AMEA-mn Xabarlori (biologiya elmlari), cild 66, Nel, sah. 88-91 (2011)

Boazi CAM Bitkilords Karboanhidraza Fermentinin Fiziki-Kimyavi Xassalori
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CAM Dbitkilorinin (Kalanchoe daigremontiana, Sedum oppositifolium va Mesembryanthemum
crystallinum) yarpaqglarindan ayrilan karboanhidraza (KA) fermentinin aktivliyini tayin etmok ii¢iin
optimal sorait secilmis vo aktivliyin doyismo dinamikasina miixtslif amillorin tasiri dyronilmisdir. Bu
bitkilorin yarpaqlarindan ayrilmis KA-min aktivliyi C;- va Cg-bitkilordon ayrilmis KA fermentinin
aktivliyi ilo yaxin olmusdur. Perkoll qradientindon istifads etmoklo KA-nin subhiiceyra lokalizasyasi

oyranilmis vo CAM bitkilor iiciin xarakterik olan tursulugun sutka orzinda

tadqiq edilmisdir.

GIRIS

Ali  bitkilorin  toxminon 6%-1 CO,-nin
assimilyasiyasini fotosintezin CAM yolu ilo hoyata
kegirirlor (Cushman, 2001). Metabolizmin bu yolu
ilk  dofs  Crassulaceae  fosilosindo  askar
olundugundan metabolizm fasilonin adina miivafiq
olaraq adlandirilmigdir. CAM metabolizm ticun
xarakterik olan bir ne¢o asas cohot mévcuddur. Bu
bitkilordo agizcigqlar geco acilir, atmosferdon
tutulan karbon gqazi, fosfoenolpiruvat-karboksilaza
fermenti vasiosilo fiksasiyasa olunaraq, {izvi
tursular, xlisuson do malat gokilds vakuolda toplanir
(I faza). Giindiiz vaxti yiliksok temperaturun
tasirindan agizciglar baglanir, iizvi tursular vakuolu
tork edir, miixtolif fermentlarin istiraki ilo sitozolda
dekarboksillagir.  Dekarboksillosma  naticasindo
ayrilan CO, Kalvin tsikli fermentlori hesabina
yenidon assimilyasiya olunaraq, metabolizma
qosulur (III faza). Goriindiiyii kimi C4- bitkilorde
oldugu kimi CAM bitkilordo do CO, qatilagdirict
mexanizm movcuddur (Liittge, 2004).Lakin bu
bitkilori  bir-birindon  forqlondiron  xiisusiyyat-
karboksillosmo vo dekarboksillogsmo reaksiyalarinin
mokan vo zamana goro forqlonmosidir. CAM
metabolizmds yuxarida geyd edilon iki osas - I va
Il fazalar ilo yanasi iki kegid - I vo IV fazalar da
moveuddur. II faza erkon (siibh vaxti), IV faza
gecikmis is1q perioduna (axsamgagi) tosadiif edir.
Bu miiddatds agizciglar ¢ox qisa vaxt orzinds agilir
vo bu zaman asssimlyasiya olunan CO, qazi
bitkinin bdyiims va inkisafina sorf olunur. II vo IV
fazalar otraf miihit amillerinin tosirine qarsi daha
hassasdir (Liittge, 2004).

Ekoloji baximdan fotosintezin CAM yolu su
catismamazligl soraitine adaptiv uygunlagmadir.
Bels ki, bu yolla fotosintez edon bitkilor slverissiz
miihit soraitindo sudan daha effektiv istifads edirlor
(Griffiths, 1989). Yoni, giindiiz vaxtt CAM
bitkilords agizciglarin baglanmasi artiq su itkisinin
qarsisini alir. Otraf miihit soraitindon asili olaraq,
CAM bitkilorini obliqat vo fakiiltativ olmagqla iki
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doyismo dinamikasi

grupa bolmok olar. Obligat CAM bitkilor daima
CAM fotosintez hoyata kecirdiklori halda,
fakiiltotiv CAM bitkilar alverisli miihit soraitindo
C; yolla, geyri-alverigli miihitdo iso CAM yolla
fotosintez  edirlor  (Holtum, 2002). CAM
metabolizmds karbon qazinin ilkin fiksasiyasinda
istirak edon fosfoenolpiruvat-karboksilaza fermenti
substrat kimi bikarbonatdan istifade etdiyi {igiin
CO,-nin bikarbonata g¢evrilmasi ¢ox vacibdir. Bu
funksiyan1 iso hiiceyrode karboanhidraza (KA)
fermenti yerino yetirir. Cs;- vo Cy-bitkilordo bu
ferment otrafli Oyronilsa do, CAM bitkilords onun
hagda molumat ¢ox azdir. Bu baximdan bu
bitkilorde karboandidraza fermentinin otrafli vo
miiqayisali sokildo Oyronilmosi elmi ohamiyyat
kasb edir.

