az
ion tartalmahoz tudtuk viszonyitani a GS fémion tartalmat. Mind az aluminiummal, mind a
desztillalt vizzel kezelt minta esetében kb. 4 ml-nyi gélszeletet vizsgaltunk. Kiilon
hangsulyozni kell, hogy a fehérje kivonat kezelését a futtatas eldtt végeztiik, ez 20 perces

inkubalést jelentett szobahdmérsékleten az aluminiumot tartalmazé reakciopufferrel.
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e GS2

control

19. &bra: Elektroforetikus uiton szepardlt és kimutatott plasztidikus glutamin szintetdaz
egyhetes buza noveény elso levelébol.
a: Coomassie G-250-vel festett poliakrilamid gél, b: GS aktivitas kimutatdsa gélben,

¢ Western blot analizis eredménye

A 20. abra mutatja a mintaink fémion mennyiségi ¢s mindségi adatait. Lathato, hogy
a desztillalt vizzel kezelt GS csak magnéziumot tartalmaz, aluminiumot nem. Az
AI(IIMHNTA komplexszel kezelt GS kivonat esetében pedig az aluminium és a magnézium
egyarant kimutathatok. A 19. abran lathaté6 még a kontroll mintavétel helye is. A GS2 alatt
1évo gélbdl vagtunk ki egy ugyanakkora savot, mint a GS mintavétel esetén. A kontroll
esetében csak annyi megkdtésiink volt, hogy nyomokban se tartalmazzon GS fehérjéket. A
kapott eredmények alapjan azonban az is elmondhatd, hogy a kontroll gélszeletek

magnéziumot ¢és kezelések esetén aluminiumot sem tartalmaztak.
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20. abra: 4 glutamin szintetdaz iontartalmanak valtozasa AI(IIN)NTA komplexszel valo
kezelés hatasara. A jelolt értékek harom mérés atlagat és azok szordasat mutatja. Az n.d. azt

jeloli, hogy a miiszer nem érzékelt aluminiumot a mintakban.

Az aluminium kotédési helye az aktiv centrumban, vagy ahhoz térben kozel 1€vo
helyen lehet. Erre két tény alapjan is kovetkeztethetlink. Az elsd bizonyiték, hogy a GS
aktivitdsa megvaltozik, ez csak akkor torténhet meg, ha az aktiv centrumban torténik
valtozas, hiszen az enzimnek ez az aktivitasért felelds része. A masodik tényezd, ami
alatimasztja az AI’" fémion specifikus kotShelyre vald kotédését, hogy az aluminium
komplexszel valé kezelés utdn a magnézium mennyisége csokken, mig az aluminium
mennyisége nd a fehérjében, azaz a fémkotd helyeken a magnézium lecserélddik
aluminiumra. A GS teljes fémion tartalma a kontroll és az AI(III)NTA-val kezelt minta

esetében is kozel azonos (21. abra).
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21. &bra: A teljes féemion tartalmak a hajtasban AI(III)NTA kezelés hatasdra. A jelolt
ertékek harom méreés atlagat és azok szorasat mutatja. Az értekek kozott szignifikans

eltéres nincs.

Valoészintsithetd ezért, hogy az aluminium a magnézium helyére kotédik be, de nem
minden helyen, mivel marad magnézium is a fehérjében. Feltehetden, ha a GS elvesztené
ezt a megmaradt kevés magnéziumot is, akkor alegységeire esne szét, azaz denaturalddna.
Valoszintisithetéen a fehérje alegységeket Osszetartd magnézium ionok kotdhelye (n/)
specifikusabb, mint az ATP kotéséért felelds fémionok kotohelye (#2). Elmondhatd, hogy
mindkét fémion kotdédése stabil, hiszen a fémionok a gélfuttatasi procedura utan is rajta
maradtak a fehérjén. Ilyen stabil fémkotd helyek pedig a fehérje specifikus fémkotd helyei.
A feltételezett két fémkotohely részletesebb vizsgalata fényt derithet azok eltérd voltara, de
feltételezhetben az eltéré funkcid miatt is mas lehet a szerkezetiik, de ez tovabbi

vizsgalatot kivan, amihez mar molekularis biologiai modszerek sziikségesek.

5.3.4 In vivo eredmények

Itt az in vivo kisérletek eredményeit k6zlom, hogy bemutassam, hogy az in vitro mért
értékek egyezést mutatnak az in vivo mért értékekkel. Tehat az altalunk alkalmazott

kisérleti modszerek és koriilmények megegyeznek, vagy legalabb is jelentésen nem térnek
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el az €16 novényben taldlhatdo koriilményektdl. Az in vivo kisérletekhez is egy hetes
buzandvényeket haszndltunk, melyek 24 o6raig voltak aluminium-kloridot tartalmazo
tapoldatban. Ebben a kisérletben a ndvények eltéré aluminiumion koncentracioknak voltak

kitéve.
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22. abra: in vivo Al kezelés hatdsa a hajtasban talalhatoé GS-ra. A jelolt értékek harom
mérés atlagat és azok szordasat mutatja. Az 50 és 100 uM-os kezelés p<0,05 szignifikancia

szint mellett eltérést mutat a kontroll kezeléstol.

A 22. abran lathatdo, hogy az egyhetes buzanovényekben a GS aktivitasa
megnovekszik az AICl; kezelés hatdsara. Tehat a ndvények reagaltak az aluminium

komplex jelenlétére, mégpedig olyan modon, mint ahogy azt az in vitro kisérletben lattuk.

Annak bizonyitdsara, hogy a nodvényekbe ténylegesen bejut az aluminium, a
novényeket suly allandoésagig szaritottuk, majd ugyan csak ICP-AES technikaval

meghataroztuk azok fémion tartalmat.
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23. abra: in vivo Al kezelt buzandvények hajtasanak az aluminium tartalma. A jelélt
értékek harom mérés dtlagat és azok szordsat mutatja. A kontrollhoz képest mindhdrom

kezelés eltérést mutat p<0,001 szignifikancia szint esetében.

23. abran lathatjuk a névények hajtdsanak az aluminium tartalmat. Mar az alacsony
10 uM-os kezelés hatdsara is tapasztalunk a hajtasban Al felhalmozddést. Tehat az képes
atjutni a buza névények sejtfalan és sejtmembranjan. Megfigyelhetd, hogy nincs linearis
kapcsolat az alkalmazott koncentracid és a szovetekben mért fémtartalom kozott. Ennek
oka a kiilonb6z0 iontranszport folyamatokban keresendd. Elmondhato tehat, hogy az
aluminium nem passzivan keriil a ndvénybe, hanem feltehetdleg szabélyozott miikodésii
ioncsatornakon, illetve a névényben taldlhaté mas ionok mennyisége is meghatarozo lehet.

Tovabbi vizsgalataink soran a magnéziumionnal valé kapcsolatot is megnéztiik.
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24. abra: in vivo Al kezelt fiatal buzandvények hajtisanak a magnézium tartalma. A jelolt
ertékek harom mérés atlagat és azok szorasat mutatja. A 10 és 100 uM-os kezelés

szignifikans eltérést mutat a kontroll kezeléstol p<0,05 szignifikancia szintel.

