AMEA-nin Xabarlori (biologiya va tibb elmlari), cild 70, Ne3, sah. 39-47 (2015)

Quraqhq Stresi Zamani1 Amarant Yarpaqlarimin Sitozol vo Mitoxondri
Fraksiyalarinda NAD-Malatdehidrogenaza Fermentinin Miiqayisali
Oyroanilmosi

H.Q. Babayev

AMEA Molekulyar Biologiya va Biotexnologiya Institutu, Matbuat prospekti, 24, Baki AZ 1073, Azarbaycan;
E-mail: babayev_hg@yahoo.co.uk

Amarant yarpaqlarimin mezofil (MH) va ortiik topa hiiceyralorinin (OTH) sitozol vo mitoxondri
fraksiyalarinda bitkinin inkisafinin cicokloma (C) vo toxum yetisma (TY) fazalarinda quraqhgin
tasirindon NAD-malatdehidrogenaza (I-malate-NAD-oksidoreduktaza, NAD-MDH, EC 1.1.1.37)
fermentinin lokalizasiyasi, izoferment spektri, fiziki-kimyovi vo kinetik xassalori todqiq olunmusdur.
Miisyyan olunmusdur ki, amarant yarpaqlarinda bitkinin inkisaf fazasindan asii olaraq NAD-MDH
genis izoferment spektrina malikdir vo quraqhgin tasirindon fermentin izoformalarimin sayinda,
foalhginda vo xassolorindo ohomiyyatli dayiskanliklor bas verir. MDH-nin sitozol NAD-MDH-nin
(sNAD-MDH) kataliz etdiyi reaksiyamin V,,,OA qiymati mitoxondri NAD-MDH-sina (mNAD-MDH)
nisbaton 2 dofs coxdur. Fermentin biitiin izoformalar1 genis pH optimuma malikdirlor va temperatura
garst davamhhq gostorirlor. Ferment subhiiceyro fraksiyasindan asih olaraq 6z substrati olan
oksalasetata (OA) qars: yiiksok, malata qars1 iso asagl hassashga malikdir. NAD-MDH-nin kataliz
etdiyi reaksiya, iimumilikds, Mixaelis-Menten qanunauygunluguna tabe olub, he¢ bir allosteriklik
gostormir. Fermentin aktivliyi araliq substratlar, bir va iki valentli ionlarla ciddi tonzim olunur.

Acar sozlar: Amarant, mezofil hiiceyralari, ortiik topa hiiceyralori, NAD-malatdehidrogenaza, izoforma,

lokalizasiya, quraqlq, adaptasiya

GIiRiS

Quraqliq stresinin tesirindon bitkilorde suyun
nisbi miqdari, su potensiali, hiiceyranin turqor toz-
yiqi asag1 diisiir, qeyri-iizvii ionlarin vo hall olan
maddolorin miqdar1 artir, mohsuldarliq ise azalir
(Fedoroff et al., 2010). Quraqliq stresi naticoesindo
bitkinin inkisafinin langimosinin,basqa sobablarls
yanasi, qismon karbon statusundaki deyisikliklorlo
bagl olmasi ils yanasi, hom do fotosintetik assimil-
yatlarin miixtolif orqanlar arasinda paylanmasindan,
hamginin fotosintez vo tonaffiis arasindaki tarazlig-
dan da asilidir (Flexas et al., 2006). Bazi todqiqat-
cilar gostarirlor ki, stres amillarinin tesirinden foto-
sintezin inhibirlogmasinin sabablorindon biri do
COy-nin fiksasiyasinin ferment sistemlori ilo elek-
tronlarin geyri-tsiklik dasinmasi arasindaki funksio-
nal olagonin pozulmasidir (Murata et al., 2007).
Aparilan todgiqatlar zaman1 miioyyen olunmusdur
ki, orqanizmlorin miihitin doyison soraitina cavab
reaksiyasi hiiceyronin konstruktiv vo energetik mii-
badilesinds miihiim rol oynayan malatdehidrogena-
za (MDH) sistemi fermentlorinin labilliyi ilo do
bagli ola bilor(Carap u ap., 2010).

Bitki MDH sistemi fermentlori 6ziinii orqa-
nizmlorin talabatina va fizioloji vaziyyatina, homgi-
nin otraf miihitin doyigsmosina cavab vermak imkan-
larina malik olan ziilallarin dinamik tarazlig1r kimi
toqdim edir (ITunetipy ne Kapsansio u ap., 1991).

Bitki toxumalar1 malatla OA-in qarsiligh gev-
rilmasini kataliz edon NAD-MDH-nin goxsayli izo-
formalarma malikdirlor (ITunetipy ne Kapsansio n
Ip., 1991). Bitkilorde miixtalif genlorlo kodlagan bu
izoformalar forqli kinetik xassolors, subhiiceyra
paylanmasina vo fizioloji funksiyalara malikdirlor
(Gietl, 1992).

MDH fermentlorina arxeobakteriyalardan tut-
mus mamalilora gador biitiin canli orqanizimlorde
vo biitiin subhiiceyra orqanoidlorinds (mitoxondri-
lards, glioksisomlarda, peroksisomlarda, xloroplast-
larda vo s.) rast galmok olur (Selinski et al., 2014).

