A nitrogén metabolizmusban kulcsszerepet betolto
glutamin szintetaz enzim indikatorszerepének vizsgalata
abiotikus stressznek kitett biza novényekben (T 46692)

Zarodjelentés

1. Bevezetés, a kutatasi program attekintése

A szarazfoldi novények helyhez kotott életmodjuk miatt egy behatarolt, sz(ik tér
er6forrasait felhasznalva épitik fel testlik molekuldit. Metabolizmusuk két fo feladat
ellatasara 0sszpontosul: a C vaz felépitésére, illetve a szervetlen N redukcidjara és szén
vazhoz kapcsoldsara. A két oldal kémiai reakcidi szoros regulaciés kolcsénhatasban
vannak, a C/N metabolizmus érzékenyen reagdl barmelyik oldalt érinté valtozasokra. A
novények a kornyezet hatasaival szemben, melyek gyakran abiotikus stresszként
jelentkeznek, minél teljesebb mértékben igyekeznek homeosztazisukat fenntartani.
Ennek sikere meghatarozza az egyed sikerét, a nodvény egyedfejlédésének,
életciklusanak folyamatat.

A gabonafélék a legfontosabb szerepet toltik be a vilagélelmezésben, emberi és
allati taplalékforrasként jelentéségik az ezredforduld utan is tovabb nd. Mérsékelt
becslések szerint Foldiink népessége 8-8,5 milliardra n6é 2025-re, és 10 millidrdra 2050-
re, ezért az emberiség taplalékkal vald ellatdsdhoz a gabonatermelés mennyiségének
akkorra meg kellene duplazédnia (1). Borlaug szerint (1) mindez 80%-ban a
termésatlagok, 20%-ban pedig a termoéterilet névelésével lehet elérhetd. Véleményink
szerint a nemesités klldetése, hogy botermd, a legkulonfélébb kérnyezeti stresszeknek
ellendllé gabonafajtakat allitson el6. Szandékunk szerint ezt a célt jelen palyazatban
ismertetett kutatdsaink jél szolgaljak.

Hazankban, mind a blza vetémag, mind pedig az arugabona exportcikként is igen
jelentés tényez6. Az Uj, hazai, intenziv blzafajtak elGallitdsa lényegesen novelte a buza
terméshozamat az elmult évtizedekben, és a bbdséges és j6 minGségli gabonatermés
kornyezeti feltételei a Karpat-medencében altaldaban adottak. Ugyanakkor, a biztonsagos
termést veszélyeztetd, igen sokféle, biotikus és abiotikus jellegl stressztényezével a
novényeknek tovabbra is egyitt kell élni a szantoféldon. A széls6séges pH-ju talajokon
fellépd stressztényezOk a termést igen nagymértékben csokkenthetik, de sulyosabb
esetben vizhidnnyal parosulva az is el6fordulhat, hogy a gabonafélék még kalaszolas
el6tt elsargulnak, majd elpusztulnak.

A szdrazsagstressz és az alacsony pH-ju talajokon megjelendé aluminium
toxicitas hatasanak vizsgalata kutatasunk célja. Ez a két abiotikus stressz latszélag nem
vizsgalhatd egylttesen, tdmadaspontjuk sokféle, az ismert tolerancia mechanizmusok

nem esnek egybe.



A kutatasaink kivalasztott enzime, a glutamin szintetaz azonban a N
metabolizmusban betoltétt kézponti szerepe, illetve az enzimfehérje sajatos molekularis
felépitése miatt mindkét stresszhatasnak célpontja, bar eltér6 mddon. A glutamin
szintetdz (GS, EC 6.3.1.2) a nitrogén metabolizmus esszencidlis reakcidjat, a
legktilonfélébb forrasokbol szarmazé ammoédnia szén vazhoz (glutaminsav) kapcsolasat
végzi valamennyi él6lényben (Isd. reakcidegyenlet lejjebb). Bar vannak eltérések a
prokariota (dodekamer) és az eukariota (oktamer) GS felépitésében, azonban az enzim
katalitikus centrumanak szerkezete nagymértékben konzervalt, és a regulacié is mutat

hasonlésagot (46).

in vivo:

