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ISIN UMUMI XARAKTERISTIKASI

Movzunun aktualh@. Miasir dévrde otraf miihitin mithafizosi,
tobii sarvatlordon somorsli istifade olunmasi, antropogen amillorin
hava-torpag-bitki Ortiliylina zararli tasiri naticesinda ekoloji tarazligin
pozulmasinin qarsisinin almmast on aktual problemlordon biridir
(Ndayishimiye et al., 2012). Temperaturun vo duzlulugun artmasi, su
catismazligt vo torpaq quraqliginin yaranmasi naticesinde moadani
bitkilorin mohsuldarligi normal su tominati olan bitkilorle miigayisada
30-35% azalir (Boyer, 1982; Bray et al.,, 2000; Hoerling, Kumar,
2003; Rosegrant, Cline, 2003; Peters et al., 2004). Planetimizds
yaxinlagsan bu tohliikoni hiss edon solahiyyatli togkilatlar bunun
garsisini almaq tiglin xarici mithitin olverissiz goraitinde yagamaq vo
inkisaf etmok imkanlarma malik olan yiiksok mohsuldar modoni bitki
sortlarinin seleksiyasin1 vacib sortlordon biri hesab edirlor (Dyson,
1999; Miflin, 2000). Birlogsmis Millatlor Tagkilatinin Orzaq ve Kond
Tosorriifat Togkilatinin (FAQO) prognozuna goro, diinya shalisini arzaq
mohsullar1 ilo tomin etmak {iglin arzaq istehsalii 2030-cu ilo goder
40%, 2050-ci ilo qoder iso 70% artirmaq lazimdir. Hesablamalara
g0ra, 2050-ci ilo gadar bugdaya olan tolobat toxminon 60% artacagq.
Lakin abiotik vo biotik stres amillori bugda bitkisinin istehsalini
toxminan 30% azalda bilor (Manickavelu et al., 2012). Buna gora do
miasir todqiqatlar otraf miihitin alverigsiz amillorine qarsi davamli
sortlarin tokmillagdirilmasine istiqgamstlondirilmslidir. Bu problemin
miivoffoqiyyotli holli {¢iin prosesds istirak edon fizioloji va
biokimyavi sistemlorin funksional rollarinin vs strese cavab olaraq
miidafis vo adaptasiya reaksiyalarmin mexanizmlorinin todqiq
olunmasi vacib sartlordan biridir.

Bu baximdan, bitki metabolizminds miihiim rol oynayan NAD-
malatdehidrogenaza (NAD-MDH, L-malat: NAD" oksidoreduktaza,
EC 1.1.1.37) fermentinin 0yranilmosi xiisusi maraq kosb edir. NAD-
MDH fermenti miihiim araliq metabolit olan malatin oksalasetata vo
oksina cevrilmosi reaksiyalarmi kataliz edir. Malat osmotik tozyiqin
tonzimlonmaosi vasitasilo agizciglarin horakati, hiiceyrs pH-na nazarat,
redoks homeostaz vo hiiceyro kompartmentlori arasinda reduksiya
olunmusg ekvivalentlorin naqli vo miibadilesi kimi bir ¢ox fizioloji
proseslords istirak edir (Lance, Rustin, 1984; Fahnenstich, 2007;
2008).



Canli orqanizmlorin miihitin doyigon soraitine cavab reaksiyasi
hiiceyronin konstruktiv vo energetik miibadilesindo miithiim rol
oynayan malatdehidrogenaza (MDH) sistemi fermentlorinin yeni
izoformalarinin amolo golmosi ilo slagadar ola biler (Catap u np.,
2010; Enpunnes u ap., 1996).

Bu baximdan, stres amillorinin tesirine qarsi hassas funksional
sistemlordon biri kimi fotosintezin ferment sistemlorinin dyronilmasi
boyiik elmi va praktik shomiyyat kasb edir.

Tadqgigatin maqsadi vo vazifolori. Toqdim olunan dissertasiya
isindo osas mogsad fotosintezin C; yoluna aid olan quraqliga
davamliligina gora forqlonan iki bork (Triticum durum desf.)) bugda
vo Cy4 bitki amarant (Amaranthus cruentus L.) yarpaqlarinda normal
suvarilma va quraqliq stresinin tasiri zamant NAD-MDH fermentinin
Oyranilmasindon ibaratdir.

Qarsiya qoyulan mogsads nail olmaq liclin agagidaki tadgigatlarin
yerino yetirilmasi planlagdirilmigdir:

» Bugda genotiplorindo vo amarant yarpaqlarinda NAD-MDH-in
aktivliyinin toyini ii¢iin optimal miihitin tapilmasi;

» Bugda genotiplorinden \) amarant yarpaglarindan
assimilyasiyaedici  toxumalarm  vo  onlarin  subhiiceyro
fraksiyalarinin ayrilmas;

» Bugda genotiplorindo vo amarant yarpaqlarmim  mixtolif
subhiiceyra fraksiyalarinda kontrol ve quraqliq seraitinde NAD-
MDH-1n bazi fiziki-kimyavi xassolorinin vo kinetik parametrlorinin
miiqayisali todqiqi;

» Bugda genotiplorinin vo amarant yarpaglarmm mixtolif
subhiiceyra fraksiyalarinda inkisafin aktiv fazalarinda kontrol vo
quraqlig  soraitinde  NAD-MDH-in  aktivliyinin = doyisme
dinamikasinin miiqayisali tadqiqi;

» Bugda genotiplorinds vo amarant yarpaglarinin miixtalif subhiiceyra
fraksiyalarinda inkisafin aktiv fazalarinda kontrol veo quraqliq
soraitindo nativ poliakrilamid gel-elektroforez iisulu ilo NAD-
MDH-1n izoferment spektrinin miiqayissli todqiqi;

» Bugda genotiplorindo vo amarant yarpaqglarinda bozi araliq
metabolitlorin miqdari analizinin aparilmas;

Isin elmi yeniliyi. ilk dofs> olarag, tarla soraitindo normal
suvarilan va quraqliq stresine moruz qalmig bugda (Borakotli-95 vo
Qaraqil¢iq-2) ve  amarant yarpaglarindan  assimlyasiyaedici



toxumalarmnin subhiiceyrs fraksiyalar1 ayrilaraq nativ gel-elektroforez
tsulu ilo NAD-MDH-in izoferment spektri, onlarin aktivliyinin
doyisma dinamikasi tadqiq edilmigdir. NAD-MDH-1n yiiksok aktivlik
gOstormasi  liclin  optimal reaksiya miihiti tapilmigdir. Miixtalif
subhiiceyro  fraksiyalarinda  lokalizo  olunmus NAD-MDH-in
izoformalarmin molekul Kkiitlolori, longims faktorlar1 (Ry), kinetik
parametrlori vo katalitik xiisusiyyatlori ilk dofs olaraq toyin edilmisdir.
NAD-MDH-in subhiiceyra izoformalarinin, diiziine vo oksino gedon
reaksiyalarin substrata uygunlugu, temperatur vo pH optimumlari
miloyyanlagdirilmisdir.