Biitiin MDH-lar iki vo ya dord identik sub-
vahidlordon ibarat multimer fermentlordir (Yash-
vant et al., 2013). mNAD-MDH-nin bitkilorde bir
neco istiqamotdo foaliyyot gostordiyi gliman edilir.
O, klassik Krebs tsiklinin son reaksiyasinin moh-
sulu olan malati OA-a gadar oksidlagdirir (Nunes-
Nesi et al., 2007). mNAD-MDH yalmz Krebs dov-
raninda NADH-in oksidlogsmasi ii¢lin deyil, hom-
¢inin miixtolif hiiceyro kompartmentlorindoki meta-
bolik yollar arasinda reduksiyaedici ekvivalentlorin
miibadilssinds do istirak edir (Tomaz et al., 2010).
Bozi miislliflor MDH subvahidlerinin yalnmz to-
noffiis ilo deyil (Tomaz et al., 2010), fototonoffiis,
yag tursularinin B-oksidlogmaesi, toxumun clicormo-
si vo streso davamliliq kimi proseslorlo do alagoli
oldugunu gostarirlor (Wang et al., 2014).

39



Beloliklo, NAD-MDH-nin mihiim bir funksi-
yani yerino yetirmosi onun ali bitkilords karbonun
va enerjinin paylanmasinda vacibliyini gosterir va
tonoffiis, fotosintez vo fototonoffiisii slagolondiran
molekulyar mexanizmlor haqqinda yeni ideyalar
verir (Tomaz et al. 2010).

Cg4-bitkilorda yarpaglarin miirakkab anatomik
va morfo-fizioloji qurulusa malik olmas1 onlara C;-
bitkilorlo miiqayisado daha ¢ox adaptiv xasso verir
(bampHOKHMH U 1p., 2005). Stres voziyyeotino diigmiis
bitkilorde streso qarsi adaptasiyanin yaranmasinin
biokimyavi vo molekulyar mexanizmlorinin &yrs-
nilmosi hololik tam olaraq 6z hollini tapmamigdir.
Burada maraqli amillordon biri do MDH sistemi
fermentlarinin labilliyi, miirokkab izoenzim spektri-
no malik olmas1 vo polifunksionalligidir.

Biitiin bunlar1 nozars alaraq apardigimiz tadqi-
qatlarin asas magsadi-quraghigin tesirindon NAD-
malik enzim tip C4-bitki olan amarant yarpaqlarinin
MH vo OTH-ninsitozol fraksiyasinda NAD-MDH-
ninaktivliyinin, izoenzim spektrinin, lokalizasiya-
sinin, boazi fiziki-kimyavi vo kinetik xassolorinin
Oyronilmasindon ibaratdir.

MATERIAL VO METODLAR

Tadqiqat obyekti olaraqtebii soraitdo becoril-
mis NAD-malik enzim tip C4-bitkisi olan amarantin
Amaranthus cruentus L. ndvii gotiiriilmiisdiir. Inki-
safin 30-cu giinlindon baglayaraq quraqliq varian-
tinda suvarilma dayandirilaraq siini torpaq quraqlig
yaradilmig, kontrol bitkilords iso suvarilma vegeta-
siyanin sonunadok davam etdirilmigdir. Amarant
yarpaglarmin assimilyasiyaedici toxumalarmin ay-
rilmas1 bizim terofimizdon modifikasiya olunmus
iisulla hoyata keg¢irilmisdir(Guliyev et al., 2003).

Ferment preparatimin alinmasi: Ferment
preparati almagq {i¢iin yarpaqlar gévdedon ayrilmis,
distillo suyu ilo yuyulduqdan, filtr kagiz1 ilo quru-
duldugdan sonra qaygi ilo xirda hissolora dogranmis
vo hovongdo kvars qumunun istiraki ilo 2 doqige
miiddotindo 20 MM MgCl,-6H,0, 1 MM ENTA, 5
MM JITT va 0,5% PVP-25 tarkibli, 100 mM,pH 8,0
Tris-HCI bufer mohlulunda +4°C temperaturda ho-
mogenizasiya olunmusdur (1:5, M/V). Subhiiceyra
fraksiyalarimin vo membran ziilallarinin ayrilmasi
ticiin homogenizasiya buferina 1%-1i Triton X-100
olavo olunmusdur. Alinan homogenat ikiqat kap-
rondan siiziildiikdon sonra niivadon vo pargalanma-
yan toxuma qaliqlarindan azad olmagq tigiin avvalca
5 doq 1000 g, sonra iso 15 daq 10000 g siirati ilo
sentrifuqalasdirilmigdir. Cokiintii atildigdan sonra
supernatant fermentin aktivliyini toyin etmok iigiin
istifado edilmisdir.

