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Roviditések jegyzéke

APS: ammoénium-perszulfat

ATP: adenozin-trifoszfat

BCIP: bromo-kloro-indolil-foszfat

DB: elohivo puffer

DTT: ditio-treitol

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

Fd: ferredoxin

GOGAT: glutamin-oxoglutarat aminotranszferaz, ghéd-szintaz
GS: glutamin-szintetaz

MW: molekulatomeg

NADH: reduk@lt nikotinsavamid-adenozin dinukleotid
NBT: nitro-blue-tetrazolium

NiR: nitrit-reduktaz

NR: nitrat-reduktaz

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

Pi: anorganikus foszfat

PMSEF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

Rubisco: ribul6z-1,5-biszfoszfat karboxilaz/oxigena
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SPS: szachar0z-foszfat szintaz

TBS: Tris puffer (s6s)

TEMED: tetrametiletiléndiamin

TRIZMA base: tris-(hidroxi-metil-) amino-metan

TWEEN 20: polioxietilén(20)-szorbitan-laurat, pasbat 20



Bevezetés

A novények novekedésében, 8ejesében és reprodukcidjaban a nitrogén
esszencialis makroelem. A nitrogén nemcsak nuldegls aminosavak, fehérjék és
koenzimek, hanem ndvekedés szabalyoz6 anyagokdae&nyi hormonoknak, valamint
mas metabolitoknak is épéleme.

A felvett nitrogén beépitésében rendkivil fontosrepet jatszik a glutamin-
szintetaz enzim. Az Aaltala katalizalt ATP-filggeakcié révén ammaonium—ionbdl és
glutaminsavbol glutamin jon létre, mely tovabbi kémiai folyamatokban vehet részt.
Az igy szerves vegylletbe épitett nitrogén aokbgekben mar részt vehet mas
aminosavak, fehérjék, enzimek felépitésében.

Szérazfoldi novényekben a szén-dioxid fixalas legigsebb enzime a Rubisco.
Ez egy 8 kis és 8 nagy alegyséplallo, nagy molekulasulya fehérje, mely nagy
mennyiséd nitrogént tartalmaz a felépitaminosavak aminocsoportjaiban. Ezzel a
Rubisco a nitrogén remobilizacié légb forrasa. A novényekben a raktarozott
tapanyagok felhalmozasa, a szeneszcencia és azstrésd beindithatjak a nitrogén
remobiliz&ciogjat.

A buza {Triticum aestivum L.) az egyik legjelerisebb gabonandvényink az
élelmiszer ellatasban. Acusarium fert6zés komoly karokat okozhat éVrévre a
termésben. A betegség alaposabb megismeréséhesggetlka fefzés okozta élettani
valtozasok tanulmanyozésa a buzandvényben.

Kisérleteinkben a fehérjetartalmat, és a glutamintstdz enzimet érift
valtozasokat tanulmanyoztam. Megvizsgaltuk buzezldakvélben a GS1 és GS2
izoformdk mennyiségi véltozasait western blot afla@tdsaval, valamint
Osszaktivitasukat. Kidolgoztunk egy olyan kétdiménzgélelektroforetikus modszert,
amely alkalmas Fusarium fert6zott mintak fehérjemintazat valtozasainak

o0sszehasonlitasara.



Irodalmi attekintés

A nitrogén asszimilacioja

A nitrogén a nbvények szamara az egyik legfontogevianyi anyag. Bar egyes
novenyek szimbidzisban élnek olyan mikrobakkal, yaklképesek a legkoéri nitrogén
megkotésére, mégis a talajoldatban jelerd léNrat €s ammaoniumion jelenti szamukra
az elédleges nitrogénforrast. A felvett nitrat redukchigé a nitrat-reduktaz (NR, EC
1.6.6.1) és a nitrit-reduktdz (NiR, EC 1.7.7.1) iemek vesznek részt. A nitratot a

citoplazmaban talalhat6 nitrat reduktaz a kovetképpen redukalja:

NOs; + 2H" + 26 —» NO, + H,O

A folyamat lezajlasahoz NADH esetleg NADPH szikségedukaldo agensként. A

keletkezett nitrit redukciéjat a nitrit-reduktazgzé:

NO, + 8H" + 66 — NH," +H,O

Az enzim jelen van a fotoszintetizald szévetek ddasztiszaiban, valamint a
gyokérsejtekben fellelhétplasztiszokban. Az enzimreakcio redukaloszereradexin.

A fenti reakcidban keletkezett és a felvett ammugmdanokat is a glutamin-
szintetdz (EC 6.3.1.2.) és glutaméat-szintaz enzigeitik be szerves vegyuletekbe.

(Lea, 1997). Az ammoédniumionokat a GS a kdvetképpen épiti be glutaminba:

NH," + L-glutaméat + ATP— L-glutamin + ADP+ PrH*

A folyamat lejatszodasadhoz szikséges bivalens féwkijoaltalaban mangan-
vagy magnéziumionok kétdése. Ez a glutamin-szintetaz altal katalizalt @ywpzett
bioszintetikus reakcio, melynek végeredményekégtutamin keletkezik. (Eisenberg,
2000)



Az L-glutamin a glutamat-szintaz (Fd-GOGAT, EC 1.4) szubsztratjaként az
alabbi reakcidban vehet részt:

L-glutamin +a-ketoglutarat + 2e— 2 L-glutamat

A keletkezett glutamét Ujra részt vehet a GS &tdhlizalt reakcidban, vagy
aminotranszferazok segitségével tovabbithatja aziragalt ammoniat mas szerves
vegyuletek szintéziséhez. (Layzell, 1990)

Magasabbreridndovényekben a GOGAT két kulonkibizoformaja van jelen, a
ferredoxin-fig¢ Fd-GOGAT (EC 1.4.7.1) és a NADH-figNADH-GOGAT (EC
1.4.1.14). Ezek eltérnek molekulasulyukban, alegysésszetételikben, enzim
kinetikdjukban, redukaldszer specifitasukban ésabwdikus funkciojukban. A két
izoforma megtalalhaté mind a z6ld, mind a nem Bildvetekben (Blanco, 2008).

