Doktori (PhD) értekezés tézisei

A buza (Triticum aestivum L.) glutamin szintetaz enzim
viselkedése abiotikus stresszfolyamatok (a szarazsag- és az

aluminiumstressz) soran

Keszitette:
Nagy Zoltan

Temavezeto:
Dr. Pécsvaradi Attila
egyetemi docens

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
Természettudomanyi és Informatikai Kar
Novénybioldgiai Tanszék
Bioldgia Doktori Iskola

Szeged
2013.



Bevezetés

A glutamin szintetdz a nitrogén anyagcsere egyik kulcsfontossdgli enzimje az
¢lélényekben. Megtalalhato a prokariotaktol kezdve a legfejlettebb eukaridta szervezetekig,
gyakorisadga ¢s funkcidja miatt nélkiilozhetetlen fehérje. Meghatarozo szerepe van a termés
mennyiségének ¢s mindségének alakulasdban a mezdgazdasagilag fontos ndvényeknél, ahol
két izoformdjat talalhatjuk a glutamin szintetdznak (GS, 6.3.1.2). A GS1 a citoszolban
helyezkedik el, elsddleges szerepe az aminosav anyagcserében van, mig a kloroplasztiszban
lokalizalodo GS2 pedig a fotorespiracid soran keletkez ammonia megkotését végzi el. Az
eddigi kutatasok tiikrében el lehet mondani, hogy mind a szdrazsag mind az aluminium stressz

esetében lehet szerepe ennek a fehérjének.

A mezdgazdasagi termelés legfontosabb korlatozd tényezdi a kedvezdtlen kdrnyezeti
tényezok. Ezeket a novekedés €s termésérlelés szempontjabodl karos hatdsokat dsszefoglaldan
stresszfaktoroknak nevezziik. Doktori munkamban két abiotikus stressz, a vizhidny ¢és az
aluminium jelenléte, hatasat vizsgaltam meg buza névény (Triticum aestivum L.) esetében a
glutamin szintetdz enzim vonatkozasaban. A kenyérbuza az emberi ¢lelmezés egyik alapvetd
fontossdgl gabonaja. A magyarorszagi mezdgazdasagi termelésbe bevont teriiletének is a
nagy részét a buiza vetésteriilete teszi ki és nem csak az emberi élelmezésben, hanem az allati
takarmanyozasban betoltott szerepe is nagy. A nemesités soran fontos szempont lett a
termésmennyiség novelése mellett a stresszhatdsokkal szembeni ellendllosag is, illetve a

sz€lsOséges koriilmények kozott a minél kisebb termésveszteség elérése.

Célkitizeések
A glutamin szintetdz kulcsszerepet jatszik a ndvények nitrogén metabolizmusaban,
fontos szerepe van a novekedési €s Oregedési folyamatokban egyarant. Mivel a kornyezeti
faktorok jelentdsen képesek megvaltoztatni a ndvény fiziologiai allapotat, ezért fontos ezzel
az enzimmel alapkutatasi szinten is foglalkozni. Kisérleteink célja az az volt, hogy buza
novények (Triticum aestivum L.) kiilonbdzd genotipusaiban megvizsgéaljuk szdrazsag ¢és
aluminium stressz alatt a glutamin szintetdz mennyiségi, aktivitdsi és enzimkinetikai

valtozasait.



Vizhiany sordn a ndvény Oregedési folyamatai felgyorsulnak. Az egyéves egyszikil
novényekre altaldban a szekvencialis dregedés jellemzd optimalis koriilmények kozott. Azaz a
levelek a gyokér felol a termés felé¢ haladva, a hormonok altal szabélyozott ,,sink-source”
viszonyoknak megfeleléen, fokozatosan Iépnek be az Oregedési folyamatba. Az elhalo
levelekbdl folyamatosan szallitddnak a tapanyagok a kaldsz iranyaba. Kisérleteinkben tobb
buza genotipus oregedését kovetjiik figyelemmel 6ntdzott és vizhidnyos koriilmények kozott.
Mivel a buza terméshozama a virdgzaskor a legérzékenyebb a kornyezeti hatdsokra, ezért Ggy
allitottuk be a kisérleti rendszert, hogy a ndvények virdgzasakor kezdtiik meg a szarazsag
stressz eldidézését ellendrzott koriilményeket biztositd tiveghazban. A ndvényekben végbe
mend valtozasokat az dregedd levelekbdl vett mintak vizsgalataval kovettilk nyomon. Mértiik
a levelek fehérje tartalmat, nativ poliakrilamid gélelektroforézissel a Rubisco tartalmat
vizsgaltuk. A glutamin szintetdz aktivitasat is mértiik illetve western blot analizissel az

izoenzimek mennyiségének aranyat is meghataroztuk.