A 24. abran a hajtadsok magnéziumion tartalma lathato. 100 pM-os aluminium
kezelés hatasara, ha nem is jelentdsen, de csokkent a magnézium tartalom. Ez az eredmény
is Osszefliggésben all az in vitro kisérletekkel, mivel a GS magnézium tartalma is csokkent
a kezelés hatasara. Feltehetéleg nem csak a GS magnéziumion tartalom valtozéasa jatszik
szerepet a hajtds fémion tartalom valtozasaban, de mivel a hajtasban jelentds
mennyiségben talalhato plasztidikus glutamin szintetaz, igy az enzim fémionkd6td affinitasa

is szerepet jatszhat a kialakult kisebb magnézium koncentracionak.
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6. Eredmények értékelése

Kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy az abiotikus stresszhatasok koziil a
vizhidny ¢s az aluminiumstressz milyen hatdssal van a buzandvények nitrogén
anyagcseré¢jében fontos szerepet betoltd glutamin szintetdz enzimre. Célunk volt, hogy a
teljes GS illetve csak az egyes izoenzimek mennyiségi valtozasait nyomon kovessiik. De
ezekkel a vizsgalatokkal kapcsolatosan megnéztik a szén anyagcserében, a
fotoszintézisben fontos Rubisco valtozasait is a szarazsagstressz alatt, igy keresve az
Osszefiiggést a szén ¢és nitrogén metabolizmus valtozasai kozott. Az aluminiumstressz
vizsgalataiban pedig kiilon figyelmet forditottunk az enzim kinetikai valtozasaira és ezzel
parhuzamosan a fémiontartalmara is. De meghataroztuk a ndvényi szervek aluminium és

magnézium tartalmat is.

Munkank soran a vizhidnyos koriilmények kozott a kalaszold ndvényeket vizsgaltuk,
mig az aluminiumstressz esetében pedig fiatal, egy-kéthetes novényeket. Mindegyik
esetben a novények fehérjetartalmat megmértilk, ezen kiviil megvizsgaltuk a GS
enzimaktivitasat a levelekben, illetve nativ poliakrilamid gélelektroforézissel és western
blot-tal az izoenzimek mennyiségi valtozasait is. Az aluminiumstressz esetében pedig
meghataroztuk a glutamin szintetdz fémion tartalmat ICP-AES technikaval és szintén

megmeértiik az enzimaktivitas valtozasokat és kinetikai gorbéket is felvettiink.

6.1 Szarazsagstressz

A mezdgazdasagi termesztésbe bevont ndvények hozaméanak mennyiségi és
elkezdték szelektdlni a nemesitdk a novényeket a szarazsagtiirésre is. A leggyakoribb
megfigyelt ¢élettani tulajdonsagok a kovetkezok: sztéma konduktancia, mely a
gazcserenyilasok nyitottsagarol ad informaciot, a levélhdmérséklet, ami a parologtatassal
fligg 0ssze, fotoszintetikus kapacitas, korai érés, kései dregedés (stay-green), kukoricanal a
pollen képzés és a bibe kibjas kozotti idétartam (ASI) esetében a rovidebb intervallum a
kedvezd, keményitd elérhetdsége az embrid szdmara, gyokér hossz, stressz fehérjék
akkumulacidja (Cattivelli és mtsai. 2008). Ha ezeket a tulajdonsagokat atnézziik, akkor
lathatjuk, hogy ezek egy része a novény oOregedésével van kapcsolatban. Egyébként
nemcsak a direkt vizhidny van hatéssal ezekre a folyamatokra, hanem az ozmotikusstressz
is, pl. NaCl kezelés is fehérje lebontast indukal, a nitrogén anyagcsere megvaltozasat

okozza (Debouba és mtsai. 2006, Zhu €s mtsai. 1998).
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Az aszédly sordan a novények termésveszteségének hatterében a stressz indukalt
levéloregedés all. A nagyon hamar meginduld levélsargulas, leszaradas akadélyozza a
megfeleld szemfeltotltddést. A levelek, de foleg a zaszloslevél nitrogén tartalma, aminosav
szintje, GS aktivitdsa meghataroz6 a szemfeltoltddés idoszaka alatt. A novények nitrogén
asszimildcidja €s reasszimildcidja drasztikusan megvaltozik a szeneszcencia sordn és ez
komoly hatassal van a termésbe jut6 tapanyagok mennyiségére (Kichey és mtsai. 2006). A
széndioxid megkotéséért felelds enzimek aktivitasa lecsokken, de a kiillonbozd tapanyagok
(elsésorban a makro tdpelemek, aminosavak, cukrok) transzportjaért felelds folyamatok
felerdsodnek. A levél oOregedési folyamata soran az els6 megfigyelhetd jelenség a
fotoszintetikus aktivitas csokkenése és a kloroplasztisz degradacidja (Noodén ¢és mtsai.
1997). A kloroplasztisz nemcsak a fotoszintézisben résztvevd fontos sejtorganellum,
hanem ebben a sejtszervecskében torténik a megkotott nitrogén raktarozésa is. A novény
0ssz nitrogéntartalmanak 70-80%-a van jelen a kloroplasztiszokban. A fotoszintetikus I. és
II. rendszerek pigmentjei, fehérjéi koriilbeliil az kloroplasztisz 6sszes nitrogén tartalméanak
30%-at adjak, a Rubisco pedig tobb mint 50%-4at. De a ribuléoz 1,5-bifoszfat
karboxildz/oxigendz nemcsak a nitrogén anyagcserében jatszik szerepet, hanem
természetesen a széndioxid megkotése altal a szén anyagcserében is (Evans 1989, Makino

¢s Osmond 1991).

A levél fejlodése tobb fazisra oszthatdo. Az asszimildld szakaszabol az Oregedés
szakaszaba vald belépés azonban csak néhany évtizede kutatott teriilet. Arabidopsisban
irtak le koran oregedd (sarguld leveld, Un. ,leaf-yellowing”) egyedeket. Ezek a vonalak
magas fehérje és szabad aminosav szinteket mutattak a vad tipusokhoz képest.
A szeneszcencia kezd6 1épése minde esetben a fehérje degradacié novekedése, ami egyiitt
jar a citoplazmatikus glutamin szintetdaz izoenzim (GS1) és a glutamat dehidrogenaz
(GDH) génjeinek expresszidjaval és ezek enzimaktivitdsanak novekedésével (Diaz és
mtsai. 2008, Masclaux és mtsai. 2000). Arabidopsisban az oregedd rozetta levelekben mar
leirtdk a citoszolikus €s a plasztidikus glutamin szintetaz eltéré génexpressziojat. A GS2
mennyisége lecsokkent, de a GS1 megmaradt, vagy kismértékben emelkedett (Bernhard és

Matile 1994).

A szeneszcencidlis kloroplasztisz degradacié egyszikii ndvényekben mindig az also,
legiddsebb, levelekben kezdddik és utoljara a zaszlos levél 1ép be az dregedési folyamatba
(Wiedemuth ¢és mtsai. 2005). Ennek sordn megkezdddik a szintestek lebontasa.

A kloroplasztisszal ellentétben a mitokondrium a levél oregedés legvégsd szakaszaig
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teljesen intakt marad (Smart 1994). A fehérjék és klorofill molekuldk enzim rendszerek
(példaul endopeptiddzok altal) altal szabalyozott lebontdsa megy végbe a kloroplasztiszok
degradéciojakor (Yamauchi és mtsai. 2002). Kisérleteinkben a Rubisco mennyiségi
valtozasait is nyomon kovettiik. Az eddigiek alapjan elmondhatd, hogy az Osszes oldott
fehérje koncentracid csokkenése €s a nitrogénanyagcsere egyes enzimeinek (pl. glutamin

szintetaz) allapota megfeleld indikatora a levéloregedésnek.