A GOGAT a noduluszokban leginkdbb NADH-GOGAT forraédbvan jelen,
ami a glutamin-szintetazzal egyitt lehet teszi a bakterialis nitrogén fixaciobol
szarmaz6 ammoniumion asszimilaciojat (Gregerso83|L9

Az ammoniumion és igy a nitrogén asszimilaciéjdhaBS/GOGAT ciklus nem
az egyetlen, de a legjeléstbb ismert reakciout.

A glutamin-szintetaz enzim

A novényekben a glutaimn-szintetdz a glutamat-azidl és a glutamat-
dehidrogenazzal (GDH, EC 1.4.1.2) Kkulcsszerepetszijat az ammonia
asszimilaciojaban. Az ammonia vagy ammoniumionmaaahat kozvetlenul az asvanyi
anyag felvételdl, a biologiai nitrogénfixaciobol, fotorespiracidb@®s aminosav
lebontasbol. A GS a glutamin szintézisét katal@a@mmoniabol és glutamatbdl ATP
felhasznalasa mellett. Az enzimnek két tipusat moditetik meg, a GSl-et és GSlI-t,
melyek egy legalabb 1000 milli6 éve lejatszodotdyéplikacido eredményeként jottek
létre, még a prokaridtak és eukaridtak szétvalkgh & GSl-et prokariota, mig a GSlI-
t eukaridta tipusu fehérjeként emlegetik. (Bies@dk997). A jellem&en eukariota
GSII-t Rnhizobium fajokban is megtalaltak. A GSII jelenlétét horiralis géntranszferrel

magyarazzak. (Turner, 2000)



A fotoszintetizal6 prokariota cianobaktériumokhozait Synechocystis sp. PCC
6803-ban azonositottak a GSlII tipust. A GSIll apsiav szekvencigjaban eltér mind a
tipikusan prokaridta GSI, mind az eukariota GSblutoktol, aktivitasban a GSI-gyel
mutat hasonldsagot, bar a teljes enzim aktivitaghemn jarul hozza nagy aranyban
(Garcia-Dominguez, 1997).

A GSIII-rol szerzett ismereteink még kiegészitésrerulnak, viszont a GSI és
GSII mar régebb 6ta tanulmanyozott enzimtipusdkSa szerkezete részletesen ismert.

A bakterialis GS dodekamert két, egymassal szenzengt alegyséedgh allo
gyiri alkotja. A monomerek 12 aktiv helyet biztositanakelyek mindegyike egy
kettos tolcsérként irhato le, amely egyik végéhez ATRsikhoz glutaminsav kédhet.
Az enzim katalitikus aktivitasahoz alegységenkétit livalens fémion szikséges. Az
ATP kothely a tolcsér tetejéenél, a GS killgelszinén talalhatd, mig a két tolcser
aljanak csatlakozasi pontjanal két bivalens katkiitéhely van egymastél 6 A
tavolsagra.

»X

1. &bra: A bakterialis glutamin-szintetaz aktiv centrumalfol) és
harmadlagos szerkezete (jobbrdél) (Eisenberg, 2000)

Az eukaridta és a bakteridlis GS szerkezete éeltAe eukariota GS pontos
haromdimenzids strukturgjat még nem ismerjik, baeéketi modellek mar Iéteznek. A
GSII nyolc alegységes polipeptid. Az aktivaciés hmetizmusa hasonlo, mint a GSI
esetében, az aktiv helyek kis fajok kozo6tti vatigtsa miatt. Ahogyan a bakterialis GS
esetében is, az eukariéta GS aktivitdsahoz is egéksalegységenként két bivalens
fémion, magnézium (Mg(ll)) és mangan (Mn(ll)) (Enberg, 2000).



2. bra: Az eukariota GS szerkezete. (A): Borsébdl izadaizim

elektronmikroszkopos képe. (B) Az izolalt GS egységiett modellje
(Tsuprun, 1980)

A novényekben tobb GS izoforma van jelen. A blzaény hajtdsaban a
citoszolikus GS1 és a plasztidikus GS2, mig a gsélden a gyokersejtek
citoplazmajaban a GSr izoforma talalhaté meg (MbNAI983). A két izoforma élettani
jelentbsége eltér. A GS2 el§sorban a nitrat redukciobdl és a fotorespiraciobol
szarmazd ammonia asszimilaciojat végzi. A klorapiagban kép&dé ammonia
beépiteséért felés GS2 aktivitasa é8sen fényflugg, mivel a nmikddéséhez szikséges
ATP nagy mennyiségben csak megvilagitas alattealielkezésre, valamint a sztroma
pH valtozasa is hozzajarul az aktivitds csokkernésheotét peribdusban. A GS1 pH
optimuma alacsonyabb, az enzim esszencidlis szet@pee a sotétben végbenden
glutamin eballitasban. A GS1 izoforma altal képzett glutanghdtvé teszi a nitrogén
remobilizacidjat a phloemen keresztil. A GSr a gybkn zajlo el&dleges ammonia
asszimilacio folyamataban vesz részt. (Hirel B,a)98

A levelekben jelenléy GS1 és GS2 izoenzimek kulonidomértékben jarulnak
hozza a mérhétteljes GS aktivitashoz. Buza esetében az dsszaktielends részeét,
korabbi adatok szerint korllbelll 80-90%-at a G8ja dMcNally, 1983, Pécsvaradi,
2009). Ez alapjan elmondhat6, hogy a GS teljevitghsdnak mérése ésorban a GS2
izoenzim nfikddésésl tajékoztat.



Levél szeneszcencia

A levelek 6regedése nem feltétlendl jelent egyst miyvény elpusztulasaval. A
levél szeneszcencianak az egyéves é$ éelények szamara egyarant jetenszerepe
van ugy a novekedeési és tajesi folyamatokban, mint az 6regedésben.