NAD-MDH aktivliyinin tayini: NAD-MDH
aktivliyi spektrofotometrik (Ultrospec 3300 pro,
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Amersham, USA) iisulla toyin olunmusdur (Schei-
be, Stitt, 1988). OA-nin reduksiyasinin reaksiya
mihiti 1 mM OA, 10 mg/ml BSA, 10 mM
MgCl,-6H,0, 0,15 MM NAD-H va 5-10 pl ferment
preparati olan 100 MM, pH 8,0, Tris-HCI
buferindon ibarotdir. Reaksiya miihitino 1 mM OA
olavo olunmagla reaksiyanin baglanmasina start ve-
rilmisdir. Birbasa reaksiyanin miihiti torkibindo 30
mM malat, 0,2 mM NAD olan 100 mM, pH 9, Tris-
HCI bufer mohlulundan ibaratdir. Fermentin aktiv-
liyi 340 nm dalga uzunlugunda 1 doqigs orzinds
spektrofotometrik  kiivetdo olan NAD-H-mnsorf
olunmasi hesabinaoptiki sixliginin azalmasina osa-
son tayin edilmigdir. NADH vo NADPH f{igiin eks-
tinksiya omsali 340 nm dalga uzunlugunda 6,22
mM-sm” gotiirilmisdiir.

NAD-MDH-nin molekul ¢akisinin tayini:
NAD-MDH-nin va onun subvahidlorinin nisbi mo-
lekul kiitlolori gel-elektroforez iisulu ilo toyin
olunmusdur (Laemmli, 1970). Elektroforez zaman1
B-qalaktozidaza (116 kDa), 6kiiziin zordab albumini
(BSA) (66,2 kDa), yumurta albumini (45 kDa),
laktatdehidrogenaza (35 kDa), restriktion endonuc-
leaza BSP981 (25 kDa), a-laktoglobulin (18,4 kDa)
vo lizosim (14,4 kDa) ziilal-markerlori istifado
olunmusdur.

Ziilallarin miqdari tayini: Ziilallarmn timumi
miqdart Sedmak, Grossberg tisuluna (1977) asason
toyin olunmusdur. Daracali ayrinin qurulmasi ii¢lin
okiiziin zordab albumini (BSA) istifads edilmisdir.

Statistika: Cadval vo qrafiklords verilon qiy-
matlor licdon az olmayan bioloji vo analitik tokrar-
larin orta riyazi gostoricilorindon ibaratdir.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Alman naticalor gdstorir ki, amarant yarpag-
larinda NAD-MDH bitkinin inkisafinin 40-60-c1
giinlorindo optimal aktivliyoe malik olur. Fermentin
aktivliyi giin arzinds iqlim amillorinin (temperatur,
is18n intensivliyi, fotoperiod, riitubst va s.) soviy-
yosi ilo xarakterizo olunan sutkaliq tsikldon do asi-
lidir. NAD-MDH giinorta saatlarinda (12-15%)en
yiiksok aktivliyo malik olmusdur. Giiman etmok
olar ki, giinorta saatlarinda temperatur, isiq vo s.
amillorin intensivliyinin artmasi, riitubstin iso
azalmasi agizciqlarin baglanmasina sabab olub stres
zamani fotosintezin isini tonzimlayir.

Reaksiya vo homogenizasiya miihitlorinin pH-1
da fermentlorin aktivliyina tosir edon osas amil-
lorden hesab olunur. Bels ki, amarant yarpaqlarinda
NAD-MDH pH-n 7,5-8,0 qiymstlorinds optimal
aktivlik gostormisdir. Reaksiya miihiti ii¢lin optimal
hesab olunan bu gostorici homogenizasiya miihiti-
nin pH gostoricisindon miisyyan godar forqlonmok-
la 8,0-8,2 qiymatina malik olmusdur.



H.Q. Babayev

Moslumdur ki, C4-bitkilar C;-bitkilorls miiqayi-
sada ekstremal miihit amillerinin tosirine qars1 daha
¢ox davamliliq gostordiklorindon, amarant etalon
bitki kimi gdtiiriilmaklo onun yarpaqlarinda NAD-
MDH-nin aktivliyi, lokalizasiyas1 ve izoferment
torkibi 6yronilmisdir.

Sokil 1A va cadvel 1-don goriindilyll kimi,
cicoklomodnii fazada amarant yarpaqlarmin MH va
OTH-nin sitozol fraksiyalarinda kontrol vo quraqliq
variantlarinda NAD-MDH aktivliyi quragligin bas-

langicinda bir-birins yaxin olmusdur. Amarantin in-
kisafinin ¢igcokloms vo toxumyetismo fazasinda iso
bunun oksina olaraq har iki variantda fermentin ak-
tivliyi ¢igoklomodnii fazaya nisbaton artmig vo bu
artim quraqliq variantlarda kontrolla miiqayisada
daha yiiksok olmusdur. Bu monzors névbati fazalar-
da dadavam etmis vo vegetasiyanin sonunda toxum
yetismo morholosing nisbaton hor iki variantda fer-
mentin aktivliyi kaskin sokildo azalmisdir.
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Sokil 1. Quraqliq soraitindo amarant yarpaglarinin MH vo OTH-nin SHF-da
NAD-MDH aktivliyinin doyisms dinamikasi. A - sitozol, B - xloroplast, C -
mitoxondri, MH - mezofil hiiceyralori, OTH - ortiikk topa hiiceyrolori, K -
kontrol, Q - quraqlig, OA — oksalasetat.