2+
Glutaminsav + NH,* + ATP&» glutamin + ADP + P, + H*

A novényekben két izoenzimet taldlunk, mely lokalizacidban és élettani
szerepében kilonbozik. A GS1 citoplazmatikus, szerepe a felvett ammonia, ill. a
deaminacios, proteolitikus, N-mobilizacids folyamatokbdl szarmazé ammania glutaminna
alakitasa. A kloroplasztiszban lokalizalt GS2 szubsztratja a nitrat asszimilacié eredetl
ammonia, ill. a Cs-as fajokban (mint a buza is) fontos szerepe a fotorespiracio soran a
Rubisco oxigenaz aktivitdsa kovetkeztében termel6dé ammonia re-asszimilalasa,
detoxifikalasa. A ndovényekben a GS szerepét 3 f6 élettani folyamathoz kothetjuk: i.)
primér N asszimilacid, ii.) fotorespiracid, iii.) a szeneszcencia katabolikus reakcidi

(aminosav és fehérje-lebontas, remobilizacid).

Hipotézis I.
Szarazsagstressz esetén a névény C/N metabolizmusa megvaltozik, a sink/source
viszonyok atrendezddnek. A GS izoenzimek aranyanak, aktivitasanak valtozasa alkalmas

ennek kimutatasara.

A glutamin szintetdz fémtartalmd (Mg®*) enzim, minden alegységének 2-2 eltéré
affinitasu fémion kotOhelye strukturadlis ill. katalitikus tulajdonsagokat hataroz meg. Az

enzim in vitro alkalmas egyes fémion stresszek, pl. az aluminium stressz tesztelésére.

Hipotézis II.
Az aluminium (szerves komplexe) GS fémkotéhelyén képes kapcsolodni, az enzim
aktivitdsat megvaltoztatni. A szerves ligandum mddositja az AI** viselkedését, toxikus

hatasat.

A fentiek figyelemvételével kutatasunk célja az volt, hogy




a glutamin szintetdz enzim stressz-indikator szerepét in vivo és in vitro

igazoljuk;

. a N metabolizmus tanulmdanyozasaval ramutassunk azokra a sink/source
viszonyok atrendez6désén alapulé novényi stratégidkra, amelyek
szarazsagstressz esetén hatékonyan biztosithatjadk a merisztémak (fejlédd
szemtermés) tulélését;

. teszteljlink és jellemezziink kilénféle buzafajtakat;

. megvizsgaljuk az AI(III) szerves komplexeinek hatasat a GS aktivitasara,

ennek ismeretében csoportositsuk a ligandumokat, ramutassunk a

novényekben el6forduld potenciadlis szerves ligandumok Al-toxicitast

modositdé hatasara, az Al-toxicitds kivédésében, tolerancidban valo

szereplikre, az Al kdzvetlen hatasat a GS aktivitasara.

2. Eredmények
A padlyazat kutatdsi tervében részletezett kisérleteket maradéktalanul elvégeztik. A
zardjelentésben a két legjelentdsebb kutatasi eredményt részletezem, melyek publikaldsa

folyamatban van.

2.1. A glutamin-szintetaz stressz indikator szerepe a magfeltoltodés idején
szarazsagstressznek kitett buzafajtakban (Pécsvaradi et al. 2008a)

A kisérletsorozatban szarazsagstressznek ellenalld, kiilonb6z6 mértékben tolerans,
és érzékeny fajtakat vizsgaltunk. A névényeket Uveghazi korlilmények kozott talajban
neveltik fel (Guoth et al. 2008). A vizelvonast a kalaszhasban allapot kezdetekor
inditottuk 50% mértékben, a mintavétel az antézist kdévetd 9. napon tortént. A
novényegyedek teljes levélzetét vizsgaltuk, minden levélben kilon-kilon megmértik a
teljes glutamin szintetaz (GS, EC 6.3.1.2) aktivitast, a teljes oldhaté fehérjetartalmat,
nem denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel torténé elvalasztast kovetéen, mely
intakt, aktiv oktamerként megG6rzi az enzimet, GS specifikus antitesttel azonositottuk a
GS izoformadkat: a citoplazmikus GS1-et és a kloroplasztiszban lokalizadlt GS2 format
(1.3bra). A kimutatas forrasaként gyokérbdl, levélb6l és izolalt kloroplasztiszbdl
szarmazo fehérjekivonatokat hasznaltunk.