A GS bivalens fémionokat kot enzim, érzékeny a fém stresszre, ezért is érdemes
vizsgalni a GS és a fémionok kapcsolatat. Az Al(II) eddig ismert kémiai természete (vizes
oldatokban tapasztalhaté bonyolult és nehezen reprodukélhato viselkedés) miatt viszonylag
kevés informacidval rendelkeziink hatdsanak pontos mechanizmusardl. Az AI’* a legtobb
esetben toxikus az él6lényekre. A legtobb ndvény miikddtet a szervezetében valamilyen
rendszert, amivel el tudja keriilni az aluminium karos hatésait. Az egyik ilyen stratégia az
aluminium komplexbe vonasa kiilonb6zé szerves savakkal. Egyes aluminium komplexek in
vitro aktivaljak a GS-t. Az AIIII)NTA komplex az egyik legjobb ilyen aktivatora a GS-nek.
Munkdm célja megvizsgalni, hogy az AI(III)NTA komplex milyen modon noveli a GS
aktivitasat, ennek érdekében kinetikai vizsgalatokat végeztiink. Az elsddleges cél annak
kideritése, hogy a GS képes-e aluminiumot koétni. /n vitro koriilmények kozott szeretnénk
kimutatni magnézium ¢és aluminium kotddését a GS-hez, valamint megtudni, hogy milyen
kapcsolat van az aluminium és magnézium kozott a GS-hez kotddés képességében. Ezen
kérdések megvalaszolasahoz poliakrilamid gélelektroforézist, western blot analizist,

spektrofotometrias enzimaktivitds mérést és ICP-AES technikat vettiink igénybe.
A dolgozatomban a kdvetkezd kérdésekre kerestiink véalaszt:

a) Szarazsagstressz indukalt levél szeneszcencia soran, hogy valtoznak a ,,sink-source”
viszonyok, és milyen ¢€lettani stratégiakat figyelhetiink meg a kiilonb6zd genotipusu

btza ndvényekben?



b) Milyen kapcsolat van a vizhidny okozta stressz alatt a buza ndvény szén €s nitrogén

anyagcseréje kozott?

¢) Hogy valtozik a glutamin szintetdz aktivitisa mennyisége és az izoenzimek aranya

széarazsagstressz hatdsara buza novényekben?

d) Milyen hatassal van a savas novekedési kozegben az aluminiumnak a fiatal bliza

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

f) Milyen hatdsa van az AI(III)NTA szerves sav komplexnek a glutamin szintetdzra?

Anyagok és modszerek

Novényi anyag:
Az altalunk vizsgalt kenyérbuza (Triticum aestivum L.) fajtdk a kovetkezOk voltak a
szarazsagstressz esetében: Cappelle Desprez, Mv Emese, GK Elet, Kharchia, Kobomugi és

Plainsman V. Az aluminium hatésait Jubilejnaja-50 nevii buzafajtan vizsgaltuk.

Kezelések:

A vizhidny vizsgalata esetén a kalaszolé novényeket a kontroll csoport esetében a talaj
100 %-os vizkapacitasanak 60%-ra, a stresszelt ndvényeket a 25%-ra Ontdztiik vissza a talaj
tomege alapjan. Aluminium stressz vizsgalatanal az egyhetes ndvényeket 0, 10, 50 és 100 pM
AICls-t tartalmazé tdpoldatban neveltiik egy hétig, illetve a fehérjekivonatokat az aluminium

nitrilo-triecetsav (AI(III)NTA) komplexével kezeltiik.

Fehérje kivonas és mennyiség mérés

A begyljtott levelekhez 1:3-as kivonasi aranyban adtunk hiitétt enzim extrakcids
puffert. A homogenizéalast keramia dorzscsészében kvarchomokkal végeztiik. A mintadk
fehérje tartalmat Bradford szerint (Bradford, 1976) hataroztuk meg minden ij ndvényi minta

esetén.



Glutamin szintetaz aktivitisanak mérése
A levelekben a glutamin szintetaz (GS, EC 6.3.1.2) jelenlétét, valamint aktivitasat
modositott szintetaz reakcid segitségével tudjuk kimutatni és megmérni (Rhodes és mitsai.

1975).

Nativ gélelektroforézis

A fehérjék nativ, molekulasulytol és feliileti toltéstdl fiiggd elvalasztasat Laemmli
modszerével végeztik (Laemmli 1970) poliakrilamid gélben. A glutamin szintetaz
gélbentorténd aktivitdsmérése is az igy megfuttatott gében tortént, valamint az izoenzimeket

1s szétvalasztasa igy tortént meg.

Western blot

A glutamin szintetdz izoenzimek azonositasahoz elsddleges antitestként poliklonalis
anti-GS ellenenyagot hasznaltunk. Masodlagos antitestként pedig Protein-A-t, melyre egy
alkalikus foszfatdz volt kotve, ami szinreakciot adott megfeleld szubsztratok hasznalata

mellett (Bennett és Cullimore 1989).