A szakirodalomban nagyon kevés az olyan vizsgalat, ahol az egymas alatt 1évo
levelek allapotat hasonlitjak 0ssze egy-egy stressz folyamatban, legtobbszor csak a zasz16s
levél allapotat vizsgaljak. Ebbdl a szempontbél munkdnk hidnypétlé a ndvényi
stresszélettan terliletén. Figyelmet forditottunk arra, hogy a két nemzetkozi fajta
esetében (Plainsmann V és Cappelle Desprez) a kalasz alatti négy levelet, a tobbi
genotipus esetben pedig a kalasz alatti két levelet vizsgaltuk és hasonlitottuk ossze.
Ezzel a szekvencidlis Oregedési mintazat valtozasait kdvettik nyomon kontroll és
vizhidnyos koriilmények kozott. Belsd szignalok, Ugy mint a ndvényi hormonok
megvaltoztatjdk a metabolikus folyamatokat és a ,sink-source” viszonyokat, azaz a
tapanyag szallitasi tendenciakat, aminosavak, cukrok eloszlasat, a novényi szervezetben.
Szamos publikacié foglakozik a megvaltozott hormonszintekkel, fotoszintetikus aktivitas
valtozasokkal, szénhidrat tartalom valtozassal és specialis szigndl molekulak jelenlétét is
detektaltdk az 6regedés folyamataban, mint példaul a reaktiv oxigén gyokok (Wiedemuth
¢s mtsai. 2005). Az éaltalunk vizsgalt ndvényeken megtortént a levelek relativ
viztartalmanak mérése, a gyokér és hajtads abszcizinsav és malondilaldehid tartalménak
meghatarozasa, illetve bizonyos gének expresszids valtozasainak detektdldsa mas kutatok
altal is (Csiszar és mtsai. 2012, Gall¢ ¢és mtsai. 2009, Guoth és mtsai. 2009 és 2010, Secenji
¢és mtsai. 2010, Tari és mtsai. 2010).

Munkénk soran a glutamin szintetdz aktivitasbeli és mennyiségi valtozésait kovettiik
nyomon 0ntézott és vizhianyos koriilmények kozott a kalaszold buzandvény kiillonbozo
levélemeletein. A vizsgalt élettani iddszak a viragzas utani kilencedik nap volt. Ekkor a
levelekben mar megindulnak az 6regedési folyamatok, illetve ez a szemfeltoltddésnek is az
1doszaka. A GS kloroplasztiszban €s a citoszolban elhelyezkedd izoenzimjeinek valtozasat
is megnéztiik, valamint ezzel parhozamosan az Osszes oldott fehérje koncentraciot és

Rubisco mennyiséget is megvizsgaltuk.
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A viragzas utani oregedési folyamatok az oOntozott novényeknél is
megfigyelhetoek voltak. A legfiatalabb zaszloslevéltol a legidésebb also levélig
fokozatosan csokkent a fehérje tartalom, ezzel parhuzamosan a Rubisco tartalom is.
A glutamin szintetaz aktivitasok is a szeneszcencia eldrehaladasaval csokkent. A
western blot vizsgalatok is eldszor a kloroplasztisz degradalodasat mutattak ki, ugyanis a
plasztidikus GS2 izoenzim mennyisége csokkent, majd tlint el teljesen az alsobb,
oregebb levelekbdl. A citoszolikus GS1 mennyisége nem csokkent, sét Kismértékii
novekedését is tapasztaltunk. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a két izoenzim eltérd
szabalyzas alatt all. Az itt leirtak megfelelnek az egysziklieknél altalanosan leirt
szekvencialis szeneszcencianak (Wiedemuth és mtsai. 2005). Amit fontos kiemelni, hogy
ontozott koriilmények kozott mindegyik buza genotipus esetében ezt az oregedési
mintazatot figyeltiik meg. Az egyes levelek eltéré idoben, de egymas utdn, szabalyos
sorrendben 1éptek be a degradacios folyamatba. Annyi kiilonbséget taldltunk a fajtak
kozott, hogy a Plainsman V, Mv Emese ¢s Kharchia esetében fehérje koncentracié és a

glutamin szintetdz aktivitas csokkenése meredekebb volt a tobbi fajtahoz képest.

A ndvények kozott egyértelmii eltérés mutatkozott a szemfeltoltddési iddszak alatt
vizhidny hatdsara. Szakirodalom alapjan tudjuk, hogy a bliza végsé hozam paramétereit
jelentésen befolyasolja ilyenkor a széls6séges kornyezeti paraméterek (Barnabas és mtsai.
2008). Az is elmondhat6, hogy a vizhiany indukalt levélszeneszcenciat az ABS szint

emelkedése és Cys-protein kindzok megjelenése inditja be (Pic és mtsai. 2002).

A kalaszol6 buzdk relativ viztartalma 10-15%-kal csokkent a szenzitiv €s tolerans
genotipusokban is a szdrazsagstressz hatdsara (Gallé és mtsai. 2009). Ahogy a ndvények
allapotan is latszott mar a virdgzas utani kilencedik napon, ugy a kaldszban 1évd
szemszam, szemtomeg és ezerszem tomeg is csokken a szenzitivként leirt genotipusokban
(Guoth és mtsai. 2009). A vizhidny sordn a Plainsman V fajta sokkal nagyobb zold
feliilettel rendelkezett, mint a Cappelle Desprez. A zészloslevelek is a vizsgalat napjan
z6ldebbnek mutatkoztak a rezisztensnek tartott fajtdkban. Ez a ,stay-green” allapot
meghatarozo6 a termésmennyiség szempontjabol. Minél tovabb marad zold a zaszlos levél,
annal tobb tiapanyagot képes a kaldszban 1évé magokhoz eljuttatni. A késleltetett
szeneszcencia €s a megnovekedett nitrogén asszimilacid kozott a kapcsolat egyértelmil.
Mind a termés mennyiség €s stabilitds nagyobb szarazsagstressz alatt is a tovabb zdlden
marad6é novényekben (Bézinger és mtsai. 2002, Royo és mtsai. 2004). Durum buza

esetében a késletetett Oregedést mutatdé mutinsok esetében 10-12%-kal nagyobb
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szemtOmeget mértek, bar nem mindegyik mutansnal mutattak ki magasabb
nitrogéntartalmat is (Spano ¢és mtsai. 2003). A tobbi fajtanal is megfigyelhetd volt ez a
fenotipus valtozatossdg. A szarazsagstressz alatt két eltéré oregedési folyamatot
figyeltink meg. A Cappelle Desprez, GK Elet, Kobomugi esetében nem szekvencislis
oregedést tapasztaltunk. A zaszloslevelekben hamarabb megindult a fehérje
degradacio, mint a kalasz alatti masodik levélben. Ezzel parhuzamosan a Rubisco
mennyisége is csokkent. A normalis oregedési sorrend felborult. A toleransnak leirt
fajtadknal (Plainsman V, Mv Emese) és a Kharchia tjfajtindl azonban nem lattunk
szamottevo eltérést a vizhiany hatdsara. A szekvencidlis oregedést mutattak a levelek és
ennek megfelelden alakultak a fehérje koncentraci6 ¢€s GS aktivitas valtozasok is.
A zaszloslevél maradt a legtovabb asszimilacié képes. Ezt a fotoszintetikus aktivitasi
adatok mellett a kloroplasztisz allapotarol jo informaciot adé magas GS2 mennyiség és
magas enzimaktivitas is alatdmasztja. Osszességében elmondhatd, hogy ebben az esetben

adaptalddtak a novények a vizhianyos koriilményhez.