A buza levelében mindkét izoenzimbdl egy-egy féle fehérje fordul elé (ezt 2D
elektroforézissel is igazoltuk). A levélbdl szarmazé mintaban mind mennyiségileg, mind
az aktivitadsokat tekintve a plasztidikus GS2 forma dominans, ahogy ez a Cs-as
névényekre altaldnosan jellemzd. Kifejlett, optimalis életm(ikodést mutatd levélben a
GS2 aktivitdshoz mérten a GS1 aktivitdsa csekély. Ezért a kivonatokban az in vitro

kolorimetrias enzim teszt foként a GS2 aktivitasat tukrozi.
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1. abra. A glutamin szintetdz izoenzimeinek azonositédsa blUza névény szerveibdl szarmazéd
fehérjekivonatokban, nem denaturdlé poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen (48). A:
Coomassie festés; B: a GS aktivitdasanak kimutatdasa a gélben; C: Western blot, alkalikus

foszfataz jeldlés.

A kloroplasztisz ill. a levél legnagyobb mennyiségben talalhaté fehérjéje (féként a
Cs novényekben, igy buzaban is) a Rubisco (ribuldz-1,5-biszfoszfat karboxilaz/oxigenaz)
(41, 42), amely a CO, és RuBP reakcidjat katalizalja, a szénhidrat asszimilacié alapvet6
folyamatat. A Rubisco mennyisége elérheti a levél oldhaté fehérjetartalmanak 50-80%-
at, a benne foglalt N tartalom a teljes levélbeni mennyiség 20-30%-at (43, 44, 45).
KézenfekvG a levelekben a Rubisco-t a hosszU tavd N raktarozads egy formajanak
tekinteni. Mas fehérjékkel 6sszehasonlitva gyorsabban remobilizadlddik a szeneszcencia
soran, és az asszimilalt N felesleg a C asszimilacid oldal jelentésebb terhelése nélkiil
Rubisco-va szintetizalédhat (43). Ez a fehérje a legfébb N forras a mag feltoltédése
soran.

A levél oldhatd fehérjetartalmaban a Rubisco a domindns fehérje, ezért uUgy
gondoljuk, hogy a fehérjetartalom meghatarozdsa alkalmas a Rubisco mennyiségi
valtozasanak egyszerl jellemzésére. A nem denaturald gélelektroforézis egyetlen telitett
dominans savként mutatja ki ezt a fehérjét: a levélbdl és kloroplasztiszbdl szarmazé
kivonatokban a GS1 felett Coomassie-vel fest6dd sav (1. abra Leaf A, és Chloroplast A).
Az optimalis vizellatasu, ill. szarazsagstressznek kitett mintakban ezek a paraméterek
jelent6s eltérést mutattak a fajta szarazsagtolerancidja, érzékenysége szerint. A
Plainsman V (tolerans), Cappelle Desprez (érzékeny) fajtakban is meghataroztuk ezeket

a jellemzGbket (2.-5. abra).
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2. abra. A glutamin szintetdz izoenzimek és a Rubisco mennyiségének alakuldsa az optimalisan 6nt6zott

(Control) és szarazsagstressznek kitett (Stressed) blza névények leveleiben (a zaszlds levél (Flag), ill. az
alatta levd levélszintek (-1, -2, -3, -4). GS: GS specifikus antitesttel végzett Western blot; Rubisco:

Coomassie festés.

A 2., 3. abra adatai azt mutatjak, hogy mind a GS aktivitdas mind a
fehérjetartalom, ezen bellil a Rubisco mennyisége, a kontroll (jél 6nt6z6tt) mintakban, az
idésebb levelektdl a legfiatalabb, kifejlett levélig (zaszlés levél) egyenletesen emelkedd
gradienst mutat. Az idGs levelekben (-3, -2) ezek a paraméterek egyértelmien
bizonyitjdk a szeneszcencia kiilénb6z6 mértékben el6rehaladott folyamatat: alacsony GS
Osszaktivitas, degraddlt GS2 forma, alacsony fehérjetartalom, csokkent Rubisco
mennyiség azt jelzik, hogy a levél asszimilaciés ,source” jellege degradativ ,source”
jelleglivé valt, ezekben az 06reged6é levelekben inicidléodott és folyamatban van a
plasztiszban raktarozott fehérjék lebontdsa, mobilizalasa, transzlokalasa a fiatal ,sink”
szervek felé. A GS1 savjanak jellegzetes feler6sddése is alatamasztja ezt, mivel szerepe
a plasztisz degraddlasabdl szarmazé ammoénium transzlokalhaté N formava, els6
Iépésben glutaminna torténd alakitdasa. A GS1 és GS2 arany eltolddasa a GS1 javara
egyértelmd indikatora a kloroplasztisz funkcionalis hanyatlasanak. Ezt a parhuzamosan