Isin praktiki ohoamiyyati. Miixtolif fotosintez yollarma malik
olan bitkilorde quragligin tesirina qarsi adaptasiya mexanizmlarinin
yaranmasinda miihiim rola malik olan NAD-MDH fermentinin
hiiceyra metabolizminds yerino yetirdiyi fizioloji funksiyalarinin va
onun biokimyavi xassalorinin dyronilmesindon alinan naticaler
quragliga davaml, mohsuldar yeni bitki sortlarmin seleksiyasinda va
bir ¢ox ekoloji problemlarin hsllinds istifads oluna bilor.

Isin aprobasiyasi. Dissertasiya isinin osas neticolori Minskdo
kegirilon Teoperuueckne u [IpuknaaHbie acrekTbl BHOXMMUHM H
Buorexnonorun Pacrennii” (2008), Antalyada kecirilon “Mechanisms
and Consequences of Free Radical-Mediated Oxidative Protein
Modifications* (2009), Kremeneguk soharinds kegirilon “AxryanbHbie
npobnemsr boranuku n Jkonorun” (2009) konfranslarinda, Moskvada
kegirilon “HoBble u HeTpagWIIMOHHBIE PACTEHHS W TEPCIEKTHUBBI WX
ucnonws3zoBanus” VIII Beynoslxalq simpoziumunda (2009), Odessada
kegirilon gonc alimlorin “BuopasHoobpaszue. Dkonorus. Apanrarusi.
Oeomonus” (2009) 1V Beynslxalq konfransinda, Bakida kegirilon
“Davamli  inkisaf iiclin fotosintez todqiqatlar1’”  Beynolxalq
konfransinda (2011, 2013), Ulyanovski soharinde kegirilon
“UHTpoAyKIMsl HETPAAMLMOHHBIX H peakux pacteHuii” (2012)
konfransinda, Moskvada kegirilon “AkryanbHble  TIpOOIEMBI
Ouonoruueckoi m xummuueckoil skomorun” (2012) Beynolxalq elmi-
praktiki konfransda, Qrodnoda kecirilon “AxTyanbHbie TpOOIEMBI
skonorun-2012" (2012) VIII Beynolxalq elmi-praktiki konfransda,
Moskvada kegirilon “Davamli inkisaf {igiin fotosintez tadqigatlar1”
Beynolxalq konfransinda (2014), AMEA Botanika Institutunun
laboratoriya vo sobalorinds, eyni zamanda institutda kecirilon elmi
seminarlarda miizakirs olunmusdur.



Isin nosri. Dissertasiya isino aid 11 mogalo vo 10 tezis olmagqla,
21 osor ¢ap edilmisdir.

Dissertasiyanin qurulusu vo hacmi. Dissertasiya isi girig, 4
fasil, yekun, natico vo istifade edilmis adobiyyat siyahisindan ibarat
olmaqla {imumu hocmi 172 sohifo toskil edir. Isdo 31 sokil vo 10
cadval verilmigdir. Alinan naticalorin analizi zamam 302 odabiyyat
manbaying istinad edilmisdir.

ISIN MOZMUNU

Odobiyyat icmahda Cs- vo Cs-bitkilerin fizioloji-biokimyavi
xiisusiyyatlori, su stresinin bitki orqanizmlorine tasirinin ekoloji-
biokimyavi xiisusiyyatlori va bitki metabolizminds malat vo piruvatin
rolu nazardon kegirilmisdir. Homginin, MDH sistemi fermentlorinin
imumi xarakteristikasi, NAD-MDH-in bitkilordo  yayilmasi,
subhiiceyro lokalizasiyasi vo izoferment torkibi, fiziki-kimyavi va
kinetik xassolori, fermentin metabolitlor vo ionlar soviyyesinda
tonzimlonmasi va bitkilorin atraf miihit soraitine adaptasiyasinda onun
rolu atrafli isiglandirilmigdir.

TIODQIQATIN MATERIAL VO METODLARI

Tadqiqat obyekti olaraq, quragliga davamliligina gora forglonan
bork bugdanin (7riticum durum desf.) Borokatli-95(davamli) va
Qaraqil¢ig-2 (hassas) genotiplori vo Cg-bitkilorin NAD-malik enzim
yarimtipine aid Amaranthus cinsinin Amaranthus cruentus L. novii
gotiriilmiisdiir.  Bugda  genotiplori  Elmi-Tadqgiqat — Okingilik
Institutunun ~ Abseron  Toacriilbs Bazasmin okin  saholarinds
yetigdirilmisdir. Amarant bitkisi iss siini iglim kamerasinda vegetasiya
gablarinda torpaqda akilorak becorilmisdir.

NAD-MDH fermentinin aktivliyi reaksiya miihitinin optiki
sixliginin doyigsmesina asasan spektrofotometrik yolla (Ultrospec 3300
pro, Amersham, USA) 340 nm dalga uzunlugunda 1 daqiqe orzinds
toyin olunmusdur (Scheibe, Stitt, 1988). Yarpaq niimunslorinda
pigmentlerin miqdarmin toyini (Sims, Gomon, 2002), amarant
yarpaqlarindan assimilyasiyaedici toxumalarm ayrilmasi (Quliyev et
al.,, 2003), bugda yarpaglarindan mitoxondrilorin ayrilmasi (Hong,
2004) manbalarine uygun hoyata kegirilmigdir. Amarant yarpaglarmin



assimilyasiyaedici toxumalarindan mitoxondrilorin ayrilmasi bizim
torafimizdon obyekts uygun olaraq modifikasiya olunmus metodla
yering yetirilmisdir. Umumi holl olan ziilallarin miqdar1 Sedmak vo
Grossberga gors (Sedmak, et al., 1977) toyin olunmusdur.

NAD-MDH-1n izoferment spektri 7,5%-li nativ poliakrilamid
gelindo (PAAG) elektroforez (Sigma, USA, Mo 63178, Model E-
4266) metodu (Davis, 1964), geldo NAD-MDH-in ranglonmasi
spesifik nitrotetrazol goyii metodu ilo (Taanb, 1982) yerina
yetirilmigdir. Malatin vo piruvatin miqdar1 ([ernad, 1975), sorbast
prolinin miqdar1 (Bates et al., 1973), MDA-nin miqdar1 (Heath,
Pasker, 1968) metodlar1 ilo toyin olunmusdur.