A vizhidnyra szenzitivnek leirt fajtik esetében a menekiilé stratégia jeleit
fedeztiik fel. Az alkalmazkodas jeleit nem lattuk, hanem csak egy nagyon felgyorsult
zaszloslevél oOregedést tapasztaltunk. A fajtdk koziil valamennyire kilog a sorbol a
félsivatagi kliman ¢106, bels6 azsiai eredetli Kobomugi. Azt varnank, hogy teljes mértékben
egy adaptalodott genotipussal van dolgunk, de mégis a levéloregedési folyamatok
hasonlitanak a szenzitiv fajtdkban megfigyeltekre. S6t az egész ndvény nagyon gyors
elszaradasa jellemezte, ¢életciklusat jelentdsen lerdviditette és csak néhany magot érlelt a
kisméretii kaldszban. A GS aktivitas is nagyobb mértékben csokkent a tobbi buzafajtahoz
hasonlitva. El lehet mondani, hogy az ,,escaper” stratégia jo6 mintapéldanya a Kobomugi.
De mas vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy fokozott gyokér ndvkedést is mutat vizhidny
hatéasara, illetve a sztomazarodasi tulajdonsdgai is inkabb ,.elkeriil6” stratégiat alkalmazo
fajtakra hasonlit (Erdei és mitsai. 2002, Gallé és mtsai. 2002). Elmondhat6, hogy a
Kobomugi tobb szempontbol is rendhagyo viselkedést mutatd és tovabbi kutatasokat

igényld genotipus.

A két eltérd szarazsag indukalt oregedési folyamat hatterében Osszetett élettani
folyamatok allnak. Az eltérd hormon szintek, kiilonb6zd gének kifejezddései felelések az
adaptacioért ¢és az Oregedés folyamatban lezajlo programozott sejtdegradacidért,
sejthaldlért. A Plainsman V és Mv Emese esetében vizhiany hatasara az abszcizinsav szint

megemelkedik a zaszloslevelekben €s a szemtermésben. El6szor a zaszlos levél ABS
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szintje n60 meg a kalaszhasban allapot alatt, majd lecsokken a kalasz érésével
parhuzamosan. A Cappelle Desprez és GK Elet azonban még a meglévé ABS szint is csak
tovabb csokken a levélben, az ontdzott és vizhianynak kitett ndvények abszcizinsav
valtozasa kozott minimalis eltérés volt, ugyan azt a tendenciat mutattak. Tehat
megfigyelhetd, az a jelenség, hogy drasztikus ABS szint valtozas a levél zolden maradasat
eredményezi, mig az alland6d szinten marad6, nem ndvekvd abszcizinsav koncentracio
pedig a levél oregedésével jar egyiitt. A mi eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
fehérje degradaci®6 megeldzéséhez is sziikséges a megfeleld abszcizinsav jelenlét.
A Kobomugi menekiil6 stratégidja mas vizsgalatok kapcsan is megmutatkozott. Az azsai
sztobmazarddasa a stresszre adott valaszként sokkal hamarabb jelentkezett, mint a
Plainsman V-ben, de a klorofill fluoreszencia vizsgalatok alapjan mégis azt lehet mondani,

hogy a fénystressznek ellenallobb (Gall¢ és mtsai. 2002).

A fenti eredmények tiikrében elmondhaté, hogy a levelek teljes fehérje
koncentracioja, a Rubisco mennyisége, a glutamin szintetaz aktivitisa és a GS
izoenzimek aranya jo indikatora a novények szarazsagstressz elleni stratégiajanak. A
lebontasi folyamatok miatt csokkend fehérje és Rubisco mennyiség, a GS2 izoenzim
eltinése, illetve a GS1 novekedése mind a gyorsuld szeneszcencidra mutatd jelek.
A gyorsuld Oregedés azonban nem egyforman jelentkezett minden genotipusban.
Az adaptaciora képes fajtdkban a megmaradt a szekvencialis Oregedésre jellemzo, a
gyokértdl a kaldsz irdnydba mutatd, levél elszaradas. De a vizhianyra érzékenyebb fajtak
esetében az Oregedés a zaszloslevelekben annyira felgyorsul, hogy hamarabb
transzportalddik onnan tdpanyag a kaldszba (ndovekvé GS1 mennyiség), mint az alsobb
levelek. A kaldszban hamarabb megtorténik a szemek érése. Szaporodasbiologiai
szempontbol ez sem rossz stratégia, hiszen csira magok jonnek létre, de az ezerszem tomeg
¢s a kalaszban 1évé magok szdma elmarad a hosszabb ideig asszimilalni képes fajtaknal

mért adatoknal (Guéth és mtsai. 2009).

6.2 Aluminiumstressz

6.2.1 Kiilonb6z6 szerves savak aluminium komplexeinek hatasa a GS aktivitasara

Az aluminium a talajasvanyok egyik leggyakoribb alkotdeleme. (Delhaize és Ryan
1995) A talajoldatban is jelen van kiilonb6zd speciaciokban. A fitotoxicitdsa ezeknek az
eltéré vegyértékii és kotésallapot forméaknak (AI’*, mononuklearis, polinuklearis)

egyértelmi, bar a fiziologiai kdrositd hatasuk mértéke eltérd (Kinraide, 1990). Az Alj;
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polinuklearis forma rhizotoxicitsa tizszer nagyobb mint az Al**-¢ (Delhaize és Ryan 1995,
Kochian és mtsai. 2005, Matsumoto 2000). A ndvény szamos ¢lettani folyamatot
miikodtethet az aluminium formak semlegesitésére (Kochian és mtsai. 2005). A belsd
tolerancia mechanizmusok kelat képzésen és a karboxilat anionokkal val6 detoxifikacidval
torténik meg a szimplasztban (Barlett és Riego, 1972). A citromsavat talaltdk a

legjelentSsebb kelatoranak az Al*"-nak (Miyasaka és mtsai. 1991, Yang és mtsai. 2000).

Buzéban ezenkiviil megfigyelték az almasavat fokozott termelését az aluminium
rezisztens genotipusokban (Basu és mtsai. 1994). De mas szerves savak szerepét is
meghatdrozonak tartjak az aluminium detoxifikalasaban (Ma és Furukawa 2003, Quartacci
és mtsai. 2005 és 2007). Az altalunk vizsgalt szerves savak kivalasztasa is ezen

szakirodalmak alapjan tortént.

Az 5. tablazatban a Szegedi Tudomanyegyetem No&vénybiologiai Tanszékén

korabban (Kertész ¢s mtsai. 2002) és az altalunk is vizsgalt kiilonbozé szerves savak

.....

.....

------

egymastol jol elkiiloniilé fizikai, kémiai és ezaltal bioldgiai tulajdonsdga van, ami

meghatdrozza toxicitdsukat. Az 5. tablazat egyes celldiban az aluminiumnak ezeket a

.....