végzett fotoszintézis, ABA tartalomvizsgalatok is alatdmasztjak (Guoth et al. 2008).
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3. abra. Glutamin szintetdz aktivitds (balra) és a fehérjetartalom (jobbra) a

szarazsagnak ellenalld Plainsman V buzafajta leveleiben.
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4. abra. Glutamin szintetdz aktivitas (balra) és a fehérjetartalom (jobbra) a

szarazsagérzékeny Cappelle Desprez blzafajta leveleiben.

A tolerdns fajtak levélzetében a tolerancia mértékétdl figgben ezek a gradiensek
fennmaradnak. A kevésbé tolerans fajta levélzetében meredekebbé valik, amit korai
oregedésként, felgyorsult szeneszcenciaként értelmezhetlink. Lényeges azonban, hogy a
tolerans fajtakban a zaszlds levél asszimilacidés ,source” jellege megmarad, és a tobbi
még részlegesen funkciondlis levéllel egylitt hosszabb ideig tamogatni képes a
magfeltoltédés folyamatat.

A szarazsagstresszre érzékeny fajta (Cappelle Desprez) levélzetében a
szukcessziv 6regedés megvaltozik. A 2., 4. dbra adatai azt mutatjak, hogy ez a fizioldgiai
és metabolikus gradiens megtorik, elkezdddik a legfiatalabb (zaszlds) levél 6regedése. A
korai degradativ ,source”-sza alakulds, a levél C és N tartalmanak mobilizaldsa cs6kkenti
a lehetséges termés mennyiségét, csak korlatozott szemfeltdltédést tesz lehetdévé. Ez a
reakcio a felsO levelek gyors 6regedéséhez vezet, a mobilizaldodas az alsébb levelekben
nem valik teljessé. A szenzitiv fajok stratégidja ellentétes a tolerans fajtakban kimutatott

szukcessziv 6regedés és C, N mobilizalas stratégiajaval.
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5. abra. Glutamin szintetaz aktivitas (fent) és a fehérjetartalom (lent) néhany eltéré

szarazsagérzékenységli bluzafajta fels6 két levelében.

A kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy az in vitro GS assay, amely a két
GS izoforma Osszaktivitasat jelzi, 6nmagaban alkalmas, egyszer( eszktz a buzafajtak
szarazsagtressz tolerancidjanak jellemzésére. Egy olyan kisérleti Osszeallitasban,
amelyben 6ntdzott kontroll is rendelkezésre all, legalabb a két legfelsé kifejlett levél
vizsgalata értékelhet6é eredményt ad, lehetdvé teszi a tolerans fajtdk 6sszehasonlitasat
(5. abra). Az érzékeny fajtakat vizsgalva szantoéfoldi minta esetében akar 6ntozott
kontroll nélkil is alkalmazhaté a GS enzimaktivitdis mérése az érzékenység
megallapitasara: a teljes levélzetben mért aktivitdsgradiens megléte bizonyos mérték(i
toleranciat bizonyit.

A glutamin szintetaz indikator szerepének igazoldsa az alapja annak, hogy a

szarazsagstressz tolerancia tesztelésére kifejlesztendé DNS chip tartalmazza majd a GS1

GS2 géneket is.