A kloroplasztisz eléként esik aldozataul a katabolikus folyamatoknakkoma
szeneszcencia a tobbi sejtorganellumot még nemy \alm érinti. A tilakoid
membranrendszer atalakul, a granalis szédez felbomlik, a makromolekulak
lebontasa megke#dik. A kloroplasztiszban lokalizalodé6 Rubisco (ridz+1,5-
biszfoszfat karboxilaz/oxigendz, EC 4.1.1.39) ansdiéxid fixacidé kulcsenzime,
valamint az egyik legjeletisebb szén- és nitrogénforrds a névények szamaranAm
szeneszcencia soran degradalodik, melynek eredméppen az 6regédevelekidl,
jelentbs mennyisédg nitrogén szabadul fel, amely tapanyagot biztos@hiatal, fejbdo
szovetek szamara. (Prasanth, 2011)

Az idésebb levelekben szabad aminosavként a glutamajelem legnagyobb
mennyiségben. Korabbi meérések szerint rizsben aoephl nedvben talalhato
aminosavak 42%-a glutamin, és 12%-a aszparagirk Bzeamidok dleg a Rubisco
hidrolizisekor szabadulnak fel. A kloroplasztiszbakalizalod6 GS2 a felszabadul6
glutamatbol és ammoniumionbdl az oregéelvelekben elvégzi a glutamin szintézisét,
amely az aszparaginsav lehetséges prekurzora (Kam&e1).

A nitrogén legynagyobb része glutamin és aszparagommajaban
transzlokalddik a fefildé magvakhoz, gyimoélcsékhdz. Ezek az amidok jarulmakzé
legjelentsebb mértékben a magvakban végbeimem situ aminosav szintézishez
(Storey, 1978).

A szeneszcencia a novények degsének, €s az utédgeneracioé létrehozasanak

szikséges velejaroja.
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Fusarium

A buza a gabonandvények kodzul Magyarorszagon aik elggfontosabb
néveny, mind gazdasagi, mind élelmezési szempantbblusarium fajok jelents kart
okozhatnak a termésben, a nedvesebb eévjaratokbamezisztencia hattere igen
Osszetett, fejtorést okozva ezzel a rezisztencmes&éknek. Napjainkban is folynak
kutatdsok a novényekberrusarium fertozések hatasara lejatsz6dd folyamatok
felderitéseére.

A Fusarium kalaszferdzések jeleritsen lecsokkentik a termésmennyiséget, €s az
altaluk termelt gombatoxinok egyarant veszélytrjidaek az emberre és az allatokra.
Bizonyos Fusarium fajok képesek novekedni a raktarozott takarmanyonj toxin
tartalma miatt mar nem lesz alkalmas az allatokéséee. A kalaszfuzarium férés
legszembettbb jele az aszott, zsugorodott szemtermés. A magek csak a
raktarozott tapanyagok mennyiségében szenvednékhedrem teljesen életképtelenné
is valhatnak, csirdzasi képesseégiket elveszitigyg/A2010). AFusarium fajok a még
fiatal vagy a mar kifejlett novényt is képesek nezni. A Fusarium graminearum
példaul a csirdzaskor a mag és a csiranéveny @ghadkozhatja.

Az eurdpai gabonatermesztésbefrumarium kalaszferdzésekért elssorban a
F. graminearum és F. culmorum fajok felelnek (Brandfass, 2006). Pusarium fajok
sokszittisége, genetikai variabilitasa miatt érdemes azdikién vizsgalni. A kilonbag
nemesitett buzafajtak is eléétulajdonsaggal rendelkeznek, igy a lejatszodatagiet
folyamatok és eltér rezisztencia hattér nem konnyiti meg a tudomanigédoa
Fusarium és a kultirnévények kozti interakciok felderitéesgb
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Ceélkitizések

A novényi kloroplasztiszban lokalizalt Rubisco béar szén-dioxid fixalas
esszencialis enzime, egyben remek nitrogén raktaBzikség esetén degradalddasa
béséges nitrogénellatast biztosit. A nitrogén megiélién és reasszimilacidjaban a
glutamin-szintetaz enzim nélkilézhetetlen. Ismbadgy kiulénbod stressz hatasokra
megvaltozhat a novényi sejtek fehérje 0Osszetételaendelkezésre all6é enzimek
aktivitasa a hattérben zajl6 folyamatok miatt.

Kisérleteim soran d&usarium culmorum és F. graminearium kalaszferdzées
hatasara fell&fy a glutamin szintetaz izoenzimeket, fehérjetarédlérint valtozasokat
kivantam tanulmanyozni blazalevélen. Vizsgalataitjacéegvizsgalni a buza levelében
megtalalhatd GS1 és GS2 izoenzimek mennyiségéts ésszaktivitdsat, a teljes
oldhaté fehérjetartalom alakulasat. Szeretnék Koot egy olyan kétdimenzids
gélelektroforetikus eljarason alapuld médszert, lgnagkalmas mind az egészseéges,
mind a ferézott buza levelekll szarmazd fehérje extraktumok @6sszehasonlitd

analizisére.
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Anyagok és moddszerek

A Kkisérleti nbvény

A vizsgalatainkhoz buzar(iticum aestivum L.) -80°C-on tarolt z&szlés levelet
hasznaltunk fel. A ndvények szantofoldi korulményakzt rittek. A mintavétel a
Gabonakutato Intézet Kecskéstelepi telephelyémtzgd011.05.18.). A ndvényeken a
kaldsz mar megjelent, vagy ,kalaszhasban” allapotiudt.

Négy genotipust vizsgaltunk, négy kilon parcelladd4, 483, 488, 501). Az
el mintavételldl szarmaznak a fiatal kontroll mintaink. A parckllénasik felén a
mintavételt kovet 2-4 nappal mesterségeBusarium kalaszferdzést végeztek,

F. culmorum (1a), valaminf. graminearum (2a) gombafajokkal.

Fehérjekivonat készitése

Az elézéleg -80°C-on tarolt buza zaszlésleveleket keramiszsmozsarban
homogenizaltuk 1:3 (g : ml) aranyban hozzaadotokds pufferrel. A folyamatot kevés
kvarchomokkal segitettiik @l A kivonatot Eppendorf-csévekben centrifugaltukpgdc
15000 rpm) Hettich Mikroliter centrifugaval, majészegyjtottik a feluliszot, amely
egy primer fehérje extraktumként szolgalt adkés kisérletekhez.

Az extrakcios puffer dsszetétele: 200 mM TRIZMA a2 mM EDTA-Na,
3mM DTT, 1 mM GSH, 10 mM glicerol, 0,2 mM PMSF. Avkno puffer szerepe a
fehérjék oldatba vitele, azok megovasa a proteaatikli lebontastél (PMSF),
mindemellett a pufferben 16vGSH akadalyozza az —SH csoportok oxidacidjat, a
detergens pedig a sejtmembranokat roncsolja.