A szakirodalom alapjan tudjuk, hogy a ndvények sokféle szerves savat kivalasztanak
a gyokérzonaban. A talaj savasodasaval ezek kiilonb6zé komplexeket hoznak 1étre az ott
kioldodo fémionokkal. Az itt feltiintetett Osszetételek egyértelmii 6sszefiiggésben allnak a
vegyliletek élettani hatdsaival, toxicitdsaval. A mi kisérleteinkben a glutamin szintetdz

kinetikai valtozasai alapjan kovettiik nyomon az egyes komplexek kozotti kiilonbségeket.
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Ligand |Tejsav|Borkd-{ IDA [Alma-|Malon|Citrom| NTA | Oxal- [Szacha EDTA|NTA
sav sav | -sav | -sav sav |rat sav 3P
Koncentracio
(mol °0)
AlAH 1.23
(-2)
AlA 99.8 | 22.9
(D | (3)
AlA, 10.4
(1)
AlA; 36.6 56.8
(-3) (-3)
AlAH ; 8.7 89.7 75.9
(0) (1) (-4)
AlAH , 48.2 | 91.1 29.7 | 7.31 | 9.61 | 20.3
D [ D D122 ED
AlAH ; | 47.7 | 33.3 11.2
D | (2) (-2)
AlAH 15.7 21.4
(-4) (2)
AlAH 154
(-5)
ALAH ; 100.0
(D
ALALH 4 16.6 98.8
(-2) (-2)
Al3A4H 3| 50.8
(+3)
Al;3(OH)s3, 22.0
7
Al(OH)4 1.22 | 61.2
D | ¢D

5. tablazat: Aluminium formadk megoszlasa kiilonbozd szerves sav ligandokkal alkotott

komplexek vizes oldataban, pH 7. A zarojelben lévo szam a cellakban a komplexek netto

toltését mutatja. Az ,,A” pedig a ligandumot jeloli az elso oszlopban. Illetve a ,,H.,.” az
OH' (hidroxil csoportok) szamdt mutatja. Az értékek mol%-ban vannak feltiintetve.

(Dr. Labadi Imre adatai alapjan)
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25. abra: EDTA és szacharat Al-komplexeinek hatasa a glutamin szintetdz aktivitasdara
hajtasban és gyokeérben. zold szin: kontroll (desztillalt viz) lila: 6nmagaban a szerves

savak kék: a szerves sav aluminium komplexe

Korabbi publikalt (Kertész és mtsai. 2002) és nem publikalt vizsgalatainkban szdmos
szerves sav aluminiummal alkotott komplexének a glutamin szintetazra gyakorolt hatasat
megnéztikk. (25-29. abra) Ahogy a grafikonokon is latszik tobb csoportba sorolhatéak a
szerves savak a glutamin szintetdzra gyakorolt hatdsuk alapjan. A legszembetindbb az,
hogy a gyokér és a hajtas eltéréen reagdl, mar a kontroll esetében is. Lathatunk egy
optimalis magnéziumion koncentraciét, aminél ha tébb Mg>" van jelen, akkor mér az
aktivitas csokken, mig hajtas esetében ilyet nem latunk és egy Michaelis-Menten kinetika
szerint alakul a gorbe futdsa novekvd szubsztrat mellett. Ennek oka a GSI eltérd

aktivcentrum szerkezete lehet, és ahogy latjuk a GS1 sok esetben masképp reagal az

aluminium komplexekre, mint a hajtdsban dominans GS2, példaul a citromsav esetében.
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26. &bra: Almasav és oxdlsav Al-komplexeinek hatdsa a glutamin szintetdz aktivitisara hajtisban
és gyokerben. zold szin: kontroll (desztillalt viz) lila: 6nmagaban a szerves savak kék: a szerves sav

aluminium komplexe

A 25. abran az EDTA ¢és a szacharat szerves savak daltal képzett komplexek hatasat
figyelhetjiik meg. Ebben az esetben az enzim aktivitas novekedés kismérték, és az is csak
a gyokér esetében figyelhetd meg. Az EDTA magaban torténd alkalmazasanal a
magnéziumot is kelatolja ezért lathatdo a gorbe x tengelyen torténd elmozdulésa. Ezt a

jelenséget figyelhetjiikk meg az NTA, oxélsav €s citromsav esetében is.

A 26. abran az oxalsav és almasav hatdsat latjuk. Itt kiilondsebb enzimaktivitasbeli
eltérést nem tapasztalunk. Csak az oxalsavnal tapasztaltunk egy kismértékii eltolodast az x
tengely mentén, de a végsd aktivitasi értékek szinte teljesen azonosak hajtas és gyokér

esetén is.
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GS - Al-Malonsav [Hajtas)

GS - Al-Malonsav (Gydker)
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27. &bra: Malonsav és citromsav Al-komplexeinek hatasa a glutamin szintetdz aktivitasdra
hajtasban és gyokérben. 1V. zold szin: kontroll (desztillalt viz) lila: 6nmagdaban a szerves savak
kék: a szerves sav aluminium komplexe.

Az citromsavat és malonsavat semlegesnek talaltuk az enzim kinetikai mérései soran.

Ezeknek a savaknak az aluminiummal alkotott komplexeivel felvett enzimaktivitasi gorbék

nem, vagy csak minimalis mértékben tértek el a kontroll minta gérbéjétél a hajtasban.

Meglepd modon azonban a gydkérben nagymértékli ndvekedést lattunk. Bar a gorbék

karakterisztikdja nagyon eltérd (27. abra).

A 28. abran azokat a komplex képzd szerves savak kinetikai gorbéit gyiijtdttem

Ossze, amik a legnagyobb mértékben ndvelték a glutamin szintetdz aktivitasat hajtasban és

gyokérben egyarant.
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28. &bra: Laktat és NTA Al-komplexeinek hatdasa a glutamin szintetdz aktivitdsdara
hajtasban és gyokérben. 1. zold szin: kontroll (desztillalt viz) lila: onmagaban a szerves

savak kék: a szerves sav aluminium komplexe.

6.2.2 Az AI(IIT)NTA hatasa a glutamin szintetazra

Doktori munkdmban részletesen azonban csak az AI(III)NTA vizsgélatara
Osszpontositottunk. Az elsé ¢s talan legfontosabb megfigyelés, amit tettiink, hogy a
AI(III)NTA komplexével kezelt enzim kivonatok gélelektroforézis eljardsa utdn is
tartalmaznak AI’’-t. A glutamin szintetizhoz erdésen kotédik az aluminium. Az
enzimaktivitas valtozas pedig azt valoszinlsiti, hogy a fehérje aktivcentrumdban 1évé fém
kotohelyekhez kapcesolédik. Illetve a GS tartalmu gélszeletek ICP-AES analizise azonos
fémion tartalmakat mutatott a kontroll és az aluminium kezelés esetében, 28,2+3,5 és
32,3+£3,1 nmol. Az aluminium kezelés soran a GS meg0rzi nativ, aktiv formajat, ezt a nativ
gélelektroforézis eredményei mutatjadk, a GS futasi tulajdonsidgai megegyeznek a

kezeletlen, kontroll minték futasi tulajdonsagaival.
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29. &bra: Borkdsav és IDA Al-komplexeinek hatasa a glutamin szintetdaz aktivitisdra
hajtasban és gyokérben. 1. zold szin: kontroll (desztillalt viz) lila: onmagaban a szerves

savak kék: a szerves sav aluminium komplexe.

Az AI(IIT)NTA noveli a GS aktivitasat telitési magnéziumkoncentracio mellett.
Azonban az NTA énmagaban csokkenti a glutamin szintetdz aktivitasat azonos Mg**
koncentraciok mellett, ez annak tudhat6 be, hogy magnéziummal is komplexet képez a
nitrilo-triecetav. Az is elmondhat6, hogy nem igazi kompetitorai az NTA altal
létrehozott aluminium speciaciok a magnézium ionnak, ugyanis a gorbe alacsony
magnézium koncentracié mellett azonos lefutast, de névekvé Mg** szinten pedig latjuk az
aktivitas novekedést, pedig ekkor mar le kellene szoritnia a magnéziumnak az aluminiumot
az enzim aktivcentrumdrdl. A fehérje fémtartalom vizsgalatai ezt a megfigyelést azzal
egészitik ki, hogy a magas aluminium koncentracié mellett novekedett ndvények levelébol
szarmazd enzim is jelentés mennyiségli magnéziumot tartalmazott. Ezek a koncentracid

értékek megfelelnek a fizioldgids magnézium tartalmaknak.