41



Quraqliq Stresi Zamani Amarant Yarpaqlarinin

Cadval 1. Amarant yarpaglarinin MH vo OTH-do ontogenezdo NAD-MDH aktivliyinin subhiiceyra

paylanmasi.
Hiiceyrs, NAD-MDH aktivliyi
variant Xloroplast Sitoplazma Mitoxondri
EU/mg ziilal % EU/mg ziilal % EU/mg ziilal %
Cicokloma onii
MH K 18,3 12,9 62,7 36,5 114,6 50,6
) Q 21,5 8,5 58,6 28,6 125,0 62,9
OTH K 17,7 8,4 50,4 323 125,5 59,3
Q 20,6 5,0 49,4 23,8 133,6 71,2
Cigokloma
MH K 21,6 9,63 75,3 35,6 125,5 55,9
) Q 26,1 10,8 85,6 354 130,4 53,9
OTH K 18,0 9,1 51,1 243 139,8 66,6
Q 234 5,1 79,5 32,6 151,9 62,3
Toxum yetisma
MH K 14,3 8,5 67,5 29.4 135,7 62,1
) Q 17,3 3,37 89,4 36,3 148,3 60,3
OTH K 6,7 3,29 52,3 25,7 1444 71,0
Q 7,4 1,6 79,5 34,3 157,0 64,1
Vegetasiyanin sonu
MH K 1,0 2,8 16,3 35,6 28,0 62,2
) Q 0,5 1,5 12,6 37,9 20,0 60,6
OTH K 0,4 0,8 4,5 6,9 60,8 92,3
Q 0,2 0,6 3,5 9,8 31,9 89,6

Qeyd: MH-mesofil hiiceyrasi, OTH-értiik topa hiiceyrasi, K-kontrol, Q-quraqliq

Amarant yarpaglarmin  MH vo OTH-nin
mNAD-MDH-sinin aktivliyi (Sokil 1C)  biitiin
Olciilon fazalarda sitozol (Sakil 1A) va xloroplast
(Sokil 1B) fraksiyalarina nisboton xeyli yiiksok
olmugdur. Quragligin tesirinden fermentin aktivliyi
artmis, yalmz vegetasiyanin sonunda fermentin ak-
tivliyinde azalma bag vermis, amma bu azalma
digorlori ilo miiqayisodo nisbaton zoif getmisgdir.
Belo ki, cicoklomaonii CO fazada mNAD-MDH-
nin ziilala goro aktivliyi sitozol vo xloroplast
fraksiyalarinda lokalizasiya olunan fermentin ziilala
gbra iimumi aktivliyindon uygun olaraq ~2,5 vo 8
dofs, C fazasinda gqeyd olunan bu gosterici sitozol
fraksiyadan ~2, xloroplast fraksiyasindan iso ~8,
bazan do 10 dofayadok yiiksok olmugdur. Vegetasi-
yanin sonuna yaxinlagdiqca bu forq daha da art-
musdir.

Miioyyon olunmusdur ki, amarant yarpag-
larinda NAD-MDH genis izoferment spektrino
malikdir ve quragligmm tosirindon izoenzim
spektrindo miioyyon doyisikliklor bag verir. Belo ki,
bitkinin inkisafinin ¢igokloms fazasinda yarpagin
subhiiceyra fraksiyalarinda stresin ilkin vaxtlarinda
fermentin molekul ¢akilari 58, 63, 68, 72 va 77 kDa
olan 5 izoformasinin oldugu miisahids olunmusdur.
Bu izoformalar subhiiceyra fraksiyalar1 {izro
asagidaki kimi paylanmiglar: Kontrolda 58, 63, 68
va 77 kDa m.¢. izoformalar MH-nin, 63 va 72 kDa
m.¢. izoformalar iso OTH-nin sitozolunda, 63 kDa-
luq izoforma MH vo OTH-nin xloroplastinda, 63,

42

68 vo 77 kDa m.¢. izoformalar iso MH vo OTH-nin
mitoxondri fraksiyalarinda lokalizasiya olunmuslar.

Cigoklomoonil vo ¢i¢oklomo fazalarinda MH-
nin sitozolunda kontrolda NAD-MDH-nin he¢ bir
izoforma dayisikliyi bas vermomisdir. Cigokloma
morhalasindo homin fraksiyada quraqhign tosi-
rindon 63 vo 68 kDa m.¢. izoformalar itmisdir.
Toxumyetismo fazasinda iso MH-nin sitozolunda,
kontrol variantlarda 63, 68 vo 77 kDa m.c.
izoformalar itmis, yalmiz 58 kDa m.¢. izoforma
galmisdir. Bu zaman quraqligin tosirindon 58 vo 77
kDa m.¢. izoformalarla yanasi 72 kDa m.¢. induktiv
izoforma omolo golmisdir. Vegetasiyanin sonunda
biitiin izoformalar yox olmus vo yalniz kontrolda
MH-nin sitozol fraksiyasinda 58 kDa m.¢. izoforma
saxlanmigdir.