A késbbiekben a kivonatot a GS aktiviths méréséhez, rjightartalom
meghatarozasadhoz, és egy, a gélelektroforetikusgaiatok eitt tisztitasi lepeskent

beiktatott fehérje kicsapashoz és visszaoldashszniadtuk fel.
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A fehérjekoncentracio meghatarozasa

A fehérjekoncentraci6 méréseket Bradford (1976) sméce alapjan végeztik.
Ezzel a modszerrel spektrofotometriasan meghatatézhaz oldott fehérjék
koncentracidja.

A méréshez 900l desztillalt viz, 10Qul Bradford reagens ésib névényi minta
keverékét hasznaltuk, melyet 595 nm-en fotomeméliuvikon XL (Secomam) tipusu
készllékkel. A referencia oldat 9Q0 desztillalt vizet és 10l Bradford reagenst

tartalmazott.

A glutamin-szintetamn vitro aktivitas mérése

A Kkisérlethez az ékéekben leirt primer fehérje extraktumot hasznaltak.
glutamin-szintetdz &ltal katalizalt reakcié egyikuksztratia, az ammoniumion
hidroxilaminnal helyettesithét igy egy modositott szintetdz reakcidé zajlik le
(Pécsvaradi, 2009):

NH,OH + L-glutamét— y-glutamil-monohidroxamét + ADP + P

A reakcié egyik végtermékeként gamma-glutamil-modaixamat (GMH)
képzdik, ami savas kozegben ¥eionokkal sargasbarna s#itkomplex vegyiiletet
alkot. A reakcitelegy szinvaltozasa 540 nm-en wégzeektrofotometrias méréssel
detektalhatdé. Mivel a GMH keletkezése és a GS S§hesi aktivitasa egymassal
egyenes aranyossagban all, a savas kozegbernsdéepas-komplex mennyisége
kdzvetlen informéciot ad az enzimaktivitasrol.

A reakcioelegy 30 mintat, 50ul reakciopuffert tartalmazott. A reakciot 500
ul stop puffer (300 mM Fegl670 mM HCI, 200 mM triklor-ecetsav) hozzaadasaval

allitottuk le. Ennek megfeléén a mintakat kilonb&ézmodon kezeltik.
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3. &bra: In vitro glutamin-szintetaz reakcio.

0 perces (balrdl) és 20 perces minta (jobbrol)

A 0 perces mintakhoz azonnal hozzaadtuk a stopepiuff 20 és 60 perces
mintakat rendre 20 illetve 60 percig inkubaltuk G&ss vizfurdben, a stop puffert az
inkubacios id elteltével azonnal hozzaadtuk. A stop puffer azzirafehérje
denaturalasaval keéptelenné teszi azt katalitikuskdidjanak betdltésére, igy a
keletkezett GMH-Fe komplex pontosan tukrozi a GSiva&sat. A stop puffer
hozzadadasa utan egy centrifugalasi I1épés (6 pé)alrpm) szikséges, a képditt
csapadéek miatt. A tovabbiakban a fellliszét haszkafel a spektrofotometrias
meéréshez. 600l felliliszéhoz 30Qul desztillalt vizet adtunk, majd 540 nm-en mértik

az oldat extinkcidjat. Referencia oldatként dekitilizet hasznaltunk.

A fehérjekivonat tisztitasa

A Dbuzalevél mintakbol készitett fehérjekivonat méggy mennyiségben
tartalmaz olyan anyagokat, amelyek megnehezitleek&$bbiekben az izoelektromos
fokuszaldst. Ezek lehetnek sejtfaltormelékek, cskémmazékok. A tisztitasi lépés
léenyege, hogy a fehérje extraktumban jeleéiléfehériéket kicsapjuk, majd
centrifugalassal 6sszeifjistk, €s Ujra visszaoldjuk. A folyamat végére bém kapunk
100%-o0s tisztasagu fehérje oldatot, a fokuszaldansélesebben elkllorililsavokat
kapunk.

A primer fehérje extraktumbol 100 pl-t Eppendordmsn 900 pl acetonnal
higitunk, az elegyet overnight -20°C-on tartjukzedzkicsapjuk az oldatban I&v
proteineket. Centrifugalassal Osszéitjiuk az Eppendorf-@s aljan, és egy &be
helyezzlik az dsszetartoz6 mintakat (Hettich Mikeolcentrifuga, 5 perc, 15000 rpm),
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majd IEF-urea minta pufferben visszaoldjuk 8 orénsaobalimérsékleten. (A minta
puffer dsszetételét lasd a denatural6 izoelektroidkisszalasnal.)

Poliakrilamid gélelektroforézis

A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) lelté@® teszi, hogy elektromos térbe
helyezett térhdlos szerkeltetgélben fehérjéket valasszunk el. Az elvalasztas
hatékonysagat befolyasolhatjuk a futtatas hossz&sl a gél haromdimenzios
struktarajanak valtoztatasaval.

A gélben a biszakrilamiddal keresztk6tott poliadmiid szalak hatarozzak meg a
pérusméretet. A polimerizdci6t az ammonium perszul{APS) indukéalja, a
keresztkotések létrejottéet a TEMED katalizalja.

A modszer céljainknak megfetel valtoztatasokat alkalmazva szamos
elvalasztasi eljarast rejt magaban. Lékéttéve a nativ vagy a denaturald poliakrilamid
gélelektroforézist, vagy az izoelektromos fokusgtildA kisérleteket kombinalva
alaposabb elvalasztast végezhetink (kétdimenzigalasktas), valamint a kapott
géleket tovabb vihetjuk western blot analizisre.

Vizsgalatainkhoz vertikalis elrende#éMini-Proten Il Dual Slab (Bio-Rad)
gélfuttatd rendszert alkalmaztunk EPS 3501 XL (Asham Biosciences) és EPS
500/400 (Pharmacia LKB) tapegységekkel.

Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

Nativ-PAGE (Laemmli, 1970) soran nem alkalmazunknedyen olyan
denaturalé agenst, amely miatt a fehérjek elvaszktenativ konformacidjukat. A
vizsgalat soran megtartjdk fellleti toltésiket,kplkat, aktivitdsukat, az alegységek
nem valnak szét. igy a futtatas soran a gélberakidt térhalos szerkezetben a fehérjék
futasi sebességét molekulasulyuk, alakjuk, és daliioltésik is befolyasolja. A
vizsgalathoz a primer fehérje extraktumot haszRaltu

A gél als6 részében, a szeparald gélben a ténykdgékmsztas megy végbe. A
gél felss része az ugynevezett stacking gél. Ebben alakikjuk mintak felviteléhez
szikséges zsebeket. A futtatas elején a stackifizergéa fehérjek kis térfogatban

koncentralodnak, ami &egiti az azonos molekulasulya fehérjék egyitt dédat,
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ennek koszonhéen ezek a proteinek a futtatas végére élesebb astabkotnak. A
teljes gél vastagsaga 1,5 mm, a stacking gél hdsdzam, a szeparaldé gél hossza 60

mm. A nativ gél pontos 0sszetételét az 1. tabkarttimazza.

Stacking gél Szeparalo gél
Komponens 3 . . L s
(végkoncentracid) | (végkoncentracio)

Akrilamid/Bisz-akrilamid

312% T 6,6% T
(49.5% T, 3% C)
Gélpuffer (957 mM Tris-

- 240 mM

HCI, pH 8,5)
Gélpuffer (158 mM Tris,

40 mM -
H3PO4pH 6,9)
APS (10%) 0,053% 0,022%
TEMED 0,16% 0,26%

1. Tablazat: A nativ gél dsszetétele.
T (total): az akrilamid és bisakrilamid egyuttesikentracioja;
C (crosslinker): a bisz akrilamid koncentracioja-aen

A mintakat szachar6z mintafehdvpufferrel keverve injektaltuk a kimosott
gélzsebekbe Hamilton-pipetta segitségével. A puffieigas cukortartalma segitiéel
hogy a minta a zsebbe sullyedjen.

A futtatast 200 V feszlltséggel, 25 mA araéisséggel futtattuk. A futasi frontot
a mintafelvive pufferben 1é% Bromfenolkek festék jelezte. A festék kifutasanuta
kordlbelldl 10 perccel allitottuk le az elektrofaistz igy a futasi il 6sszesen 2 6ra 30
perc volt.

A géleken western blot analizissel azonositottueSt. A blottolas utan a
géleken maradt fehérjéket Coomassie Brilliant Blstéssel tettik lathatovRhhez a
géleket ebzoleg fixaloszerrel (50% metil alkohol, 10% ecets&ereltik. A festék
10%-0s ecetsavat és 0,0025% Coomassie Brilliane Bldt tartalmazott. A festésidd
10 perc volt, folyamatos, lassu rdzatassal. A §@¥%-os ecetsavban razattuk a hattér
elszintelenedéséig.
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Kétdimenzids gélelektroforézis

A kétdimenzios futtatasban lényegében két éltélektroforetikus maddszert
kombinaltunk. Az el§ dimenzidban a fehérjéket izoelektromos pontjuknasodik
dimenziéban pedig molekulasulyuk alapjan valasako#l. Végeredményben egy olyan
foltmintazatot kaptunk a festési eljaras utan, amolden folt egy molekulasulyat és

izoelektromos pontjat tekintve kilénkbtehérjét jelolt.

Denaturdlo izoelektromos fékuszalas (IEF-urea)

A fehérjék izoelektromos pontja (pl) szerinti eksdtasi moddszer az
izoelektromos fokuszalas. Az izoelektromos pontaptH-t jeldli, amelyen a fehérjék
Ossztoltése semlegessé valik, igy pl-t elérve eltikselektroforetikus mobilitAsokat.
Az urea (karbamid) lefedi a negativ toltéskotohelyeket, jelenlétében a
hidrogénko6tések felbomlanak, viszont nincs hatéss$ahérjék sajat toltésere.

A futtatasokhoz a tisztitott fehérje extraktumokasznaltuk. Az fokuszalast 1,5
mm vastagsagu gélen 15,5 éran at végeztitiszet 10 percig 60 V feszlltséggel, 20
mA arameésséggel, majd 20 percig 150 V-on, 20mA-en, végubrem at 200 V-on, 12

mA-en. A gél 6sszetételét a 2. tablazat tartalmazza

Komponens Végkoncentrac|o
Akrilamid/Bisz-akrilamid (49.5% T, 3% Q) 5%
Servalyt pH 3.5-10 (40%) 0,4%
Servalyt pH 4-6 (40%) 204
Ammonium-perszulfat (10%) 0,042%
TEMED 0,17%

Urea 8M

2. tAblazat: A denaturdl6 izoelektromos fokuszalashoz hashlt
Osszetétele
T (total): az akrilamid és bisakrilamid egyuttesikentracioja;
C (crosslinker): a bisz akrilamid koncentracioja-aen
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Katéd pufferként 20 mM-os NaOH oldatot, andéd pléat 10 mM-os
foszforsav oldatot hasznaltunk. A mintainkat miptdferrel (0,4% Servalyt pH 3.5-10,
2% Servalyt pH 4-6, 2% Triton X-100, 1% Mercapt@etbl, 0,8 M urea) 6:4 aranyban
(minta:puffer) elegyitettiik. A kialakitott gélzsdde¢ kétszer mostuk, mivel hirtelen
nagy mennyiség urea oldédik ki a gétid a katdéd pufferbe. A mintdkat Hamilton
pipettaval vittuk fel.

A futtatds vegen a géb pengével kimetszettink egy mintat tartalmazo
kordlbelil 4 mm széles savot. A gélszeletet ekraldds pufferben (6 M urea, 30%
glicerol, 0,1 M Tris-HCI pH 8,8, 0,0325 M DTT) 24 at, inkubaltuk, a puffert kétszer
cseréltuk.