Valamint az AI(III)NTA habar noveli a GS aktivitasat, mégis 6nmagaban nem
tudja miikodtetni az enzimet, hiszen alacsony magnézium koncentracional nem mériink

aktivitast. Tehat elmondhat6, hogy az enzim mikodéséhez a magnézium esszencidlis,
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nélkiilozhetetlen. A glutamin szintetdz plasztidikus izoenzimét tartalmazo gélszeletek
fémion tartalom vizsgalatai is ezt tdmasztjdk ald. Ugyanis még a magas aluminium
koncentraci6 tartalmu tapoldatban nodvekedett ndvények fehérjéjében 1is taldlunk
magnéziumot. Fontos itt még kiemelni, hogy a kinetikai kisérleteknél pH 7,2-t
alkalmaztunk, azaz a sejt fizioldgias koriilményei szerint allitottuk be a kémhatést. Ezen a
pH-n az AI(IIT)NTA stabil és oldott formdban marad, nem csapodik ki, ugyanugy mint a
novényben taladlhaté egyéb természetes szerves savak aluminium komplexei (Kochian ¢és
mtsai. 2005, Ma és mtsai. 1998). Az S. tablizat adatai alapjan lathatjuk, hogy az
AI(IITNTA a kovetkez6 speciaciokban fordul eld: AIA(OH) 89,7 mol%-ban, az AIA(OH);
9,61 mol%. Az AI(III)IDA esetében ugyan ezen a pH értéken az AIA(OH) 8,7 mol% ¢és az
AlA(OH),; 91,1 mol% ¢és nagyobb enzim aktivitasi értékeket kaptunk. Az aluminium
borkdsavval alkotott komplexében az AIA(OH), 48,2 mol% és itt az aktivitasi érték az
AI(IIHNTA ¢és az AI(IINIDA kozzé esik (29. abra). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a
megnovekedett aktivitasért az AIA(OH), forma a felelés, az enzim aktivitds novekedése

aranyos ennek a formanak a szazalékos jelenlétével.

Az in vivo vizsgdlatok megmutatjadk, hogy ténylegesen transzportalodik az
aluminium buza névényekben a gyokéren keresztiill a hajtasba. Arra vonatkozodan,
hogy ilyenkor az aluminium-klorid milyen formaban keriil szallitasra, nincsenek, csak
szakirodalmi adataink (Ma ¢és Furukawa, 2003). De ebben az esetben is enzimaktivitas
novekedést mértiink. Az aluminium koncentracié novekedésével parhuzamosan kismértékii
magnézium koncentracié csokkenést detektaltunk. Ennek oka a fehérjék eltérd fémion kotd
affinitdsdban keresendd és mérésekkel igazoltuk in vitro, hogy a glutamin szintetdz is kot
meg aluminiumot a magnézium rovasara. Tehat az in vitro kisérletek az in vivo kapott

eredményeket alaitamasztjak és megerositik.

A kapott fémtartalom eredmények ¢s az enzimaktivitasi értékek alapjan tehat azt
lehet elmondani, hogy a glutamin szintetdzban talalhatdo két fémion kotohely eltérd
affinitassal bir. Az egyik képes kotni az aluminiumot, a masik pedig nem, és az felelds az
enzim aktivitds létrejottéért (esszencialis), mig a masik csak a megndvekedett

enzimaktivitasaért.

Konluzidként elmondhat6, hogy a kiilonbozd stressz tiirése a ndvényeknek nagyon
Osszetett folyamatok Osszesége. Nem lehet csak egy tulajdonsadg vagy enzim jelenléte vagy

hianya alapjan determindlni egy-egy genotipus tolerancidjat vagy szenzitivitdsat egy-egy
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negativ kdrnyezeti hatasra. De a glutamin szintetaz képes a névény allapotarol informaciot
adni. Kozvetleniil nem felelds a stressz tlirésért, de hiien ad informaciét egy adott buza
levelek nitrogén anyagcseréjét jol tiikkrozi a glutamin szintetdz izoenzimek mennyisége és
aranya, ¢s a kloroplasztiszok intaktsdgardl, mikodésérél ¢és muikodoképességérdl is
informéciot ad a Rubiscoval egyiitt. Az aluminiumstressz esetében is indikatorként
viselkedik, de itt mar kozvetlen a szerepe, hiszen kotni képes az aluminium iont és az
aktvitds novekedést okoz. Ezeknek a tényeknek a tiikrében késobbi stresszélettani
kutatasok célpontja lehet ez az enzim és mas abiotikus vagy biotikusstressz folyamatokban

betoltott szerepe is érdeklddésre tarthat szamot.
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7. Osszefoglalas

A mezdgazdasagi termelésben nagyon fontos, hogy a ndvények megfeleld
kornyezetben tudjanak novekedni, fejlddni és termést hozni. Ezt kétféle modon lehet
elérni. Az egyik, hogy megfeleld agrotechnikaval biztositjdk a megfeleld tapanyag és
vizellatottsagot, a korokozok és gyomok ellen megfeleld vegyszerekkel védekeznek. A
masik, hogy olyan ndvényeket termesztenek, amik képesek alkalmazkodni az élettanilag
nem optimdlis koriilményekhez. Természetesen a legjobb hatasfokot a két mod
parhuzamos és megfeleld hasznélata jelenti. A ndvények kivalasztasanal fontos, hogy a
nemesités soran megfeleld ¢€lettani tulajdonsdgokra tudjak szelektalni oket. Kutatasaink
soran a novények stresszre adott valaszait vizsgaltuk a nitrogén metabolizmus egy
enzimének aspektusabol, hogy ezaltal is jobban megismerjiik és megértsiik, hogy milyen
folyamatok mennek végbe a gabonafélékben. Az itt szerzett adatokat a kés6bbiekben akar
fel tudjak hasznalni a nemesités folyamataban, illetve a tovabbi kutatasok tiikrében jobb

modelleket tudjanak feléllitani az ¢él61ények tulélési stratégidirol.

Munkénk soran azt a célt tliztiikk ki magunk elé, hogy két abiotikus stresszhatas,
mégpedig a vizhidny és az aluminium jelenléte, hogyan befolyasolja a buza ndévények
(Triticum aestivum L.) nitrogén metabolizmusaban kulcsszerepet jatszo glutamin szintetaz

(GS, EC 6.3.1.2) enzimet.