Biitiin tocriibalear {i¢ bioloji tokrarda aparilmigdir. Alinan naticolor
Microsoft Excel kompiiter programimmn komoyi ilo statistik
iglonilmisdir.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

1. Bugda vo amarant yarpaqlarindan NAD-malatdehidrogena-
zamin ayrilmasi vo aktivliyinin tdyini iiciin optimal miihitin
tapilmasi. Molumdur ki, fermentlorin aktivliyi homogenizasiya
miihitin torkibinden vo miiddatindon asili olaraq doyisir. Bu mogsadla
har iki todqgigat obyekti iiglin homogenizasiya miihitinin torkibi vo
homogenizasiyanin miiddati miioyyonlosidilmigdir. Bugda
yarpaqlarmin homogenizasiya miihitinin terkibi 100 MM Tris-HCI
buferi, pH 8,0, 20 MM MgCl,, 1 MM etilendiamin tetraasetat tursusu
(EDTA), 5 MM ditiotreitol (DTT) va 1 % polivinilpirrolidon (PVP),
0,6% Triton X-100, amarant yarpaqglarinin homogenizasiya miihitinin
torkibi isa 100 MM Tris-HCI buferi, pH 7,8, 20 MM MgCl,, 1 MM
EDTA, 5 MM DTT va 0,5% PVP olaraq miioyyan edilmigdir. Amarant
yarpaqglarmimn iki doqige miiddatinde 30 saniyo fasilo ilo
homogenizasiyast zamani fermentin daha yiiksok aktivlik miisahido
olunmusdur. Nisboton uzun miiddotli homogenizasiya iso oksino
fermentin aktivliyinin azalmasina sobob olmusdur.

NAD-MDH-in kataliz etdiyi diiziine vo torsino reaksiyalarin
reaksiya mibhitlorinin torkibi vo optimal pH-1 miioyysn edilmisdir.
Oksalasetatin malata c¢evrilmasi reaksiyasmnin reaksiya mihitinin
tarkibi 100 MM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM oksalasetat, 10 mg/ml dkiiziin



zordab albumini (BSA), 10 mM MgCl,, 0,15 MM NAD-H-dan
ibarotdir. Reaksiya reaksiya miihitina 1 mM oksalasetat slava edilmasi
ilo baslanir. Malatin oksalaseta ¢evrilmosi reksiyasinin miihiti 100
mM Tris-HCL, pH 9,0, 30 mM malat, 0,2 mM NAD-dan ibaratdir.
Reaksiya reaksiya miihitine 30 mM malatin olave edilmasi ilo
baslanir.

2. Bugda vo amarant yarpaqlarindan subhiiceyrs fraksiyalarimn
ayrilmasi1 vo tomizlonmosi. Bugda genotiplorinin flaq yarpaglarinda
NAD-MDH-in subhiiceyra paylanmasini tadqiq etmok iiglin yarpaq
mexaniki Usulla dagidilmis vo onun subhiiceyro fraksiyalari
ayrilmisdir. Bunun iigiin +4°C temperaturda 20 q kigik hissoloro
kosilmis yarpaq materialinin iizerine 80 ml 30 mM [N-
morfolin]propan sulfat (MOPS), pH 7,4, 0,2 M saxaroza, 4 mM
sistein, | mM DTT, 5 mM EDTA, 0,2% BSA, 1% PVP vo 10 mM
KCI (A buferi) slavo edilorok mexaniki dezinteqratorda 4-5 san
miiddstindo  homogenizasiya olunmusdur. Alman homogenat
filtirasiya olunduqdan sonra ¢okiintii atilmisdir. Supernatantm +4°C
temperaturda 2 daqiqs 5000g siiratls sentrifuqalasdirilmasindan alinan
cokiintli xloroplast fraksiyasindan ibaratdir. Cokiintiinii (xloroplast
fraksiya) +4°C temperaturda A buferindo holl etdikdon sonra iizorino
Iml 1% Triton X-100 mohlulu slave edilmis vo 1 saat sonra NAD-
MDH-1n aktivliyi 6l¢tilmiisdiir.

Mitoxondri ~ fraksiyasim1 ~ aywrmaq  mogsadilo  imumi
homogenatdan alinmis supernatant yenidon +4°C temperaturda 5
daqige 20000g siiratle sentrifuqalagdirilmig va ¢okiintiiniin yuyulmasi
liciin iizarino B buferi (20 mM MOPS buferi, pH 7,4, 0,3 M mannitol,
0,2% BSA) olavo etdikden sonra yeniden +4°C temperaturda 5 dogiqo
miiddatindo  20000g-ds  sentrifuqalagdirilmigdir.  Alinmis  ¢okiintii
mitoxondri va peroksisom fraksiyalarindan ibarstdir. Onlarin iizorine
2,5-3,5 ml B buferi vo 0,6 % Triton X-100 mohlulu slavs edilmis va 1
saatdan sonra alman ekstraktlar tizorinds 18, 23, 35% (10 ml) perkol
gradienti yaradilmigdir. Hor bir perkol mohluluna 10 mM MOPS
buferi, pH 7,4, 0,2 M saxaroza va 0,2% BSA slave olunmusdur. 23 va
35% perkol gradienti olan gatlara 100 mM 1,2-propandiol slavas
olundugdan sonra 30 doaqige 40000g-do sentrifuqalasdirilmigdir.
Alinmig ¢okiintiiniin (mitoxondri fraksiyasinin) {izarins 1,5-2 ml bufer
A va 0,6%-1i Triton X-100 olavs etdikdon 1 saat sonra NAD-MDH-1n
aktivliyi toyin edilmisdir (Guillot-Salmon et al., 1997).



Amarant yarpaglarindan assimilyasiyaedici toxumalarin ayrilmasi
ticiin (Guliyev et al., 2003) yarpaqlar 25 MM, pH 7,8, (4-(2-oksietil)-
1-piperazinetansulfat tursusu (HEPES) buferinds, 0,3 M saxaroza, 1
mM EDTA, 15-20 mM 2-merkaptoetanol torkibine malik olan bufer
mohlulunda (bufer A) dezinteqratorda (MPW-302, Polsa) 4 san 7000
dovr/doq siiratilo homogenizasiya olunmugdur. Hall olan fraksiya
stiziildiikdon sonra mesamolarinin diametri 80 pm olan Sotov qifinda
filtrasiya edilmisdir. Filtratin +4°C temperaturda 15 dogiqe 300g-do
sentrifugalagdirilmasindan  alinan  holl olan fraksiya mezofil
hiiceyronin (MH) sitozol fraksiyasindan ibaratdir. Cokiintii (MH-in
xloroplast fraksiyasi) izorina10 ml saxaroza olmayan A buferi olaves
olunmus va 15 doqige miiddstinds 300 g-do sentrifuqalasdirilmigdir.
Bu soraitdo osmotik sokla xloroplastlar membran vo stroma
fraksiyalaria ayrilmigdir.