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

Az SDS-PAGE adta a kétdimenzids gélelektroforézésmdik dimenzidjat. Az
IEF-UREA végén kapott gélszeleten fokuszalddottéfgiket ebben a dimenzidban
molekulasulyuk szerint valasztottuk el (Schagg®87). A mdodszer lényege, hogy a
denaturdl6 SDS korulveszi a fehérje molekuldkat, lyeke elveszitik nativ
konformaciojukat, és egységes negativ fellletiéshlikapnak, igy futasi sebességiiket

mar csak molekulasulyuk befolyasolja. Az eljardsabthas 1-200 kDa kozotti fehérjék

szeparalésara.
Stacking gél Szeparalo gél
Komponens i ol o
(végkoncentracid) (végkoncentracio
Akrilamid/Bisz-akrilamid
4% 10%
(49.5%T, 3%C)
Gélpuffer 0, 75 M Tris 1 M Tris
(3 M Tris-HCI pH 8,5, 3,0% SDS) 0,075% SDS 0,1% SDS
APS (10%) 0,056% 0,056%
TEMED 0,056% 0,056%
Glicerin (87%) - 9,4%

3. tAblazat: Az SDS gél dsszetétele
T (total): az akrilamid és bisakrilamid egyuttesikentracioja;
C (crosslinker): a bisz akrilamid koncentracioja-aen
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A gélek vastagsdga 15 mm, a szeparaldé gél 65 mm,anstacking gél 7 mm
hosszu. A gél 6sszetétele a 3. tablazatban |edrtakint alakult:

Futtatas €itt a gélszeletet 3mm-rel a stacking gél folé csaitdt, 4%-o0s
agardzba agyaztuk.

A katod puffer (pH=8,25) 0,1 M Tris-t, 0,1 M Triginés 0,1% SDS-t
tartalmazott, az andd puffer (pH=8,9) 0,2 M Tris{H@lat volt.

A géleket 200 V feszliltséggel €és 80 mA araimeéggel futtattuk masfél éran at.
Molekulasuly markerként Bio-Rad Kaleidoscope stadeiahasznaltunk. A géleken a

fehérjéket ezistfestéssel tettiik lathatova.

Ezistfestés

A festési eljarasban a képalkotas alapja, hogyltea@pH hatasara kicsapodo
ezlst sOk megkdtnek a fehérjék feliletén. A nem kivant hattér szides elkerllése
érdekében tbébbszori mosas szikséges. (Blum, 1987)

Els6 lépésben desztilldlt vizes mosassal eltavolitotiak gélben maradt
fixaloszert. Ezt egy érzéken§ilépés kovette, 1 perces kezelés 0,8 mM-os natrium-
tioszulfat oldattal. 1 perc mosas utan 6sszesenmllOfzist-nitratot (1 ml) és
formaldehidet (75ul) tartalmazé oldattal 20 percen at festettik &kgll, majd megint 1
percig mostuk. Ehivashoz 100 ml, 5g natrium karbonatot, .b@Gormaldehidet és 2l
natrium-tioszulfatot tartalmazé oldatot hasznaltuAk fehérjék megjelenése utan az
eléhivast 1%-os ecetsavval Allitottuk le. A maradélgygeerek és csapadékok

eltavolitasa érdekében a géleket hosszan mostakil#dsvizzel az eljaras utan.

Western blot analizis

A mobdszer Iényege, hogy elektroforézist kieet a kapott gél egyik oldalara
membrant, vagy valamilyen filtert téve, a gélt alyaektromos térbe helyezzik, ahol a
fehérjék a membran felé mozdulnak, végil arra étkek. Ezt az elektrodak megfeiel
elhelyezése biztositja. A fehérjéket festési efisah tehetjuk lathatbva a membranon.
(Bennett, 1989, Cullimore, 1984)

Kisérleteinkben ,Semi-dry” blottolast végeztinkiehérjeket PVDF membranon
kotottik meg. A blottolast Multiphore 1l (Pharmaciapusu kéeszilékkel, 50 mM-os

20



borat puffer (pH 9,0) alkalmazasaval, 100 V fes#dgel, 50 mA (1 mA/cm2)
arameésséggel 90 percen keresztll végeztik (Pécsvacen)2

A Dblottolas utan a GS alegységeit festési eljatakslett lathatova tenni a
membranon. A membranon kewem specifikus kéhelyeket blottonként 50 ml 5%-0s
albumin oldattal 2 6ran éat, enyhe razatassal blibkko Ez utdn a membranokat
poliklonalis GS-antitesttel kezeltik 2 6ran at. A&m kotott antitesteket 35 perces
mosassal tavolitottuk el (30 perc TTBS oldatbanST&esztillalt viz, TWEEN 20, majd
S5perc TBS oldatban: 0,2 M Tris bazis, 1,5 M NaCRovetke®d |épésben a
membranokat 1 6rdn at masodlagos antitesttel,iklisafoszfatdzzal konjugélt Protein-
A-val kezeltik (Pécsvaradi, 2009). Ezt 30 perc TTBEjd 30 perc TBS oldatos mosasi
lépés kovette. A membran 5 percréhdo pufferbe (DB-developing buffer: 1 M Tris
bazis, 1 M NacCl, pH 9,0) helyeztik, melyhez BCI&stNBT-t adtunk. Az utébbi két
vegyllet az alkalikus foszfatazzal reagalva lilapesiékot hoz létre. A fény hataséra
konnyen elbomld, érzékeny festékanyagok miatt éhiehst zart edényben, sotétben
kell végeznink A szinreakcio csak ott jatszodik abol a membranon a GS-hez

hozzakothetett az alkalikus foszfataz a polikleW@s antitesten keresztul.
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Eredmények és értékelélik

Fehérjetartalom mérés

A fehérjetartalom mérésekhez a frissen kinyert prinfiehérje extraktumc
hasznaltuk fel, igy elkerilhet a fehérjetisztitas, a kicsapas és visszac
kovetkezményeként @&orduld esetleges fehérjeveszteség. A mérésdBradford
modszerével hajtottuk vég

A tanulmanyozott mintaink a fiatalabb ésbseébb kontroll névények melle
F. culmorummal (1a) ésF. graminearummal (2a) ferbzott novények8l szarmaztal Az
idésebb kontroll 1la és 2a mintak egykort A 4. abranfeltiintetett eredmények
kezelésenként 1- levél fehérje extraktumabdol meértik, szoérast emiaem
abrazolhattam.

Az idésebb kontroll mintaknal megfigyelltet az 6regedéssel ja
fehérjemennyiség csokkenéAz oldhaté fehérje koncentracié elién alakult
kilonbo® fertozésekél az egyes bluza genotipusokn@l. 483 és 488 vonala
fehérjetartalma nem tért el jelésen az idsebb kontroll mintat. A 474 tipus
F.culmorum ferézésre érzékenyebk reagalt, fehérjetartalma lecsokke viszont
F. graminearunkezelésnél a kontroll mintdéhoz hasonlo eredméagtunk Az 501-es

mintanal ilyen kulonbsé nem tapasztalhato.