MH ilo miiqayissdoe OTH-nin sitozolunda
stresin tasirindon bas veran izoenzim doyisikliyi
forqli olmusdur. Bels ki, bu fraksiyada ¢igoklomo-
onii morhalodo kontrol vo quraqliq variantlarinda
63 vo 72 kDa m.¢. malik 2 konstitutiv izoforma
vardir. Cigoklomo morholosinds fermentin izofer-
ment spektri doyismis vo kontrol variantlarda slave
olaraq 58 vo 77 kDa m.¢. 2, quragliqda iso 58 kDa
m.¢. bir induktiv izoforma omolo golmigdir. To-
xumyetismo morholosinds iso kontrolda yalniz 58,
quraqliqgda ise 58 kDa m.¢. izoforma ilo yanasi 68
kDa m.¢. induktiv izoforma askarlanmigdir. Vege-
tasiyanin sonuna dogru bu izoformalarin inten-
sivliyi kaskin asag1 diigsmiisdiir.
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Bitkinin inkisafinin ¢igoklomadnii vo ¢icok-
lomas morhalalorinds hor iki toxumanin mitoxondri
fraksiyalarinda kontrolda NAD-MDH-nin 63, 68 vo
77 kDa m.¢. malik olan 3 izoformasindan ¢icok-
lomadnii moarhsladen baglayaraq quraqliq tesirinden
hor iki toxumada 77 kDa m.¢. izoforma yox olmus,
¢igokloma morhalasinds isa har iki toxumada va hor
iki variantda 58 kDa m.¢. malik bir adad induktiv
izoforma askarlanmisdir.

Toxumyetisma marhoalosinde iso MH vo OTH-
nin mitoxondri fraksiyalarinda kontrol variantlarda
58 kDa m.¢. induktiv izoforma yox olmus vao
quragliq variantlarda iso 58 kDa m.¢. izoforma
saxlanmaqgla OTH-nin mitoxondrilorinde 72 kDa
m.¢. izoforma yenidon omolo galmisdir.

Amarant yarpaqglarinin NAD-MDH-nin izofer-
ment spektrindo yaranan miixtsliflik, goriiniir ho-
min toxumalarda bas veran metabolizm xiisusiy-
yotlori vo adaptasiya mexanizmloari ilo slagodardir.

Alman naticalor bir daha tosdiq edir ki, Cy4-
bitkilor iki ndv fotosintezedici toxumaya malik
olduqglarindan vs stresls slagadar olaraq tokamiildo
bitkinin yarpaglarinin anatomik quruluslarinda ya-
ranan mirokkoblik onlarin ferment sistemlarininin
foaliyyotindos vo izoferment torkibindo do miirok-
kabliyin yaranmasina sabob olmusdur.

1998-ci ildo Berkemeyer vo b. Arabidopsis
bitkisinda plastid NAD-MDH-sinin (pNAD-MDH)
klonlagsmasini, heteroloji ekspressiyasini Oyronmis
va in vitro xarakteristikasini vermislor (Berkemeyer
et al, 1998). NADF-MDH-dan farqli olaraq,
pNAD-MDH izolo edilmis xloroplastlarda istor
isiqda, istarso do garanliqda aktivdir vo isiqda hor
iki fermentin aktivliyi eyni soviyyads olur (Ber-
kemeyer et al., 1998). Ovvalki islordo in vitro
pNAD-MDH-nin, ssason, OA-mn malata reduksiya
reaksiyasini kataliz etdiyi gostorilmigdir (Cveti¢ et
al., 2008; Beeler et al., 2014). Belaliklo, elektron
akseptoru NAD-in plastidlorin daxilindo regene-
rasiyasinin hoyata kegirilmasi pNAD-MDH-nin on
cox chtimal edilon fizioloji roludur. Belalikla,
yarpagin tonaffiisii zaman1t mMDH-nm kémayi ils
omolo golon malat reduksiyaedici ekvivalentlori
dolay1 yolla plastidlors ¢atdirir. Qeyd etmak lazim-
dir ki, Arabidopsisde qaranligda mMDH-1-ds ma-
latin migdarinin artmasi reaksiyanin istiqgamoti hag-
qinda ovvallor sdylonilon forziyyoni siibho altina
alir. Bu artmanin sado izahit ondan ibaratdir ki,
normal bitkids geco pNAD-MDH-s1 malatin OA-a
oksidlasmasini kataliz edir va belaliklo do NADH
omolo golir. Lakin, tobii bitkido vo mMDH-1-do
NAD(H) pulunun miqdart vo oksidlosmo vaziy-
yotinin eyni olmasi bu forziyyeni siibhs altina alir.
Lakin ola biler ki, NAD(H) pulundan kegon axin
mMDH-1-do doyisso do oksidlogsmoa vaziyystindo
faktiki doyisiklik yaratmir (Selinski et al., 2014;
Beeler et al., 2014).

sSNAD-MDH-lari mNAD-MDH-ya nisbaton
zoif  Oyronilmisdir. sNAD-MDH-sinin  bir sira
mokik mexanizmlords, substratlarin vo reduksi-
yaedici ekvivalentlarin sitoplazma ilo digar hiiceyra
orqanoidlori arasinda miibadilesindo istirak edir
[Yu Ding, Qing-Hu Ma, 2004].