Az altalunk vizsgalt buza fajtdk a kovetkezOk voltak a szarazsagstressz esetében:
Cappelle Desprez, Mv Emese, GK Elet, Kharchia, Kobomugi és Plainsman V. Az
aluminium hatasait Jubilejnaja-50 nevii buzafajtan vizsgaltuk. A mintavétel idopontjaként
a stresszhatds szempontjabol legjelentdsebb iddszakokat valasztottuk. Ez a
szarazsagstressz esetében a szemfeltoltddési iddszak volt, mivel a terméseredményeket ez
a fejlodésiszakasz hatarozza meg leginkabb. A virdgzas utani kilencedik napot valasztottuk
ki a mérések idépontjaként. Az aluminiumstressz esetében pedig a fiatal 1 hetes
csirandvényeket vizsgaltuk. Az aluminium hatdsa mér ebben az iddszakban is jelentds a

gyokér novekedésének gatlasa miatt.
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I. Szarazsagstressz

A novényeket a szarazsagstressz hatdsdra mar szemmel lathatéan is két kiilon
csoportokra lehetett osztani. Azonban az 6ntozott koriilmények kozott nem volt eltérés a
genotipusok kozott a levéloregedés szempontjabol. A virdgzéds utani kilencedik napon
mindegyik buzandvény az egyszikiiekre jellemzd szekvencialis dregedést mutatta kontroll
koriilmények kozott. De vizhiany hatasara a Cappelle Desprez, GK Elet és a Kobomugi
felgyorsult zaszloslevél elszdradast mutatott, mig a Plainsman V, Mv Emese ¢s Kharchia

megtartotta a szekvencidlis 6regedésre jellemzd levél leszaradasi sorrendet.

A fehérje koncentracid valtozasok is két féle mintazatot mutattak. Szarazsag hatasara
a Cappelle Desprez, GK Elet és Kobomugi fajtikban a zaszléslevelekben kisebb
fehérjekoncentraciét mértiink, mint az alatta 1évé levélben. A tobbi buza genotipus

esetében a zaszloslevélnek volt magasabb fehérje tartalma.

Rubisco mennyiségének valtozasai kovették az Osszes oldott fehérje koncentracio-

valtozasokat mindegyik genotipus esetében.

Az in vitro mért glutamin szintetaz aktivitds az Oregedd levelekben drasztikusan
lecsokkent. A levelekben mért fehérje koncentracid csokkenéssel egyiitt csokkent a GS

aktivitas is.

Az oregedd levelekben a kloroplasztiszban elhelyezkedd GS2 bomlott le eldszor. A

citoszolikus GS1 mennyisége nem csokkent, egyes esetekben még novekedést is mutatott.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a GS2 jo indikatora a kloroplasztisz
allapotanak, illetve a GS aktivitas valtozasa jol korrelal a ndvény Oregedési folyamataival.
Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt buza genotipusok két eltérd
szarazsagstressz elleni stratégiaval rendelkeznek. A Cappelle Desprez, GK Elet és
Kobomugi a ,,menekiild” stratégiat alkalmazza, mig a Plainsman V, Mv Emese és a
Kharchia pedig a ,,tolerans” stratégiat. Elettani szempontbol mindkét stratégia megfeleld,
hiszen a novény szaporoddsa biztositott, de mezdgazdasagi szempontbol az utdbbi a

kedvezo.
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II. Aluminiumstressz

Az aluminium klorid savas kémhatdson a buzandvény, elsésorban a gyokér

novekedését gatolja, de nagy koncentracié esetén mar a hajtas novekedése is sériil.

A buza levelébdl izolalt glutamin szintetazra az altalunk vizsgalt szerves savak
tobbféleképpen hatnak. Ennek hatterében a pH 7,5-6s kémhatdson megjelend kiilonb6zd
aluminium formak allnak. A vizsgalataink alapjan a GS-re az AIA(OH), forma hat aktivitas

novelden. (Az A az adott szerves savat jeldli.)

Az in vitro az AI(II)NTA a GS aktivitdsdit ndveli novekvé magnéziumion
koncentracio mellett. Kimutattuk, hogy az aktivitds novekedést az aluminium kozvetlen €s
erds kotddése okozta. A glutamin szintetaz két fémkotdhellye koziil az egyik specifikusabb
ahhoz csak Mg”" tud kotédni, de a masik kotShely affinitdsa kisebb. A magnéziumion

jelenléte mindenképpen sziikséges a GS miikddéséhez.

In vivo kimutattuk, hogy az egyhetes buzandvények aluminiumot képesek felvenni a
tapoldatbol €s a hajtasba transzportalni, ahol szintén a GS aktivitds novekedését mutattuk

ki.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a glutamin szintetdz a ndvényvilagban a
széarazsag ¢s fémion kotohellyel rendelkezd fehérjeként a fémstresszben is fontos szerepet
jatsz6 enzim. Kutatdsaink zardszavaként kijelenthetjiik, hogy a GS indikéator szerepének
fontossagat a késobbi kutatdsok soran vagy gyakorlati alkalmazéasok fejlesztésekor (pl.
egyes novény genotipusok tolerancidjanak tesztelése, vagy toxikus aluminium jelenlét

kimutatasa) figyelembe kell venni.
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8. Summary

The quantity and quality of crop yield depends on the stress resistance of plants. On
the one hand, plants require adequate agrotechniques, optimal supply of nutrients, minerals
and water; and protection against weeds and causative agents of diseases for the improved
yield. On the other hand, we need plants that are adapted to non-optimal environments. Of
course the parallel application of both strategies yields the best result. The analysis of the
stress responses is important in the selection of plants. In our study we have investigated
the drought and aluminium stress responses in wheat (7riticum aestivum L.) from the

aspect of the nitrogen metabolism and glutamine synthetase (GS, EC 6.3.1.2).

Our drought stress experiments were carried out on two Hungarian and four
internationally known wheat genotypes: Triticum. aestivum L. cv. MV Emese, a drought-
resistant Hungarian cultivar, 7. aestivum L. cv. GK Elet, a drought-sensitive Hungarian
cultivar, 7. aestivum L. cv. Plainsman V, a drought-resistant North American cultivar, the
drought-sensitive French 7. aestivum L. cv. Cappelle Desprez and two special landrace
breeds, Kobomugi and Kharchia. Kobomugi is a facultative spring landrace derived from
inner Asia (China, Central Deserts); Kharchia is a tall, Indian landrace wheat cultivar. The
breeding pedigree analysis showed a closer genetic relationship between the two
Hungarian cultivars: similar ancestors were found, and the difference in drought
susceptibility was clearly established. The aluminium treated plants were two-week old

seedlings of 7. aestivum L. cv. Jubilejnaja-50.

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the main crops consumed by humans and it is
cultivated in different environments. Under the temperate zone early summer droughts are
increasingly frequent and limit grain yield since they coincide with the grain filling period
of most cereals, including wheat. The most important parameter of wheat for which
genotypes are screened during the process of breeding is the grain yield. But determining
grain yield is time-consuming, as wheat plants have to be bred until the maturity of the
grains. Therefore the selection would be time and energy saving, if a standard test system
were worked out based on the correlations of certain physiological parameters and the

drought tolerance and grain yield.
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The main goals of this Ph.D. work were the following:

- How do the sink-source relations change under drought stress in sensitive and
tolerant wheat genotypes?

- What are the connections between carbon and nitrogen metabolism under
drought stress?

- How does the activity, amount and isoenzyme ratio of under drought stress?

- What is the effect of aluminium in wheat seedlings in acidic environment?

- Does aluminium have a direct influence to the glutamine synthetase?

- What is the effect of AI(III)NTA on glutamine synthetase?

- Does glutamine synthetase have a general role in abiotic stresses?

Drought stress

Water stress has a considerable impact on the ecosystem and agriculture. Drought
during the grain filling period reduces photosynthesis, induces early senescence and
shortens the grain filling period. Wheat shows a sequential type of leaf senescence. During
the growth of the plant, new leaves are successively formed at the top, and pass successive
developmental stages; from maturation up to the last phase of senescence including cell
death. In monocarpic plants, developing grains represent the most important sink for

carbon and nitrogen and other nutrients after anthesis.