A novények és a glutaminszintetaz fémion tartalmanak meghatarozasa
A géldarabok ¢és a novényi részek salétromsavas emésztése utan induktiv csatolasu

plazmaemisszids spektrométerrel lett meghatarozva azok fémion tartalma.



Eredmények és értékelésiik

Megvizsgaltuk a bluza novényekben a glutamin szintetaz valtozésait a két féle

kdrnyezeti stressz hatasara és az eredmények alapjan a kdvetkeztetéseink az aldbbiak:
I. Szarazsag stressz

A nodvényeket a szarazsagstressz hatasara mar szemmel lathatéan is két kiilon
csoportokra lehetett osztani. Azonban az ontozott koriilmények kozott nem volt eltérés a
genotipusok kozott. A viragzas utani kilencedik napon mindegyik btizanévény az
egyszikiiekre jellemz6 szekvencidlis oregedést mutatott tobb levélemeleten vizsgalva a

fehérje- és Rubisco tartalmat és a GS aktivitast.

1. De vizhiany hatasara felgyorsult zaszloslevél elszaradast mutatott a novények
egy csoportja: Cappelle Desprez, GK Elet és a Kobomugi. A Plainsman V, Mv Emese és

Kharchia megtartotta a szekvencialis 6regedésre jellemzo levél leszaradasi sorrendet.

2. A fehérje koncentracio valtozasok is két féle mintazatot mutattak. Szarazsag
hatasara a Cappelle Desprez, GK Elet és Kobomugi fajtiban a zaszloslevelekben kisebb
fehérjekoncentracidt mértiink, mint az alatta 1€évo levélben. A tobbi bliza genotipus esetében a

zaszloslevélnek volt magasabb fehérje tartalma az also levelekhez képest.

3. Rubisco mennyiség valtozasok kovették az osszes oldott fehérje koncentracio-

valtozasokat mindegyik novény esetében.

4. Az in vitro mért glutamin szintetaz aktivitas az oregedé levelekben drasztikusan
lecsokkent. A levelekben mért fehérje koncentracido 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 ndvekedést is mutatott.

5. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a GS2 joé indikatora a kloroplasztisz
allapotanak illetve a GS aktivitas valtozasa jol korrelal a novény oregedési

folyamataival.

6. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt biiza genotipusok két
eltéré szarazsagstressz ellen stratégiaval rendelkeznek. A Cappelle Desprez, GK Elet és

Kobomugi a ,,menekiil0” stratégiat alkalmazza, mig a Plainsman V, Mv Emese és a Kharchia



pedig a ,tolerans” stratégiat. Elettani szempontbol mindkét stratégia megfelelé, hiszen a

ndvény szaporodasa biztositott, de mezdgazdasagi szempontbol az utobbi a kedvezo.
I1. Aluminium stressz

1. Az aluminium-klorid savas kémhatason a buzandvény, elsOsorban a gyokér

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

2. A buza levelébdl izolalt glutaminszintetazra az altalunk vizsgalt szerves savak
tobbféleképpen hatnak. ennek hatterében a pH 7,5-6s kémhatason megjelend kiilonb6zo
aluminium forméak 4allnak. A vizsgalataink alapjan a GS-re az AIA(OH), forma hat

aktivitas noveléen. (Az 4 az adott szerves savat jeloli.)

3. Az in vitro az AIIII)NTA a GS aktivitasat noveli novekvé magnéziumion

koncentracio mellett.

4. Kimutattuk, hogy az aktivitds novekedést az aluminium kozvetlen és stabil
kotodése okozta. A glutamin szintetaz két fémkotohelye koziil az egyik specifikusabb ahhoz
csak Mg®" tud kotédni, de a masik kotShely affinitasa kisebb. De a magnéziumion jelenléte

mindenképpen sziikséges a GS miikodéséhez.

5. In vivo kimutattuk, hogy az egyhetes biizanévények aluminiumot képesek felvenni
a tapoldatbdl és a hajtasba transzportalni, ahol szintén a GS aktivitds novekedését

mutattuk ki.

Eredményeink alapjan elmondhat6é, hogy a glutamin szintetdz a novényvildgban a
szérazsag ¢s fémion kotOhellyel rendelkezd fehérjeként a fémstreszben is fontos szerepet
Jatszo enzim. Kutatdsaink zaroszavaként kijelenthetjiik, hogy a GS indikéator szerepének
fontossagat a késdbbi kutatdsok sordn vagy gyakorlati alkalmazéasok fejlesztésekor (pl. egyes
ndvény genotipusok toleranciajanak tesztelése, vagy toxikus aluminium jelenlét kimutatasa)

figyelembe kell venni.
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