Fermentlorin vacib xassalarindon birids tempe-
ratura hassasliqdir. Temperatur hiiceyro daxilinde
ferment sistemlorinin  aktivliyinin tonziminds,
biokimyavi ¢evrilmalords, ferment molekulu ilo
ferment-substrat kompleksi arasinda tarazligin
yaranmasinda miihiim rol oynayir (Cook, Cleland,
2007; Cornish-Bowden, 2012). Temperatur fermen-
tin stabilliyino, ferment-substrat kompleksinin
parcalanmas siiratine, fermentin substratla uygun-
luguna, fermentlo aktivator vo inhibitorun yaxin-
ligina tosir edir (Cornish-Bowden, 2012).

Amarantin inkisafinin ¢igokloma marhalasinds
subhiiceyro fraksiyalarinda aldigimiz naticolor
gostorir ki, biitiin fraksiyalarda temperaturun todri-
con 45°C-dok yiiksolmasi fermentin aktivliyinin
artmasina sobob olmusdur (Sakil 2). 45-55°C tem-
peraturda reaksiyanin siiroti maksimal olmus, tem-
peraturun sonrakiartiminda iso reaksiyanin siirati
azalmaga baglamis vo 70-80°C-do minimuma en-
migdir. 60°C-don yuxari temperaturun NAD-MDH
aktivliyina inhibirlogdirici tesiri ¢ox giiman ki,
ferment ziilalinin nativ strukturunun denaturasiya
ilo slagoedardir. Miioyyon olunmusdur ki, MH va
OTH-nin sSNAD-MDH-nm aktivliyi 45-50°C tem-
peraturda quraqliq tesirinden kontrolla miiqayisado
~2,5 dofo yiiksok olmusdur. Bu nstico quraqliq
tosirindon fermentin ziilalinin migdarmin artmasi
ilo olagadar ola bilor. Odobiyyatda bu naticalora
uygun noticalor movcuddur. Belo ki, adabiyyat
molumatlarinda miixtslif manbadon alinmis MDH-
larin  optimal temperatur gostoricilori  30-60°C
interval1 gostorilir (ITuneiipy u ap., 1991).

Molumdur ki, fermentativ reaksiyalarin siirati
fermentin substratlarinin qatihigindan birbasa asili-
dir (Cornish-Bowden, 2012). Bu magsadls yiiksak
tomizlonmis ferment preparati ilo NAD-MDH-nin
kataliz etdiyi diiziino vo oksino reaksiyalarin siiro-
tinin fermentin substratlar1 olan OA vs malatin
qatiligindan asililiginin doyisme dinamikasi tadqiq
olunmusdur (Cadval 2). Cadveldan goriindiiyii kimi
amarant yarpaqlarinin subhiiceyro fraksiyalarinda
lokalizasiya olunan izoformalar normal suvarma
soraitinde OA-in qatihigr 1,0 mM olduqda reak-
siyani daha yiiksok siirotlo kataliz edirlor. Quraqg-
ligintasirine moruz qalmig variantlarda OA-m 1,0
mM qatiigimda NAD-MDH-nm aktivliyi normal
suvarilan bitkilorlo miiqayisods 20% yiiksak ol-
musdur.
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Sakil 2. Cigoklomo fazasinda amarant yarpaqlarinin MH vo OTH-nin sitozol vo mitoxondri fraksiyalarinda
temperaturun NAD-MDH aktivliyins tosirinin kinetikasi. 1 - Kontrol, 2 - Quraqliq, A - Mixaelis-Menten,
B - Arrenius qrafiki, a - MH sitozol, b - MH mitoxondri, ¢ - OTH sitozol, d - OTH mitoxondri.
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Cadval 2. Cigoklomo fazasinda amarant yarpaglarinin MH vo OTH-nin subhiiceyro fraksiyalarinda NAD-MDH-nin

kataliz etdiyi reaksiyalarin bazi kinetik parametrlori.

< « - OA Malat NADH MgCl, ATF
E E f (0,1-10 mM) (5-100 mM) (0,02-1 mM) (1-50 Mm) (0,1-3 mM)
= S
: E ; I<m Vmax I(m Vmax I<m Vmax I<m Vmax Ki Vmax
Sit K 1,54 80,72 17 205 0,156 80 39 42 1,5 38
Q 1,89 91,03 20 219 0,16 130 4,2 99 2,1 98
= Xlp K 3,2 12,02 9 22 0,25 71 6,5 13,6 3,0 10,5
= Q 2,9 9,53 11 19,5 0,2 62 6,3 10,6 2,8 9,32
. K 2,5 30,8 12,5 101 0,17 140 2,8 128 1,3 127,1
Mit Q 3,30 40,01 11,4 185 0,2 160 4,0 134 1,2 131,2
Sit K 1,94 80.76 23,5 230 0,148 80,1 4,8 79,1 1,25 75
Q 1,7 100,2 22,5 239 0,15 99,0 4,5 99,1 2,25 96
E X1 K 1,3 23,03 11,5 35,0 0,3 24 4,2 22,8 1,6 21,6
Q P Q 1,4 23,61 11,8 42,2 0,25 34 4,06 20,96 1,4 20,6
Mit K 1,5 134.2 43 123 0,18 140 4,7 131,2 1,2 127
Q 2,0 141.7 5,2 149 0,16 160 6,0 137,9 0,9 133,6

Qeyd: Sit - sitozol fraksiyasa, Xlp — xloroplast fraksiyasi, Mi t - mitoxondri fraksiyast.