2.2. A glutamin-szintetaz aktivitas részletes vizsgalata aluminiumkezelésnek

kitett névényekben (Pécsvaradi et al. 2008b)

A talaj savassdaga Onmagaban is stressztényez6, ami gyakran jar egyitt
aluminium toxicitassal. A névény gyokérzete mindig érintkezhet az aluminium valamely
formajaval. Szerencsére a legtobb Al artalmatlan oxid vagy alumino-szilikatként fordul

el6 (3). Az aluminiumot nem tekintjik esszencidlis tapelemnek, azonban alacsony



koncentraciéban néha jotékony hatadssal van a névények novekedésére (4, 5, 6). Az
aluminium toxicitdas fontos tényezdvé valik alacsony pH-ju talajokon, és ez a Fold
megmdlvelhetd terlileteinek mintegy 40%-at jelenti. A pH<5,0 koérnyezetben az
aluminium oldédik és a legtoxikusabb trivalens kationként (AI**) mikromolaris
koncentraciéban a legkulonfélébb mdédon gatolja a novények életm(ikodéseit (7 - 11). A
legszembeoti6bb Al toxicitas szimptéma a gyokér névekedésének gyors gatlasa (12 - 17,
47). Az aluminium toxicitds molekuldris mechanizmusa nem ismert. Altaldnossagban,
gatolja a gyokércsucsi és oldalgyokér merisztéma osztddasat, keresztkotéseket hoz létre
a sejtfal pektinmolekuldi kozott, fokozza a sejtfal rigiditasat, a DNS cukor-foszfat
gerincéhez kotddve csokkenti a replikaciot, merevvé teszi a kettds hélixet, talajban
immobilizalja a foszfatot, csdokkentve a felvehet6ségét, gatolja a membrantranszportot,
csokkenti egyes esszencialis elemek (Ca, Mg, K, P és Fe) felvételét és transzportjat (18 -
26) és ismert, hogy tébb enzim aktivitasat, regulacidjat is megvaltoztatja (27 - 30).

Vannak Al-tolerans no6vényfajok és fajtdk, amelyek hatasos biokémiai
mechanizmussal rendelkeznek, és képesek tulélni a toxikus Al-specieseket tartalmazé
kérnyezetben. A tolerancidban kozponti szerepe van azoknak a szerves savaknak,
amelyek stabil AI(III) komplexet képesek fenntartani mind extracellularis, mind a
magasabb intracellularis pH-n. T6bb mint egy tucatnyi tolerdns névényt irtak le, amelyek
ellendllé képessége ezen az elven alapul, gytkereik szerves savakat szekretalnak (31,
32). Bluzaban és kukoricaban a citrat és malat anionok szekréciojat mutattak ki (33, 34).
A szerves sav kivalasztas az aluminiumkezelést koveté 30 percen belll kimutathatd volt
(33, 35). Létezik specifikus transzport rendszer a szerves savak szamara a
plazmamembranban, buzaban és kukoricaban azonositottak erre célra alkalmas anion
csatorndkat, melyeket APP* kationok aktivalnak (36 - 39). Al-tolerdns blzdban ezt
egyetlen lokuszként azonositottak (36). A szerves ligandumok alapvetéen meghatarozzak
az Al novénybeli viselkedését (40).
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6. abra. A glutamin szintetdz aktivitas, az aluminium és magnézium az in vivo aluminiummal kezelt
blza csirandvények leveleiben. A névényeket hidroponikusan neveltiik 3 fazisban: 2 d 0,5 mM CaSO,
(pH 5,6), 2 d komplett tapoldat (2), 5 d 0,5 mM CaSO; + 1 mM KNOs + (pH 4,0) +AP*. Az els6

teljesen kifejlett levelet hasznaltuk a tesztekhez.



Rovid id6tartamu aluminiumkezelésnek kitett buza csirandvények leveleiben
meghataroztuk a GS aktivitast (6. abra, bal), és azonos mintaban parallel az Al és Mg
tartalmat (ICP-AES) (6. abra, k6zépsG, jobb). Ez az aluminium kezelés szignifikdnsan
emelte a levél GS aktivitasat. A Mg tartalmat bels6 referencianak tekintve, megbecsiltik
a levélbeli APP* koncentracidt, amit a kés8bbi in vitro tesztekben alkalmaztunk. Ez

millimolaris nagysagrendlinek adddott.
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7. abra. Az AI(III)NTA 1:1 komplexszel kezelt glutamin szintetdz aktivitdsa, névekvd
magnézium koncentracid mellett. A GS tartalml fehérjekivonatot 7 napos buza
csirandvények els6 levelébdl készitettiik. A reakcidelegyhez 10 mM aluminium komplexet
(AI(IIT)NTA) vagy a ligandumot (NTA), vagy vizet (No) adtunk. Az AI(III)NTA ndvelte az

enzimaktivitast, amit a y-glutamil monohidroxamat (GMH) képzdédéssel detektaltunk.