12 - Fehérjetartalom

10 - m474 w433 m438 m501

ugfpl

V]

Kontroll (fiatal) Kontroll {idésebb)

4. dbra: A mintak oldhaté fehérjetartalma
474, 483, 488, 501: buzavonalak. F. cuimorum kezelt mintak
2a:F. graminearum kezelt mintak (egyedi levelek).
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Nativ gélelektroforéz

Bar a nativ géleket futtatas utan Western blot iaishlez hasznéltuk fel,
Rubisco elég nagy fehé, és elegendl mennyiségben van jelen ahhoz, hogy a m:
oras blottolasutan is viszonylag nagy mennyiség maradjorvle a gélben. A gé
blottolas utdn Coomassie Brilliant Blue festésnetettik alé

A géleket szkennelve és a megfélesdvokat egymashoz illesztve al
szemreveételezéssel is dsszevethetjuk az egyesknitobisco tartalma

Megfigyelhe®, hogy az idsebb kontroll €és a kezelt mintak esetében a Rul
savja valamivel gyengébben rajzolédik ki, mintatdl kontroll mintak estén. savokat
elhalvanyulasa 6sszhangban van a fentebb bemutaéottfehérjetartalomal, tehat a
fehérjemennyiség megvaltozasahoz a Rubisco lebaiis hozzjartt.

A Rubisco mennyiségének csokkenése a kloroplasztegradaidjat jelzi.

Az eredményeket az &bra mutatj;

Rubisco (CBB festés) GS (western blot)

. GS1

H'iﬂ.lﬁiﬁﬁ 474 < GS2

BEBEEERE sz
SEBEsEEE 433

4

i o

Fiatal Iddsebb 1a 23 Fiatal Id&sebb 1a 23
kontrell kontroll kontroll kontroll

5. abra: A Rubisco savjai nativ gélen, western blot i (balrél). Western blot
analizis: GS1 és GS2 izoenzimek PVDF membr, blottelbhivas uta (jobbral).
474, 483, 488, 50buzavonalak.. 1&. culmorumkezelt mintak

2a:F. graminearum kezelt mintak (egyedi levelek).
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Western blot analiz

A nativ géleket tovabb vittik Western blotra, hagymembranon megkot¢
fehérjék kozul a lathatova tegyuk a citoplazmatikiS1l és plasztidikus GS2
izoformakat (5. abra).

A citoplazmatikusGS1 esetében nem tapasztaltunk drasitéréseket, a GS2-
nél viszont mar mas a helyzet. A GS2 mennyiségaeszeencia hatasara lecsokk
Ferbzés hatadsara a csokkenés szembegi|501 jelzés buze genotipusni. A 474 és
488-as mintak GS2 tartalmukban hasonléan alacsony niséget mutatnak.
legdrasztikusabb GS2 szint cstkkend=. culmorum fert6zott 483 2a mintanal lathat
A F graminearum. kezelt 4831aesetén viszont a GS2 mennyisége meghaladja a

kontrollnal detektalhat6 szintet

120 474 483 488 501
100 -
80 -

K
6
< la
60 - <
—2a
6
40 -

20

6. 4bra: GS Western blot denzias . K: idésebb kontroll, 1aF.
culmorum kezelt mintak2a: F. graminearum kezelt mintak Az els
csucsok: GS1 polipeptid, a nyilakkal jeldlt masodikicsok a GS
polipeptid mennyiségét jelzik.

A GS2 mennyiségének csokkse szintén a kloroplasztiszban zajlo autc
folyamatok beinduldsara u. Tehat az alacsonyabb Rubisco, és GS2 szi
kloroplasztisz degradacidjanak, és az anyagcsemwsk atrendegésénel
eredményeAz, hogy aGS1 szint allandd, vagy kis mértékbanivekw tendencia
mutat,a citoplazma, és a mitokondrium intaktsagat . Vagyis az autofag folyamatc
még nem érink az utdbbiakban emlitett cellularis tereket adeds korai stddiumaba

mig a klor@lasztisz mar elszenvedi a biotikus stressz @ karokat
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In vitro glutaminszintetaz aktivite

Az aktivitAsméréshez a primer fehérje extrakturaszinaltuk fel, mefrizve a
glutaminszintetdz enzim aktivitasat. A Cteljes aktivitasahoz a GSjoval nagyobb
métékben jarul hozza, mint a GS1. Emelfentebb igazoltuk, hogy a GS1 mennyis
a kisérleteinkben vizsgalt buzalevelekben csaknisnd®, igy a mérési eredmeény
(7. abra) elésorban glasztidiku: GS2 aktivitdsaréhdnak informécid

A 474 vonal GS aktivitAsaban jeléatvaltozas csaF. graminearum fert6zés
hatasara jelentkezett, miz 501es novenynél febfzés hatasara alacsony aktivit
mértink.

A 483 novények a kinbodz fertozésekre eltér GS aktivitast mutattakJoval

alacsonyabb GS aktivitast mértuF. culmorum fertézésre. minfE. graminearunira.

Friss témegre vonatkoztatott GS aktivitas

18 | o474 m 483 @488 m501

1.6 1
1.4 1
1.2 1

nkat/g FW

0.8 A
0.6 -
0.4
0,2

Kontroll (fiatal) Kontroll (idésebb) 1a 2a

7. abra: A glutamir-szintetaz aktivitasa friss tomegrenatkoztatv
474, 483, 488, 501: buzavonalak. F. cuimorum kezelt mintak
2a:F. graminearum kezelt mintak(egyedi levelek.

Az egyes mintaknal kapolaktivitas/altozasok 6sszhangban vannak a we
blotton lathatd GS2 szintekkeA Fusarium kezelt mintaknal tapaszteGS2 szint és
aktivitas, valamint a Rubisco mennyiség csokkel, egyittese a kloroplasztisz

Ve

koncentraciok egybevagoan a &s okozta korai levél szeneszcenciara ute

25



Kétdimenzids geélelektroforézis

A médszer a fehérjék sokkal finomabb elvalaszttesi leheivé, mint amit az
egy dimenzioban végzett elektroforetikus moédszerfekbbontasa megenged. A
fehérjekivonat tisztasadga, a gélek porusmeéreteallalmazott festési eljaras mind
hozzajadrulnak a végeredmény értékalbégehez. A modszerek megfélel
kombinaciodjaval sikerilt kidolgoznunk egy olyan diétenziés elvalasztasi metddust,
amely alkalmas &usarium kezelt mintak 6sszehasonlité elemzéseére.