Filtirdo qalan ¢Okiintii (mezqa) A buferi ilo bir nego dofo
yuyulmus, avvalca 60 san 6000 dovr/daq, sonra 80 san 8000 dovr/daq
siroti  ilo  homogenizasiya olunmusdur. Alinan ekstraktin
masamalorinin  diametri 211 um olan Sotov qifinda filtrasiya
olunmasindan omolo golon filtrat MH va 6rtiik topa hiiceyranin (OTH)
qarigigindan ibarotdir. Cokiintli A buferinds suspenziyalasdirildigdan
sonra avvalca 60 san 6000 dovr/daq, onun ardinca isa 15 san 8000
dovr/daq siirati ilo homogenizasiya olunmusdur. Alinmis supernatant
diametri 211 um olan Sotov qifinda filtrasiya olunmus vo filtrat 20
dagiqa 10000g-do sentrifuqalasdirilmisdir. Hall olan fraksiya OTH-n
sitozol, ¢cokiintii ise xloroplast fraksiyadan ibaratdir. Cokiintii saxaroza
olmayan A buferinds suspenziyalagdirilmis vo 20 daqige miiddatinds
10000g-da ¢okdiiriilmiisdiir. MH vo OTH-1n xloroplastlar1 2 saat 0,6%
Triton X-100 mohlulunda saxlamldigdan sonra NAD-MDH-in
aktivliyi toyin edilmisdir.

MH vo OTH-1n mitoxondri fraksiyalarini ayirmaq iigiin filtrat 2,5
doqige miiddatinde  5000g-do  sentrifugalasdirilmisdir.  Cokiintii
atildigdan sonra holl olan fraksiya 2,5 doqige 27000g-do
sentrifuqalasdirilmigdir. Cokiintiiniin iizorino 0,3 M saxaroza, 1 mM
EDTA, 15-20 mM merkaptoetanol (2-ME), 25 mM HEPES, pH 7,8
buferi olave edilorok 2,5 doqige miiddstinde 27000g-ds tokrar
sentrifuqalasdirilmigdir. Alinan ¢ékiintiilor MH vo OTH-m tomiz
mitoxondrilorindon ibaratdir. Mitoxondri cokiintiisliniin  iizorins
yenidon 25 mM HEPES, pH 7,8, 0,3 M saxaroza, 0,2% BSA, 4-5 mM



sistein, ImM EDTA, vs 0,6% Triton X-100 mohlulu slave edilmis va
1 saatdan sonra yenidon ¢oOkdiiriilmiigdiir. Holl olan fraksiyada
fermentin tadqiqi davam etdirilmisdir.

3. Reaksiya miihitinin pH-min NAD-MDH-1n aktivliyina tasiri.
NAD-MDH hor iki bitkido genis pH optimumuna malikdir.
Qaraqil¢ig-2 genotipinin streso moruz qalmig yarpaqlarinda sitozol
fraksiyada optimal pH 8,0-8,5 oldugu halda, normal suvarilmig
variantlarda 7,5-8,0-0 barabardir. Borakatli-95 genotipinin normal
suvarilan vo quraglifa moruz qalmis yarpaqlarmin sitozol
fraksiyasinda pH 7,7-8,2 intervalinda NAD-MDH daha yiiksok
aktivlik gostorir. Beroketli-95 genotipinds normal suvarillan vo
quraqliga moruz qalmig yarpaglarin  xloroplast vo mitoxondri
fraksiyasinda reaksiya miihitinin pH 8,0-8,5, Qaraqil¢ig-2 genotipinda
isa 7,7-8,2 olduqda ferment maksimal aktivlik gdstarir.

Amarant yarpaglarmim MH vo OTH-larinda oksalasetatin malata
cevrilmasi reaksiyasi sitozol fraksiyasmda miihitin pH 7,5-8,5, MH-
nin xloroplast fraksiyasinda ham normal suvarilan, hom ds quraqgliq
variantda pH 7,7-8,2, OTH-in mitoxondri fraksiyasinda pH 8,0-9,0
oldugda ferment maksimal aktivlik gdstarir.

Bugda genotiplorindo malatin  oksalasetata  ¢evrilmasinin
reaksiyast sitozol fraksiyasinda miihitin pH 8,8-9,5, xloroplast va
mitoxondri fraksiyalarmda pH 8,5-9,0, Qaraqil¢ig-2 genotipinin
sitozol fraksiyasinda isa pH 9,0-9,7 olduqda ferment maksimal aktivlik
gOstorir.

Amarant yarpaqglarimin MH-m subhiiceyrs fraksiyalarinda malatin

oksalasetata cevrilmasi reaksiyasi  sitozol fraksiyasmda miihitin
optimal pH-1 9,2-9,7 oldugu halda, OTH-da pH 9,0-9,5, xloroplast
fraksiyada normal suvarilan variantda pH 8,5-8,9, streso maruz qalmig
variantlarda 8,2-8,7, MH vo OTH mitoxondri fraksiyada iso pH 8,8-
9,2 intervalinda doyigir.
4. Temperaturun NAD-MDH aktivliyino tasiri. Temperatura
hassasliq ziilallarin vacib xassolorinden biridir. Hiiceyra daxilinds
ferment  sistemlorinin  aktivliyinin  tonzimindo,  biokimyovi
cevrilmoalords, ferment molekulu ilo ferment-substrat kompleksi
arasinda tarazhigin yaranmasinda temperatur mithiim rol oynayir
(Cook, Cleland, 2007; Fersht, 1999; Cornish-Bowden, 2012).

Bugda vo amarant yarpaglarinin assimilyasiyaedici toxumalarinin
subhiiceyro fraksiyalarinda NAD-MDH fermentinin kataliz etdiyi
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reaksiyalarin siirati temperaturdan ciddi asilidir. Normal suvarilan va
quraqliq stresine moruz gqalmis variantlarda biitiin subhiiceyra
fraksiyalarinda NAD-MDH-1n aktivliyi temperaturun 4-40°C arasinda
todricon artmus, 40-50°C temperaturda maksimuma g¢atmus, 60-70°C
temperaturda ise aktivlik biitiin fraksiyalarda kaskin azalmigdir.
Quraghgin tosirindon temperatura davamliligin  artmasimi
fermentin yeni izoformalarinin induksiya olunmasi ils izah etmok olar.
Alinan naticalar hor iki bitkido NAD-MDH-1n becarilma soraitindon
asilt olmayaraq yiiksok termostabilliys malik oldugunu gdtarir.
5. Diiziina va tarsino gedan reaksiyalarda NAD-MDH aktivliyino
substratlarin qatih@indan asihliq sabitinin vo reaksiyamn
maksimal siiratlorinin tayini. Molumdur ki, biokimyovi reaksiyalarin
stirati fermentin reaksiyaya daxil olan substratlarmin gqatiligindan
birbaga asilidir (Cornish-Bowden, 2012). Tadqiqat obyektlorindon
ayrilmig subhiiceyra fraksiyalar1 (NH4),SO4-la ¢okdiiriilmiis, gel
xromatoqrafiya iisulundan istifade edarok qismon tomizlonmis va alds
edilmis ferment preparatida kinetik parametrlor todqiq edilmisdir
(Cadval 1 va 2).

Cadval 1.
Bugda yarpaglarinin subhiiceyro fraksiyalarinda NAD-MDH-1n kataliz etdiyi
reaksiyalarm bazi kinetik parametrlori.