MATERIAL VO METODLAR

Todqigat obyekti olaraq, CAM bitkilorinin
(Kalanchoe daigremontiana, Sedum oppositifolium
vo Mesembryanthemum  crystallinum) yarpaq-
larindan istifado olunmusdur. K.daigremontiana
S.oppositifolium obliqat, M crystallinum fakiiltativ
CAM bitkileridir. Bitkilor tebii ve siini iqlim
soraitinde yetigdirilmisdir. Sutkaliq rejim 12 saat
giindiiz (26°C), 12 saat garanliq (18°C), foton axini
350 umol m? s' olmusdur. Bes hoftolik
M.crystallinum  bitkilor 7 giin  miiddstinds
torkibindo 0,4 M NaCl olan Hoagland mohlulu ilo
suvartlmigdir. Bu miqdar bitkinin CAM formaya
kegmasino sorait yaradir. Yarpaqdaki tursulugun
miqdart 1%-li fenolftalen mohlulundan indikator
kimi istifade edilmoklo pH-in neytral qiymatino
gader 10 mM NaOH-la titirlomoklo miiayyon
edilmis vo bu giymot yas ¢okiya goro umol H' g
ilo ifads olunmusdur. Karboanhidraza fermentinin
aktivliyi elektrometrik iisulla gors toyin edilmisdir
(Wilbur and Anderson, 1948).



Orucova va b.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI Aparilan tocriibolor noticosinde miioyyen
olunmusdur ki, M.crystallinum va S.oppositifolium-

CAM bitkilar ugun xarakterik olan yarpaqlarda da KA fermentinin aktivliyi pH-m 7,2-7.8

tursulugun sutka orzindo doyismosi Oyronilmisdir. giymotlorindo daha yiiksokdir (Sok. 3 vo 4).
Sutkanin geca vaxtlarinda tursulugun miqdari Fermentin stabilliyi iiciin SH-qruplarint reduksiya
artir, glndiiz vaxtlarinda ise tursuluq azalr. edon reagentlordon - DTT vo merkaptoetanoldan
Homginin tursulugun miqdarinin doyismasi giiniin istifado etdikdo fermentin aktivliyi daha uzun
miixtolif saatlarinda vo miixtolif temperaturlarda miiddot stabil qalir. Bozi niimunsloro DTT-nin
Oyranilmisdir (Sak. 1 va 2). sonradan olave edilmosi fermentin aktivliyino heg
Tursulugun miqdarinin vaxtdan vo bir tosir gostormir. Oyranilon CAM bitkilorde KA
temperaturdan asili olaraq doyismasi, bu bitkilordo fermentinin  aktivliyi sutka orzindo koskin
CAM metabolizmin bas verdiyini bir daha siibut doyismomisdir.
edir.
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Sok. 1. K.daigremontiana vo S.oppositifolium Sok. 2.  K.daigremontiana va  S.oppositifolium
yarpaqlarinda imumi tursulugun sutka orzindo yarpaqlarinda iimumi tursulugun vaxtdan va atraf miihitin
doyismasi. temperaturundan asili olaraq doyismasi.
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Sok. 3. M.crystallinum yarpaqglarindan ayrilmis KA Sak. 4. S.oppositifolium yarpaqlarindan ayrilmis KA
fermentinin aktivliyinin miihitin pH-dan asililigi. fermentinin aktivliyinin miihitin pH-dan asililigi.
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Bozi CAM Bitkilords Karboanhidraza

Quraqliq stresi vo yiiksok temperatur (28-
30°C) soraitinds fakultativ CAM bitkisi olan Sedum
oppositifolium va obligat CAM bitkisi Kalanchoe
daigremontiana  yarpaglarinda CO,-nin ilkin
assimlyasiyasinda istirak edon karboanhidraza
fermentinin  aktivliyinin = artmas1  miigahids
olunmusdur. Bu da dovsankslomi bitkisinds yiiksok
temperatur vo quraqligin tosirindon fotosintezin
CAM vyolunun induksiya olundugunu gostarir.
Fermentin subhiiceyra paylanmasinin saxaroza
gradientindo sentrifuqalasdirma iisulu ilo todqiqi
gostormigdir ki, ferment hom sitazolda, ham do

100 -
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Alktivlile, WA unit/ml

xloroplastlarda lokalizo olunmusdur. Bu da onu
demoys imkan verir ki, KA fermenti CAM
bitkilorindo hom karboksillosma, hom do dekar
boksillosmo moarholosindo CO,-nin  fiksasiyasinda
istirak edir.