Early studies have showed that glutamine synthetase (GS) is widely distributed in the
plant body and occurs in two major forms, one in the chloroplast (GS2) and one in the
cytosol (GS1). GS plays a central role in nitrogen metabolism and there are multiple
regulatory controls at the gene and protein level to modify its activity. The expression of
GS1 is enhanced in later stages of flag leaf development, which may facilitate the recovery
of N during senescence and also signal to the plant that the conditions are right for
successful seed filling and maturation. During the vegetative stage, GS2 is the pre-
dominant isoenzyme in the leaf mesophyll cells, where it assimilates ammonia originating
from nitrate reduction and photorespiration. GS1 is responsible for the generation of
glutamine in the remobilization of nitrogen via the phloem. Because of the severe
reduction in biomass production during the vegetative stage, there is a shortage of nitrogen
and carbon assimilates in senescing source organs, which causes a limitation of
remobilization into sink organs. Thus, severe reduction in grain filling could occur in the

knockout mutants. Immunolocalisation studies in rice have shown that cytosolic GS has
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multiple metabolic functions such as assimilating ammonia into glutamine for transport
and distribution throughout the plant. Anthesis triggers the start of global changes in wheat
leaf metabolism characterized by the co-ordinated and gradual decline of RNA, soluble
proteins, chlorophyll, Rubisco subunits and GS2. There is a correlation between the
amounts of leaf chloroplastic GS and Rubisco protein during senescence, which suggests
their co-ordinated regulation during grain development and filling in wheat. Studies on
natural and induced senescence in leaves have identified a co-ordinated sequence of

biochemical and structural events in chloroplast degradation as well.

Wheat is one of the main crops consumed by humans and it is cultivated in different
environments. In this study we observed four tolerant (MV Emese, Plainsman V, Kharchia,
Kobomugi) and two sensitive (GK Elet, Cappelle Desprez) genotypes, which are widely
used in agriculture. We examined protein, Rubisco and GS amounts and activities in leaves
during the grain filling period in search for the traits that ultimately induce sequential
senescence and the stay-green stage.

In our work, the total protein content of the leaves, measured at the 9th DPA (days
post anthesis), decreased with the age of leaves in all well-watered plants. Under drought
stress, the protein content gradient changed in the sensitive cultivars: protein content in the
flag leaf was lower than in the older leaf. However, the protein contents measured in leaves
of tolerant genotypes followed the same tendency as well-watered plants.

The well-watered and drought stressed individuals of stress resistant breeds
(Plainsman V, MV Emese, Kharchia) showed the same senescence pattern, while in the
sensitive genotypes (Cappelle Desprez, GK Elet), the protein contents of the flag leaf

decreased earlier than in the older leaves during drought stress.

Our results are in agreement with previous experiments. Rubisco starts to be
degraded 8-10 days after anthesis and releases amino acids that are further translocated to
the seeds. During this period the total GS activity of the flag leaf decreased. It is likely that
the decrease in GS2 protein is partly responsible for the decrease in total leaf enzyme
activity. The total protein and Rubisco contents of leaves decrease in senescing tissues.
The wheat senescence is sequential. In the old leaves the assimilating processes shut down
earlier than in the younger leaves. The gradient of the protein content and GS activity is
steeper in the tolerant breeds than the sensitive ones. Under water deficit stress we noticed
two different modes of senescence. We measured the enzyme activities and protein

contents in drought stressed plants in different genotypes. Under drought the order of leaf
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senescence collapsed in sensitive breeds, and the gradient of the decrease of protein
content was steeper. The normal order of senescence ceased in these breeds and an
irregular senescencing process started. In the tolerant genotypes, drought stress did not lead
to a significant deviation in the total protein content and GS enzyme activities. Drought
stress simply accelerated the senescence, but the sequentiality was preserved. The extent of
this acceleration may refer to the degree of tolerance. In summary, the tolerant breeds were

able to adapt to drought circumstances (water potential, photosynthesis, etc.).

The sensitive breeds could not adapt to the drought and their strategy was to escape
drought stress with faster crop development, therefore the nutrients were transported from
the flag leaf to the seeds. So from the flag leaves the nutrients were saved to the seeds. The
normal gradient of senescence collapsed and the youngest leaves were degraded: the flag
leaf converted to a catabolic source before the conversion of the older leaves. This
untimely senescence of the flag leaf is the indicator of drought stress sensitivity. They

could only develop crop under drought.

The Kobomugi genotype originates from a semi-arid region from inner Asia.
Parameters of the senescence process were similar to the sensitive genotypes. This breed
could not develop much crop, only a few seeds per plant. The whole plant shrivelled, and
its lifecycle was very fast. We found a drastic decrease of the GS activity in the flag leaf
under drought stress. This is in agreement with previous experiments showing that

Kobomugi tends to be a drought stress escaper.

Overall, the total protein content, GS enzyme activities and the presence of GS
isoforms together are good indicators of drought stress tolerance of wheat cultivars. The
increasing ratio of cytoplasmic and chloroplastic GS, the decomposition of protein content,
mainly Rubisco, are the signs of accelerated senescence induced by water deficit. A
moderate drought can accelerate grain filling too. This acceleration of senescence is found
in drought tolerant wheat cultivars. In drought-sensitive ones, however, the function of the
last assimilatory source, the flag leaf, ceases and it is converted to a catabolic source,
which supplies the developing grain for a shorter time. With these parameters the distinct
survival strategies of different wheat cultivars can be clearly revealed. The physiological

differences are well reflected in the different senescence processes.
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Aluminium stress

Acidification of soils may release water soluble, toxic aluminium species from clay
minerals. Al interferes with a wide range of physical and cellular processes. Glutamine
synthetase (GS, EC 6.3.1.2) is the key enzyme of primary N assimilation, as well as
ammonia reassimilation and detoxification. Plant GS requires two magnesium ions per
subunit for activity, which makes GS a potential target of metal stress. The objective of
this investigation was to prove that Al from an organic metal complex is able to activate
GS, and Al becomes bound to the polypeptide structure of the GS molecule.
Aluminium(IIl)—nitrilotriacetic acid complex (AI(II[)NTA) activated the GS prepared from
wheat (Triticum aestivum L.) leaves, as AI’" did in vivo, but could not functionally
substitute magnesium ions, which were also necessary for the activity in the in vitro GS
assay. GS2 was isolated by non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis, and the Al
and Mg content of the enzyme was determined by inductively coupled plasma atomic
emission spectroscopy. The GS octamer remained intact and contained Mg®" bound to its
specific sites after the electrophoretic separation. Al was detected in the AI(II)NTA-
treated sample bound to the structure of the enzyme protein, potentially occupying one of
the specific metal-binding sites of the subunits. Our results indicate that the activator effect
of the AI(IIT)NTA complex is because of specific binding of aluminium to the polypeptide
chain of GS2; however, the presence of magnesium at least on one of the metal-binding

sites is essential to the active state of the enzyme.

The positive effect of organic AI(IIT) complexes on the glutamine synthetase activity
depends on the speciation of the AI(III) complexes. Our study concludes, that the
AIA(OH), form of AI(III) complexes is the most effective species in GS assays.

In summary, our results indicate that A’ taken up by roots from the acidic nutrient
solution can reach the leaf cells and there it can increase the glutamine synthetase activity
in vivo. In our model experiment AI(II[)NTA complex activated the isolated GS in vitro. In
both cases, the activation is because of specific binding of aluminium to the polypeptide
chain of GS2, however presence of magnesium at least on one of the metal-binding sites is

essential to the active state of the enzyme.
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