& s = Oksalasetat Malat NADH MgCl, ATF
gl 2| £ (1-10 mM) (5-100 mM) (0,02-1 mM) (1-50 mM) (0,1-3 mM)
Cl= 17 Ka] Vew| Kon]| Ven| Kn]| Ven| Kn] Ves| Kn| Ve
- SP | K| 123] 89 170 323| 0,13 5,6 5,1 188 | 08| 4,116
o Q| 20| 105] 168 370] 013 6,2 6,2 174 08] 432
Zlxp K| 1,53] 19 6,0 3.2 0,14 48 2,8 379 05| 2,03
<
g Q| 133] 253 49 48 0,16 6,4 2,0 561 07| 240
m
MX| K | 156 17,9 7,5 42 0,09 | 31,7 49 67,7| 07| 275
Q| 133] 199 8,0 6,5 0,1 35,2 3,5 844 | 06| 350
ol SPIK ] 09] 176] 180] 377] 016 5,0 7,5 281 09] 3,17
g Q| 111 139 191 352| 015]| 6,11 8,0 242 | 08| 33
g XP| K| 125] 1,64 70 45| 015] 634 28 86 | 06| 27
-
S Q| 1.28] 154 6,3 48 0,15| 6,13 2,9 85| 08 20
MX| K | 21| 292 6,4 48 0,13 | 44,0 2.8 779 06| 323
Q| 16| 190 59 5,0 0,12 387 3,4 813 07| 325

Qeyd: SP-sitozol fraksiya, XP-xloroplast fraksiya, MX-mitoxondri fraksiya.
(Va-mkmol OA/ziillal “daq; K,-mM ilo ifada olunmugsdur).
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Amarantin OTH-da V.,,OA MH-daki V., OA-dan yiiksok
olmusdur. K, qgiymsotlorinin miiqayisesi gostorir ki, sitoplazmatik
NAD-MDH malata oksalasetat ilo miiqayisads az uygunluq gostarir.

. Cadval 2.
Amarant yarpaglarmin MH vo OTH-1n subhiiceyrs fraksiyalarinda NAD-
MDH-1n kataliz etdiyi reaksiyalarn bazi kinetik parametrlori.

Oksalasetat Malat NADH MgCl, ATF

sl s |, (0,1-10 mM)|  (5-100 mM) (0,02-1 mM) (1-50 mM) (0,1-3 mM)
Sl E S| Ka|] Vox| Kn| Vaw| Kan| V| Ku| Vi | Ko| Vi
SP | K| 1,5 80,72| 17,0| 2050| 0,16| 80,0| 39| 420 1,5 38,0
Q| 1,9 91,03 200 219,0] 0,16 130,0] 42| 99,0 2,1 98,0

§ XP | K| 32| 12,02 9,0 220 025| 710] 65 13,6 30/ 105
Q| 29 953 11,0 195| 020 620| 63 10,6 2,8 9,32

MX| K| 25 308| 12,0| 101,0| 0,17 | 140,0| 2,8 1280 | 13| 1271

Q| 33| 40,01 11,0| 1850| 0,2 | 160,0| 40| 1340 12| 1312

SP | K| 1,9] 80.76] 240 230,0] 0,15| 800| 48| 791 13| 75,0
= Q| 1,7] 100,2| 22,5| 239,0| 0,15| 99,0| 45| 99,1 23| 96,0
S| XP| K| 13 2303 11,5] 350 | 030| 240| 42| 228 1,6 21,6
Q| 14| 2361 11,8 422 | 025| 340| 41| 2096 | 14| 206

MX| K| 1,5] 1342] 43 123,01 0,18 | 140,0| 4,7 1312 12| 127,0

Q| 20| 141.7] 5.2 149,01 0,16 | 1600 6,0 1379 | 09| 133,6

Qeyd: MH-mezofil hiiceyra; OTH-ortiik topa hiiceyra; SP-sitozol fraksiya, XP-xloroplast
fraksiya, MX-mitoxondri fraksiya. (Vya-mkmol OA/ziilal * daq; K,-mM ilo ifada olunmusdur).
Mitoxondri NAD-MDH-1 sitozol NAD-MDH ilo miigayisods
NADH-1n yiiksok gatiligina daha ¢ox hassasliq gostorir. MH vo OTH-
m mitoxondrilorinde fermentin lokalizasiya olunan izoformalarmin
aktivliyi artmigdir. K, Vo Ve qiymatlori bitkinin ndviindon,
miibadilonin  tipinden, hiiceyro  daxilindo  yerina  yetirdiyi
funksiyasindan va bdyiima soraitindon asili olaraq miixtalif doyigir.
6. Bugda vo amarant yarpaqlarinda NAD-malatdehidrogenazanin
izoformalarimn aktivliyinin, lokalizasiyasimn vo izoferment
spektrinin tadqiqi. Bugdanin yarpaq hiiceyrolorinin  sitozol
fraksiyasinda on yiiksok aktivlik boruyagixma fazasmin ovvalindo
geyds alinmugdir ($akil 1).
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Sokil 1. Borokstli-95 vo Qaraqil¢ig-2
- bugda genotiplarinin flaq yarpaglarm-
da quragligin tesirindon NAD-MDH-
m aktivliyinin doyisma dinamikasi. A-
sitozol, B-xloroplast, C-mitoxondri
fraksiyasi.

Boruy Boruy Cigalsl Doan dolma
awvali sonu

Boruyacixma fazasmin sonunda koskin azalma miisahido olunsa
da, cigokloms fazasinda aktivlik yenidon pik hadds catmugdir. Bu
fazada on yiliksok aktivlik Qaraqil¢ig-2 genotipinin quragliq
variantinda miigahide olunmusdur. Boruyagixma fazasinin sonunda
Qaraqil¢ig-2 genotipinin mitoxondri fraksiyasinda quraqliq stresina
moaruz qalmig variantlarda digoarlari ilo miiqayisads on yiiksok aktivlik
miisahids edilmisdir. Barokatli-95 genotipinds vegetasiyanin sonlarina
dogru aktivliyin Qaraqilgig-2 genotipine nisbaton yiiksok olmasini
onun quraqgliga davamli olmasi il izah etmak olar.

Nativ  gel-elektroforez metodundan istifado ederok bugda
genotiplarinin yarpaglarinda NAD-MDH-1n izoferment spektri analiz
edilmigdir ~ (Sokil 2). Boruyagixma fazasmin ovvealinds sitozol
fraksiyasinda NAD-MDH-1n 58, 74, 78 kDa, xloroplast fraksiyasinda
yalnmiz 78 kDa, mitoxondri fraksiyasinda isa 74 va 78 kDa molekul
kiitloys malik izoformalar agkar olunmusgdur.