Sedum oppositifolium yarpaqlarindan ayrilmis
KA fermentins temperaturun tosirini Oyronmak
ticlin fermentin ekstrakti miixtolif temperaturlarda 5
doqg miiddatindo inkubasiya edilmisdir. Alinmis
noticolor gostormisdir ki, fermentin aktivliyi 30-
35°C arasinda daha yiiksok olmusdur (Sok. 5).

mc 20C

30C 40C 50C e0C

Sok. 5. S.oppositifolium yarpaqlarindan ayrilmis, miixtalif temperaturlarda inkubasiya olunmus KA fermentinin

aktivliyinin doyisma dinamikasi.

C; vo CAM formali M. crystallinum yarpaq-
larimida KA fermentinin subhiiceyro lokalizasiya-
sinin tadqiqi zaman sitozol vo xloroplast fraksiyalari
arasinda ciddi forq olmamusdir. Hor iki tipde
fermentin total aktivliyinin 60% xloroplast, 40% isa
sitozol fraksiyasinda lokalizasiya olundugu miioyyen
edilmisdir (Cadval 1). Eloco do Mesembryanthemum
crystallinum yarpaqlarindan ayrilmis KA fermen-
tinin aktivliyinin miixtalif qatiiglt (50-500 mM)
NaCl-un tosirindon doyismodiyi askar edilmisdir
(Cadval 2). Bu da onu demoya osas verir ki, Na" va
Cl' ionlar1 hotta yiliksok qatiliglarda fermentin
aktivliyine tosir etmir.

Cadval 2. Miixtalif qatiigh NaCl mohlulunun
M.crystallinum yarpaqlarindan ayrilmig KA fermentinin
aktivliyina tosiri

Qatilig NaCl(mM) KA fermentinin aktivliyi,
ml WA/unit

0 135

50 135
100 135
150 135
200 135
400 135

Cadval 1. M.crystallinum yarpaqlarindan ayrilmis KA
fermentinin subhiiceyro lokalizasiyasi

fermentin lokalizasiyas1 %

M.crystallinum Sitozol Xloroplast
C; forma 37,8 62,2
CAM forma 40,0 60,0
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Zn atomlar1 ilo kompleks amolo gatiren 1,10-
fenontrolinin ~ M.crystallinum-dan ayrilmig KA
fermentinin aktivliyino tosiri, miihitin pH-dan vo
temperaturundan asili olaraq Syronilmisdir (Sok. 6
va 7). Temperatur 30°C-dan yuxari olduqda, neytral
vo zoif golovi miihitdo, 1,10-fenontrolin 2 saat
miiddatinde fermenti tamamilo inaktivlesdirir.
Lakin pH-1n qiymati 7.6-8.3 arasinda dayisdikds bu
reagentin tosiri ilo fermentin aktivliyinin tam itmasi
ticin uzun miiddat talab olunur.
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Sok. 6. M.crystallinum yarpaqlarinda 1,10-fenon- Sak. 7. M.crystallinum yarpaqlarindan ayrilmis KA fermen-
trolininlo (2 mM) inaktivloson KA fermentino tinin aktivliyino 1,10- fenontrolinin (2mM) vaxtdan asili

temperaturun tosiri. olaraq tosiri (30°C).
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Physical and Chemical Properties of Carbonic Anhydrase in Some CAM Plants

Optimum conditions were selected to determine the activity of CA isolated from leaves of CAM plants and
activity change dynamics was studied. CA activity of CAM plants appeared to be similar to that of from C;
and C, plants. Subcellular localization of CA was investigated using percoll gradient. Diurnal changes of
titratable acidity characteristic for CAM plants were also determined.

T.5. Opynkosa, HHI.M. Baiipamos, H.M. I'yiineB
Pusuko-Xumuueckne CpoiictBa Kapooanruapassl Hexkoropsix CAM Pactenni
Brutu BEIOpaHbl ONTUMAJIbHBIC YCIOBUS Uil onpeenenns aktuBHocTd KA, BoigenenHol u3 auctbes CAM
pacTeHuii, U Obla M3ydYeHa AMHAMUKA W3MEHEHUs aKTHBHOCTH JaHHOTO ¢epmeHTa. AKTHBHCTh KA CAM
pactenuit Obura cxoxedt ¢ TakoBo u3 C; m Cy-pacrenmii. CyOkneTounas Jokanmuszanmus KA Obura

UCCIIe/IOBAaHa, WCIONB3Yysl TEPKONBHBIN TpamueHT. Tarkke OBUIM ONpEAENCHbl CYTOYHBIC H3MCHEHHS
KHCIIOTHOCTH, XapakTepHble a1 CAM pacTeHuit.
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