In vitro kinetikai kisérletben 9 féle szerves ligandumot vizsgaltunk. Koézilik a
laktat, a nitrilo-triacetat (NTA), az imino-diacetat (IDA) AI(III) komplexe aktivalo
hatasunak bizonyult (7. abra). Az NTA a novények szamara 10 mM koncentracidban sem
toxikus, bioldgiailag lebonthatdé kelator (49 - 53). Az Al(III)komplexek aktivald hatasa
reakcid pH-ja 7,2, ezen a pH értéken az AI(III)NTA komplex stabil, AIA(OH) (89,7 mol%)
és az AIA(OH), formdk (9,61 mol%) a dominans speciesek. Osszevetve ezt a tébbi
aktivalé komplexével, az AIA(OH), forma jelenléte felelés az aktivaldo hatasért. Ez azt
jelenti, hogy a kinetikai tesztben alkalmazott 10 mM helyett csak 0,96 mM a hatasos
forma koncentraciéja (ez jol egyezik az in vivo kalkulalt adattal). A kinetikai gorbék azt
mutatjak, hogy az Al funkcionalisan nem helyettesiti a magnéziumot, ez a gérbék azonos
felszalld &gabdl lathatd, ill. nem kompetitivek, a ndvekvé Mg?* koncentraci® nem

csOkkenti az AI(III)NTA aktivald hatdsat. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a két



fémion két eltér6 fémkotd helyet foglal el, mely végsé soron az aktivitas novekedését
okozza.

In vitro AI(III)NTA komplexszel kezelt fehérjekivonatbdél, nem denaturdld
poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen izoldltuk a GS2 savot, és ebbdl ICP-AES
segitségével szimultdn meghataroztuk a Mg és Al tartalmat. (Minden gél egy részében
detektdltuk a GS2 aktivitds pozicidjat, ennek alapjan izolaltuk az intakt gélmaradékbdl a
GS2-t tartalmazo savot) (8. abra).

GS1

R e GS2

control

ﬁ\“ﬁ

| sam—
o
O

8. abra. A plasztidikus glutamin szintetdz (GS2) elektroforetikus elvalasztasa és
azonositasa. A 7 napos blza csiranévények leveleibdl szarmazé fehérjekivonatot,
nem denaturdld poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk (48), a GS
izoformakat anti-GS-els6dleges antitesttel detektaltuk. A: Coomassie festés; B: GS
aktivitas kimutatdsa a gélben; Western blot, alkalikus foszfataz jel6lés. A vilagos

savok jelzik a fémanalizisre kimetszett gélcsikokat.
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0.025

0.020 -
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0.010

0.005
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9. abra. A gélbdl izoldlt GS2 enzim magnézium és aluminium tartalma. A buza
levelekbdl szarmazé fehérjekivonathoz 10 mM végkoncentracidoban AI(III)NTA
komplexet adtunk, ill. a kontroll esetében ezt vizzel helyettesitettiik. Az igy kezelt
kivonatot nem denaturald poliakrilamid gélen elvalasztottuk, a GS2-t tartalmazé

savot izolaltuk, a fémtartalmat ICP-AES segitségével meghataroztuk.

A 9. dbra mutatja az igy izolalt GS fehérjék fémion tartalmat. A kezeletlen GS2 kizardlag

Mg-ot tartalmaz, az AI(III)NTA-val a futtatas el6tt kezelt és a gélbdl izolalt GS2-ben pedig

10



mindkét fémion jelen van. Lathatd, hogy a fémkotd helyek egy részét aluminium, ill.
magnézium foglalja el. Osszegezve a két ion mennyiségét, megkdzelitéleg a kontrolira
jellemz6 Mg értékét (0,0282+0,0035 és 0,0322+0,0031 pmol ) kapjuk, ami azt
bizonyitja, hogy mindkét fémion koétédése a GS oktamer specifikus fémkoté helyein

tortént.
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