Cigoklomo fazasinda Borokatli-95 genotipinds  quraqligin
tosirindon sitozol fraksiyada NAD-MDH-in 82 kDa molekul kiitlali
yeni izoformasi omolo golmis, Qaraqilgig-2 genotipinds isa bu
izoforma miisahido olunmamisdir. Quraqligin tesirindon hor iki
genotipin mitoxondri fraksiyasinda 66 kDa molekul kiitlali induktiv
izoforma nazars ¢arpmisdir.
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Sokil 2. Borokstli-95 vo Qaraqilgig-2 genotiplarinin flaq yarpaqlarinin
subhiiceyro fraksiyalarinda NAD-MDH-in izoformalarmin nativ  gel-
elektroforez iisulu ilo toyini. A-Boruyagixmanin oavvoli; B-Boruyagixmanin
sonu; C-Cigoklomo; D-Don dolma. I-Borokotli-95 kontrol; II-Qaraqilgig-2
kontrol; III-Barakatli-95 quraqliq; IV-Qaraqilgig-2 quraqliq. SP-sitozol, XP-
xloroplast, MX-mitoxondri.

Inkisafin ~ aktiv  morhololorindo  amarant  yarpaglarinm
assimilyasiyaedici toxumalarmin subhiiceyra fraksiyalarmda NAD-
MDH-1n aktivliyinin doyismo dinamikasi tadqiq edilmisdir (Sakil 3).

Amarant yarpaglarimin MH vo OTH-in sitozol fraksiyalarinda
kontrolda NAD-MDH-in aktivliyi ¢i¢okloms fazasinin ovvalinda
quraghigm tesirine moruz qalmig variantlarla miiqayisads yiiksok
olmugdur. Amarant yarpaglarinin assimilyasiyaedici toxumalarinin
(MH vo OTH) xloroplast fraksiyalarinda NAD-MDH aktivliyinin
doyismo dinamikasi Sokil 3B-do  verilmigdir. NAD-MDH-in
aktivliyinin MH-in xloroplastlarinda timumi aktivliyinden az olmasina
baxmayaraq, quraqliq variantlarda fermentin aktivliyi biitiin fazalarda
normal suvarilan variantlardan yliksok olmusdur. Amarant
yarpaqlarmin hor iki assimilyasiyaedici toxumalarinin mitoxondri
fraksiyalarinda (Sokil 3C) NAD-MDH fermentinin aktivliyi biitiin
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NAD-MDH aktivliyi,

tadqiq olunan fazalarda sitozol (Sakil 3A) vo xloroplast (Sakil 3B)
fraksiyalaria nisbaton xeyli yliksok olmusdur. Ehtimal ki, bu NAD-
ME yarmtip C,-bitkilords ¢oxlu miqdarda mitoxodrilsrin olmasi ilo
olagadardir.

90 === MH kontrol =@=MH quraghq OTH kontrol === OTH quraghq
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Sokil. 3. Amarant yarpaglarinin
MH vo OTH-m subhiiceyra
fraksiyalarinda NAD-MDH-in
aktivliyinin doyisma dinamikasi.
A-sitozol, B-xloroplast, C-
mitoxondri, OA-oksalasetat.
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Cicokloma 6nii  Cicokloms Toxum yetismo Vegetasiyanin

Amarant  yarpaglarindan  assimilyasiyaedici  toxumalarin
subhiiceyro fraksiyalar1 ayrilaraq nativ gel-elektroforez metodu ila
izoferment spektri todqiq edilmisdir (Sokil 4). Cigoklomo fazasinda
yarpagin subhiiceyra fraksiyalarinda fermentin molekul kiitlalori 58,
63, 68, 72 vo 77 kDa olan 5 izoformasmin oldugu miisahids
edilmigdir. Bu izoformalar subhiiceyrs fraksiyalari lizra: kontrolda 58,
63, 68 vo 77 kDa molekul kiitlali izoformalar MH-mn sitozolunda, 72
vo 63 kDa molekul kiitloli izoformalar OTH-1n sitozolunda, 63 kDa-
luq izoforma MH vo OTH-in xloroplastinda, 63, 68 va 77 kDa
molekul kiitloli izoformalar iso MH vo OTH-in mitoxondri
fraksiyalarinda lokalizasiya olunmusdur. Quraqliq variantinda iso
molekul kiitlalori 58 vo 77 kDa olan 2 izoforma ils yanasi, 72 kDa
molekul kiitlali induktiv izoforma da smosls golmisdir.
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Sokil 4. Amarant yarpaqlarmm MH vo OTH-in subhiiceyro
fraksiyalarinda NAD-MDH-1n izoformalarinin nativ gel-elektroforez iisulu
ilo toyini. A-Cigoklomonin ovvoli, B-Cigoklomo, C-Toxum yetismo, D-
Vegetasiyanin sonu. M-mezofil hiiceyro, OTH-ortiik topa hiiceyra. SP-
sitozol, XP-xloroplast, MX-mitoxondri; I-kontrol, II-quraqlig.

Amarant yarpaglarinda mitoxondri NAD-MDH-1 oksalasetatin
malata ¢evrilmasi reaksiyasini kataliz edir. Gliman etmok olar ki, onun
aktivliyinin azalmasi OTH-larda CO,-nin monbayi rolunu oynayan
malatin miqdarinin azalmasina sabab ola bilar.

NOTiICOLOR

1. Bugda vo amarant yarpaqglarinin assimilyasiyaedici toxumalarini va
onlarin subhiiceyra fraksiyalari - sitozol, xloroplast vo mitoxondrilari
ayirmaq Usiin modifikasiya olunmus metod islonilib hazirlanmis va
bu fraksiyalarda NAD-MDH-in yiiksok aktivlik gdstormasi {igiin
optimal sorait tapilmigdir.

2. Bugda genotiplorinin vo amarantin yarpaglarinda NAD-MDH
fermenti biitlin fraksiyalarda genis pH optimumuna malikdir. Malatin
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oksidlosmoa reaksiyasinin pH optimumunun goaloviliys dogru
doyismosinin NAD-MDH-1n tonzimlayici funksiyasi il bagli oldugu
giiman edilir.

3. Bugda  genotiplorinin  yarpaglarinin  biitiin  subhiiceyro
fraksiyalarinda NAD-MDH fermenti 45-50°C, amarant yarpaqlarmin
assimilyasiyaedici toxumalarinin subhiiceyra fraksiyalarinda isa 50-
55°C temperaturda optimal aktivliyo malikdir.

4. Mioyyon edilmisdir ki, kinetik xassolorine goro bugda
genotiplorinin sitozol, amarantin ise mezofil vo Ortiikk topa
hiiceyronin sitozol vo mitoxondri fraksiyalarmmda olan NAD-MDH
izoformalar1 oksalasetatin malata c¢evrilmosi reaksiyasini hoyata
kegirir. Bugda genotiplorinde xloroplast vo mitoxondri, amarantin
mezofil hiiceyranin xloroplast vo mitoxondri, eloco do Ortiikk topa
hiiceyronin xloroplast fraksiyasinda lokalizasiya olunan izoformalar
iso malatin oksalasetata ¢evrilmasi reaksiyasim kataliz edir.