Cadvaldon goriindiiyii kimi amarant bitkisinin
MH-nin sitozolunda kontrolda K,0A=1,54 mM,
ViuaxOA=80,7 EU/mq ziilal, quraghgda K,;0OA=1,89
mM, V.xOA=91 EU/mq ziilal oldugu halda MH-nin
mitoxondrilorinds  kontrolda K, ,0A=25 mM,
VuaxOA=30,8 EU/mq ziilal, quraqligda K,,OA=3,3
mM, V,..xOA=40,1 EU/mq ziilal olmusdur.

Amarantin OTH-ds kontrolda sitozolda K,,OA=
1,94 mM, V,,,OA=80,7 EU/mq ziilal, quraqliqda
K.OA=1,7 mM, V..OA=100,2 EU/mq ziilal
oldugu halda OTH-nin mitoxondrilorindo kontrolda
KnOA=1,5 mM, V.,sO0A=1342 EU/mq ziilal,
quraqligda K,,0A=2,0 mM, V.,,.,xO0A=141,7 EU/mq
ziilal olmusdur.

Alman noticalari analiz etdikdo malum olur ki,
amarant bitkisinin yarpaqlarinda NAD-MDH-nin
kataliz etdiyi reaksiyanin OA-a goro K,-lori bugda
sortlarinin flaq yarpaqlarindaki homin gostericidon
asagl qiymoto malik olub 1,2-2,1 mM aralifinda
yerlosir. Amarant yarpaqlarinin OTH-do bas veron
homin reaksiyanin V,-u isa bugdanin flaq
yarpaglarmin MH-nin subhiiceyra fraksiyalan ilo
miiqayisode 3-5 dofa goxdur. Amarantin OTH-do
VimaxOA MH-doki V., OA-dan homiso yiiksok
olmusdur. Q tesirindon K ilo miigayisade bu forq
daha da artmisdir. Amarantin MH-nin SHF-1 arasin-
da sitozol fraksiyada V., mitoxondri fraksiyasina
nisbaton ~2 dofa ¢ox olmusdur. Amarant yarpaqla-
rnda MH ilo OTH-nin sitozol fraksiyalarinda
kontrol vo quraqliq variantlarinda K, vo V.-lar
togribon bir-birlorino barabor olsalar da OTH-nin
mitoxondri fraksiyasinda V., OA MH-nin mito-
xondri fraksiyasina nisboton ~3-4 dofo yiiksok
olmusdur.

Alinan naticolor MDH-nin OA-a qars1 yiiksak,
malata qarst iso asagr hossasligimnin oldugunu
gostarir ki, bu da basqa todqiqatgilarin naticolori ilo

uygunluq toskil edir. Ovvallor aparilmis todqiqat-
larda gostarirlor ki, malata qarsi fermentin asagi
hossasliga malik olmas1 malatin katalitik ¢evrilmosi
zaman1 fermentin konformasiya doyigkonliyi ilo
olagadardir (Wisemann et al., 1991; Carap u np.,
2010).

K, qiymotlorinin miiqayisesi gdstorir ki,
sNAD-MDH malata qars1 OA-la miiqayisods az
uygunluq gostorir. K., giymatlori bitkinin ndviin-
don, miibadilonin tipindon, hiiceyro daxilinds yerino
yetirdiyi funksiyasindan vo boyilimo soraitindon
asil1 olaraq doyiso bilir.

NAD-MDH fermentinin ayri-ayr1 izoformalar1
xuisusi aktivliyine, reaksiyanin siiroting, diiziino vo
oksino gedon reaksiyanin katalitik effektivliyino
gora biri-birindon farqlenirlor. Diiziina vo oksins
gedon reaksiyada NAD-MDH-nin kinetik para-
metrlorine gora forqlonon 2 miixtalif konformasion
vaziyyatds olur (biromendensa, [Inemanos, 1986).
Malatin oksidlogmosi alavo energetik baryerin ara-
dan qaldirilmas1 vo katalitik akt zamani mole-
kullarin  strukturunda ohamiyystli konformasiya
doyisikliklorin bag vermasi ilo miisayiot olundu-
guna gora reaksiya sabit siiratlo bas vermir. Malat
hayacanlanmis voziyyatindon sakit voziyyatine ke-
corak ayrilan hidrogen ionunu koferments otiirarok
substrat molekulu ilo MDH birlogsmasine sorait
yaradir. Yalmz reaksiya mohsullar1 ayrildigdan vo
MDH molekulu baglangic konformasiya voziy-
yotino gayitdigdan sonra substratin yenidon kata-
litik ¢evrilmasi bas verir. Bu kegidlorlo slagadar
olaraq katalitik prosesin siirati zsifloyir. OA-n
cevrilmo reaksiyast fermentin strukturunda basg
veron konformasiya doyigkonliklori ilo olagadar
deyildir.