5. Bugda vo amarantin subhiiceyrs fraksiyalarnda lokalizasiya olunan
NAD-MDH izoformalarmin say1 va intensivliklori ilo onlarin {imumi
aktivliklori arasinda miisbat korrelyasiya askar olunmusdur. Lakin,
bugda vo amarantin subhiiceyra fraksiyalarindan ayrilmis NAD-
MDH-1n kinetik parametrlori bir-birinden farqlonirlor.

6. NAD-MDH-1n izoformalarinin say1 bitki yarpaqlarinin inkisaf
marhalalarindon, toxuma tipinden vo subhiiceyra fraksiyalarindan
asili olaraq miixtslif cilir paylanmiglar. Cigokloms vo don dolma
fazalarlinda quragligin tesirindon bugdanin hor iki genotipinds
yarpaqlarin mitoxondri fraksiyasinda 66 kDa molekul kiitlali yeni
izoforma induksiya olunmus vo yalmiz Barakstli-95 genotipinin
sitozol fraksiyasinda NAD-MDH-in 82 kDa molekul kiitloli yeni
izoformast amoalo golmigdir. Amarantda iss vegetasiyanin sonuna
godar quragligin tesirindan yeni izoformanin induksiyasi bag vermir.

7. NAD-ME fermentinin aktivliyi ilo piruvatin miqdar1 arasinda
miisbot, malatin miqdar1 arasinda iso monfi korrelyasiya miisahidos
olunur.

8. Quraqliq stresino moruz qalmig biitiin variantlarda vegetasiyanin
sonunda lipidlerin oksidlosmasi Qaraqil¢1g-2, prolinin miqdarinin isa
Borokotli-95 genotipinde daha koskin  artir. Alinmis naticalor
Qaraqil¢ig-2 genotipinin Barokatli-95 genotipina nisbaton quragliga
gars1 daha hasas oldugunu gostarir.
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YIAY3A AXME/J I'bI3bl 'YPBAHOBA

CPABHUTEJIBHOE U3YYEHUME HAI-MAJIATAET'NIPO-
I'EHA3BI B JIMCTHAX INIIEHUIIBI U AMAPAHTA

PE3IOME

Ousnonorunueckne GyHKIuH 1 onoxumuueckue corictea HAJI-M/IT,
WTPAIOIINE BKHYIO POJIb B CO3/IaHUU aIallTUBHBIX MEXaHU3MOB IPO-
THUB BOJHOI'O CTpecca Y BBICIIMX PACTEHWH, KOTOpbIE 00JIAZaroT pas-
JUYHBIMH MEXaHW3MaMH (OTOCHHTE3a, OBLIM HCCIIEIOBAHbI B Tpel-
CTaBJICHHOW JUCCEPTALUH.

BriepBoie, u3yuanu uzodepmentrsiii cnekrp HAJ[-MJI ¢ wuc-
MOJIb30BAHUEM HATHBHOTO Tellb-3J1eKTpodope3a, B H30IMPOBAHHBIX
CYOKIJIETOUHBIX (pakI¥siX acCUMHJSIIMOHHBIX TKaHed mucTheB C;-
pactenus muieHUnbl (reHoTunsl bapakatnu-95 m [aparsurubir-2) u
C4- pacrenus A. cruentus L., BRIpAllIEHHBIX B MOJIEBBIX YCIOBUAX MpHU
HOPMAaJIbHOM BOJI0OOECTICYEHNH U B YCIOBUSAX 3acyxd. ONTHMaIbHbIC
ycioBus ObLIH MOJOOpaHbI I TOMOTEHH3AalNd U MaKCUMabHOH aK-
tuBHOCTH HAJ[-M/II" B pa3nuuHbIX CyOKJIETOYHBIX (PPaKIIMSIX.

beuto ycranoBneno, uto aktuBHocth HAJI-M/II™ 3aMeTHO BbIlIe
B MUTOXOHJPUATBHBIX (PaKIUsIX MO CPABHEHHUIO C IIUTO30JBHBIMU U
XJIOPOIUTIACTHBIMU (PpakIusiMu Me30(PHIIbHBIX U OOKJIJ0YHBIX KJIETOK
(h11aToOBBIX JIMCTHEB IIIIEHUIIBI, @ TAKKE B JUCTIX A. cruentus L. npu
BCcEX JTamax oHToreHesa. Kak B mieHuie, Tak ¥ B aMmapaHTte, M30-
¢dopmer HAZI-M/II', nokann3oBaHHbIE B IUTO30J1€, KATATH3UPYIOT pe-
aKLMIO MpeBpalleHnsl OKcajloalleTaTa B MajiaT, B TO BpeMs Kak H30-
(hopMBI, JIOKaTM30BaHHBIE B XJIOPOMJIacTax, 0ojee aKTUBHO KaTalnu3u-
PYIOT IIpeBpalleHrne Manarta B okcanoanerar. beuto oOHapyxkeHo, 4yTo
MUTOXOHJpHanbHas u3opopma depMeHTa Ooree aKTHBHO KaTaH3H-
pYerT npeBpalleHre Maiara B oOKcanoaneTar B Me30(pHIbHBIX KIeTKax
W MpeBpalieHue oKcaoalerara B Majar B KieTkax o0kianku. [lupo-
kuii criektp n3opepmentrHoi cnenupuuHoctn HAJI-MT" Obin BbIsIB-
JICH C TOMOIIBI0 HaTHBHOTO 3JiekTpodopesa B [TAAIL (7,5%). U3zo-
¢dopmel HAJI-MDH pacnipeaensrorcsi mo-pa3HoMy B JIHCTBSIX pacTe-
HUI B 3aBUCHMOCTH OT CTaJUM Pa3BUTHS, THUNA TKaHU U CyOKJIEeTOu-
HBIX (ppakumii.

B xaxoit cyOkieTouHol (pakiuy ObUIM ONpEAesiCHbl MOJICKY-
nsipHbIie Macchl U Ry m3odopm pepmenta. [Ipu BogHOM cTpecce, B dasze
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[BETCHUS M CO3pPEBaHUsl 3epHA HOBas M3o(opMa C MOIEKYJSPHON
Maccoii 82 kJ/la obpa3syercsi B IUTO30JIbHON (paKIUK 3aCyXOyCTONUH-
BOro reHotuna bapakaTnn-95 B oTiM4Ke 0T 4yBCTBUTENBHOTO K 3acCy-
xe reHotuna ["aparsurasir-2. Hoas u3odopma ¢ mMonekynspHoi mac-
coii 66 x/la MHAYIMPYETCS TOIBKO B MHTOXOHJPHAIBHBIX (Dpakiusax
oboux u3zodopm npu 3acyxe. Y pacrenus A. cruentus L., He HaOmoMa-
eTCS MHIYKIUS HOBOM M30()OpMBI O] JACHCTBUEM 3acyXd J0 KOHIIA
Bererannu. OOHapyXeHa KOPPEeNALUs MEeXAy KOITMYECTBOM U WHTEH-
cuBHOCTBIO M30hopM HAJI-M/IIT, ToKaJIM30BaHHBIX B CYOKJIETOUHBIX
(dpaknusx aMmapanTa v MIICHUIIBI.