Alinan naticolor osasinda belo bir miilahizo
ylriitmok olar ki, su stresi soraitindo agizciglarin
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baglanmasi ilo slagedar olaraq bitkilordo yaranan
CO, qithgmin qarsisint almaq {iglin bitkilorin
istifads etdiyi alternativ yollardan biri hiiceyralorda
MDH-lar hesabina Cy-tursularin sintezinin siiratlon-
masidir. Mitoxondri NAD-MDH-smin aktivliyinin
artmasi mitoxondrilorde Cy-tursularin  sintezini
artirir. Cy-tursularin sintezinin artmasi quragliqda
agizciglarin baglandigi vo qaz miibadiloesinin zaif-
ladiyi seoraitde karbon qatilagdiran mexanizmin igo
diismoasino sobab olur ki, bunun da naticasinda
Kalvin dévran1 CO, ilo tomin edilir (Amthor, 2010;
Wang et al., 2014).
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Hccaenosanne HAJ/I-Manataernaporesdassl Hlnto3oabsHbix 1 MUTOXOHAPHATBHBIX
®paxkuuii JIucrbeB Amapanta B YcaoBusix 3acyxu

I'.I'. baGaeB
HUncmumym monexynapuou obuonocuu u buomexuonoeuu HAHA

Wzyuensl nokanuzanms, HU30(EepMEHTHBI CHEKTP, HEKOTOpble (PHU3MKO-XUMHYECKHE U KUHETHYECKHUE
cBoiictBa HA/[-manatnerunporenassl (L-mamat-HA/l-oxcumopenykraza, HAA-MIAI, K& 1.1.1.37) B
IIUTO30JIbHBIX M MHTOXOHAPHANBHBIX (pakiusx Me3opunbHbix (M) um oOkmagouneix kietok (OK)
amapanTta B (a3ax IIBETEHHS M CO3pPEBaHHUS 3epHa MO BO3JAEHCTBHEM 3acyxH. B 3aBucumocTu OT (hazbl
pasButus u tuna tkaHu HAJ[-M/II" nmeeT mmpokuii n30pepMEHTHBIN CIEKTP, U MO IeHCTBHEM 3aCyXH
HaOJII0aI0TCS BBIPAXKEHHBIE U3MEHEHHSI B KOJIMUECTBE N30()EPMEHTOB, B (pEpMEHTATUBHON aKTUBHOCTH, a
Takke B (UIUKO-XUMHUECKHMX M KHHETHYECKHX CBOWCTBaxX ¢epMeHTra. 3HadeHHE Vi, OAA ans
nutoriazmarrndeckon HAJ[-MJIT (tHAJI-M/II) B 2 pa3a Gombiie, yeM uis MUTOXOHApuanbHO HAJI-
MAT" (MHAJI-M/ID). Bee nzodopmser pepmeHTa HMEIOT MIUPOKUH onTuMyM pH 1 yCTOHYMBEI K IEHCTBHUIO
Temreparypel. B 3aBHCHMMOCTH OT CYOKJIETOYHOW (Qpakuuu (QEepMEHT MPOSBISET BBICOKYIO
YyBCTBHUTENBHOCTh K CBoeMy cycOTpaTy — OAA W HU3KYI0 YyBCTBHTEJBHOCTh K Majary. Peakuws,
karammupyemas HAJI-M/I[', B ocHOBHOM mopuuHsieTcst KnHeTHKe Muxasnruca-MeHTeHa, 1 GepMeHT He
SBIISIETCSl AJUIOCTEPUYECKUM. AKTHBHOCTH (DepMEHTa CTPOTO PEryiHpyeTcs MPOMEXYTOYHBIMH CyOcTpa-
TaMU ¥ OJHO- U ABYXBAJIEHTHBIMU MOHAMHU.

Knioueevie cnosa: Amapanm, wxnemxu mezouina, xiemku o6Oxnaoku, HA/-manamoecudpozenasa,
usogopma, 1oKaruzayUs, 3acyxd, A0anmayus

The Study of NAD-Malatedehydrogenase in Cytosolic And Mitochondrial
Fractions of Amaranth Leaves Under Drought

H.G. Babayev
Institute of Molecular Biology and Biotechnology, ANAS

Localization, isoenzyme spectrum, some physicochemical and kinetic properties of NAD-malate
dehydrogenase (L-malate-NAD-oxidoreductaseNAD-MDH, EC 1.1.1.37) have been studied in cytosolic
and mitochondrial fractions of mesophyll (M) and bundle sheath cells (BSC) of amaranth leaves during the
flowering and grain ripening phases under drought. Depending on the growth phase and tissue type NAD-
MDH has a wide isoenzyme spectrum and pronounced alterations were observed in the isoenzyme number
and the enzyme activity and also in physicochemical and kinetic properties. V., OAA for cytoplasmic
NAD-MDH (sNAD-MDH) was 2 times more than that of mitochondrial NAD-MDH (mNAD-MDH). All
isoforms of the enzyme have a wide pH optimum and are temperature tolerant. Depending on the
subcellular fraction the enzyme is highly sensitive to OAA and manifests low sensitivity to malate. The
reaction catalyzed by NAD-MDH generally follows Michaelis-Menten kinetics and the enzyme is not
allosteric. The enzyme activity is strongly regulated by intermediate substrates and divalent ions.

Key words: Amarant, mesophyll cells, bundle sheath cells, NAD-malatdehydrogenase, isoform,
localization, drought, adaptation
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