Hexoropbie (u3NKO-XUMUYECKHE MapaMeTphl U KaTaJUTHYECKHE
coiictBa uzodpopm HAJI-MDI', 3nauenus K., ans cyocrparoB dep-
MeHTa (MajlaT ¥ OKCAJIOALEeTaT) H Vi, MPIMOA M 00paTHON peakiuu
ObLTH OTpe/ieNieHbl B KaXKaoi cyOkiIerouHol (pakumu. beiio nzyueno
BrnusHue koHuentpauuun HAJIH, temnepatypsl u pH peakimoHHOM
cpenbl Ha aKTUBHOCTH (epMmeHTa. OnTuMmanbHble 3HaueHus: pH peak-
LMY TPEBpAIIEHHs OKcajloaleraTa B MajlaT B XJIOPOILUTACTHBIX U MHUTO-
XOHJIpHAJIbHBIX (PPAKIUAX MIICHHUIIBI U aMapaHTa ObUIM CXOJIHBI, COOT-
BETCTBEHHO U1 000MX BapraHTOB. OJTHAKO OHHM OTIMYAIIUCH B IIUTO-
301IbHOM (pakuuu. B XIOpOMIacTHBIX ¥ MHUTOXOHJpPUAIBHBIX (pax-
[USX TEHOTHUIIOB MIIEHHUIIBI U B MUTOXOHAPHAILHON (pakiui aMapaH-
Ta ONTUMaJIbHBIE 3HaueHUs pH peakuuu mpeBpalieHusi Majiara B OK-
cayioarierat, katanusupyemas mnocpeactsom HAJI-M/II' nmonoOHbI B
0o0ouX BapHaHTax, TOrJa Kak B LIUTO30JbHOH (pakiuy TCHOTHIIOB
MIICHHUIIBI ¥ B IUTO30JHBIX U XJIOPOIUIACTHBIX (Ppakiuusx oooux ¢orto-
CHHTETHYECKUX TKaHEW amapaHTa OHH OTIHYanuch. OnTUMaibHas
temmnepatypa HA/I-MJII' Bo Bcex CyOKIIETOYHBIX (PpakiusiXx TeHOTH-
MOB TIIEHUIBI U B CyOKIETOYHBIX (paKIUsIX 0OOMX acCCHMHIISIMOH-
HBIX TKaHel amapanTa cocrasisuia 45-50°C u 50-55°C, coOTBETCTBEH-
HO.

[ony4eHHbIe pe3yabTaThl MOKA3BIBAIOT, YTO U3YUEHHBIH (pepMeHT
UMEET CIOXKHBIH M30()epMEHTHBINH CIEKTP M UTpaeT BaXKHYIO pOJb B
pa3nMYHBIX MeTabOIMUYECKMX Mpoleccax, B TOM YHCIE B Mpoleccax
a/lafTalliyl y BBICIIMX PAcTEHUH, B pacHpenelieHNH yriiepojia U dHEep-
THH.
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ULDUZA AHMAD GURBANOVA

COMPARATIVE STUDY OF NAD-MALATE
DEHYDROGENASE IN WHEAT AND AMARANTH LEAVES

SUMMARY

Physiological functions and biochemical properties of NAD-MDH
playing an important role in the creation of adaptive mechanisms
against water stress in higher plants having different photosynthetic
mechanisms have been investigated in the presented dissertation.

For the first time, using native gel-electrophoresis, the NAD-MDH
isoenzyme spectrum was studied in isolated subcellular fractions of
assimilating leaf tissues from a C; plant wheat (genotypes Barakatli-95
and Garagilchig-2) and a C, plant A. cruentus L. grown in the field
under normal water supply and drought conditions. Optimum
conditions were found for homogenization and maximum activity of
NAD-MDH in different subcellular fractions.

It was established that NAD-MDH activity was markedly higher
in mitochondrial fractions compared with cytosolic and chloroplast
fractions of mesophyll (M) and bundle sheath cells (BSC) in flag
leaves of wheat genotypes as well as in 4. cruentus L. leaves during all
phases of ontogenesis. In both wheat and amaranth, NAD-MDH
isoforms localized in cytosol catalyzed oxaloacetic acid conversion
into malate while the isoforms localized in chloroplasts catalyzed more
actively the conversion of malate into oxaloacetic acid. The
mitochondrial isoform of the enzyme was detected to catalyze more
actively the conversion of malate into oxaloacetic acid in M cells and
the conversion of oxaloacetic acid into malate in BSC. Wide specific-
ity of NAD-MDH isoenzymes was revealed by native gel
electrophoresis in 7.5 % PAAG. NAD-MDH isoforms were found to
be distributed differently in plant leaves depending on the
development stage, tissue type and subcellular fractions. Molecular
mass and Ry of NAD-MDH isoforms were determined for each
subcellular fraction. In anthesis and grain ripening phases, in the
cytosolic fraction of the drought tolerant Barakatli-95 genotype a new
82kD isoform was formed under water stress, contrary to the drought
sensitive Garagilchig-2 genotype. A new 66 kD isoform was induced
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only in the mitochondrial fractions of both isoforms under drought. In
A. cruentus L. a new isoform was not induced under drought till the
end of the vegetation. A correlation was observed between amounts
and intensities of NAD-MDH isoforms localized in subcellular
fractions of Amaranth and wheat.

Some physicochemical parameters and catalytic properties of
NAD-MDH isoforms, values of K, for NAD-MDH substrates (malate
and oxaloacetate) and V., of direct and reverse reactions were
determined in each subcellular fraction. Effects of NADH
concentration, temperature and pH of the reaction medium on NAD-
MDH activity were studied.

pH optimums of the conversion reaction of oxaloacetic acid into
malate were similar in the chloroplast and mitochondrial fractions of
wheat and amaranth for both variants, respectively, but they differ in
the cytosolic fraction. In the chloroplast and mitochondrial fractions of
wheat genotypes and the mitochondrial fraction of Amaranth, pH
optimums of the conversion reaction of malate into oxaloacetic acid,
catalyzed by NAD-MDH, were similar in both variants, whereas in
cytosol of wheat genotypes and in the cytosolic and chloroplast
fractions of both photosynthetic tissues of Amaranth they differed.
Optimum temperature of NAD-MDH in all subcellular fractions of the
wheat genotypes and in subcellular fractions of both assimilating
tissues of Amaranth was in the range 45-50°C and 50-55°C,
respectively.

The obtained results show that the studied enzyme has a complex
isoenzyme spectrum and play an important role in various metabolic
processes, including adaptive processes in higher plants, in distribution
of carbon and energy.
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