A vizsgalatokhoz tisztitott fehérje extraktumot fva@tunk. lzoelektromos
fokuszalds utan a kapott gélbgélszeleteket vagtunk ki a fehérjék futasi iramlé
orienticidjdban. A kimetszett géldarabokat SDS gholiamid gélelektroforézissel
vizsgaltuk tovabb. A gélszeleteket 90°-kal elfordjt a rajtuk 1éG fehérjéket

molekulasulyuk szerint valasztottuk el. Az SDS géteezlstfestésnek vetettik ala.

Denaturalo izoelektromos fokuszalas

Denaturald izoelektromos fokuszalassal a fehérjgkeB3,2-10,5 tartomanyban
valasztottuk el, azok izelektromos pontja szedntuttatas soran kialakulé pH gradiens
miatt a magasabb izoelektromos ponttal rendélkelzérjék a ligosabb tartomanyban, a
gélzsebek féll, mig az alacsonyabbal rendelkkza savas tartoméanyban, a gél aljanal
taldlhatok. A fehérjesavokat Coomassie Brillianidfestéssel tettik lathatova.

A gelképek pixelintenzitasanak analiziséhez Sciomage programot
hasznaltunk. A kapott adatokat Microsoft Excel 2@pt@gram segitségével jelenitettik
meg grafikonban. Eredményeinket a 8. 4bra mutatja b

Az izoelektromos fékuszalas végére igen éles sdvékptunk. Ez alapjan
feltételeztik, hogy a kialakitott eljaras alkalnaasa, hogy egy kétdimenzids elvalasztas
elss dimenzidjaként alkalmazzuk. A kapott gélképek észitogramok is ten tikrozik
a modszer alkalmassagdtasarium fertézott mintdk 6sszehasonlité analizisére.

A modszer tesztelésére azsebb kontroll és &. culmorummal kezelt buza
levelektdl szarmazoé mintdkat valasztottuk. A  denzitogramokorbginek
0sszehasonlitdsan mar jol latszikwsarium culmorum fertézés hatasara fellédehérje

készlet atrendézlés.
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8. abra: Fusariumrezisztens buzafajtak vizsgal:
Az izoelektromos fokuszalas eredményeként kapdiktegél (jobbrol)
mellettik a hozzajuk tartozé denzitogi (balrol). 474, 501: buzafajtél
K: idésebb kontroll névény. 1iFusarium culmorum kezelt minta.



SDSypoliakrilamid gélelektroforéz

A denaturald izoelektromos fokuszalas soran kagetil kimetszett gélszelet
hasznaltuk fel. A fehérjéket molekulasulyuk szemdlasztottuk el. A géleken 18\
fehérjéket ezistfestéssel tettik lathat

Az eljaras végen kapott géleken a fehérjék z jol meghatarozhat6 foltbe
helyezkedik el. A foltok jél korilhatarolhatdk, ¢k éles. A mddszer megfel
degradalddoé fehérjekészlet analizisére, ameFusarium fert6zott mintak részleteset
vizsgalatdhois szikséges. llyen részletes fehérjemintal alkotott képek alkalmase
a fehérje 6sszetétel mélyrehatdbb vizsgalataragtissonlité elemzésekre. A protok
szigoru kovetése jol ismételldetredményeket ad. Az SDS gél akrilamid koncentja
pedig tetsélegesen valtoztathatd aszerint, hogy mmolekulasuly tartomanybe
szeretnénk vizsgalodni. A nagyobb méremolekulak egy porézusabb, higal
alacsonyabb akrilamid tartalom mellett szebben aldlal, mig a kisebb proteinek
éppen ennek ellenké&e igaz

Tovabbi terveim kozt szerepel a kidolgct médszer felhasznalaseFusarium
fertozés altal okozott hatasok felderitésére, az egjedkfeltéd reakcioinak meélyeb
értelmezésére. Kébbi kutatasaim soran a kétdimenzios elvalasztast, festés

eljarasokat tovabb szeretném finomit

pH gradiens pH eradiens
pH3.5 pH 10,5 St pH35 pH 10,5 St

9. abra: Kontroll (balrdl) és stressz kezelt (jobbrdijiza fehérje mintak kétdimenzi
elvalasztasasSt: molekulasuly marker (Feldirlefelé haladva a marker a 250, 180, 1
100, 75, 63, 48, 35, 25, 20, 17, 11 |-os savokat jelol
A mint4zat Iényegesebb erései vorossel jeldlve



A vizsgalt buza névények érzékenysége

A plasztidikus GS2 szint csokkenése a szeneszcehezdetét jelzi.
A Kloroplasztisz degradalodasa d&usarium fert6zés hatadsara indul meg.
A gombafonalak bejutasa a novényi szovetekbe, azikekedése, toxintermelése
hatassal van a buza ndvényre. Az anyagcsere adongéiajtak zaszloslevelében a
lebontasi folyamatok iranyaba tolodik el, a tovahan katabolikus forrasként
funkcionalva. Ezzel ellentétben a tolerans fajthknagmarad az aktiv asszimilacio a
zaszloslevélben.

A glutamin-szintetaz aktivitdsgatlasanak mértékeleranciaszint vizsgalatanak
alkalmas paramétere. Figyelembe véve ezt, és aebientrészletesen ismertetett
eredményeinket (fehérjetartalom, a Rubisco menggiséa glutamin-szintetaz
izoenzimeket érirdt valtozasok) arra jutottunk, hogy a buzavonalaleraicidja a
fertozéseknél elt&en alakul. Az egyes féitéseknél a buza genotipusok tolerancia
szint szerinti csOokkeénh sorrendje: F. culmorum - 501>>474488>>483;

F. graminearum - 483>501>>>474=488.

A GS aktivitas gatlasa (%)
Buzavonalak Fusarium torzsek
la 2a
474 37 nincs
483 nincs 63
488 21 nincs
501 71 60

4. tablazat: Az in vitro glutamin-szintetaz aktivitasgatlas 6sszegzése
(az iddsebb kontroll mintahoz viszonyitva).

29



Osszefoglalas

A glutamin szintetaz (GS, EC 6.3.1.2) a nitrogépagtsere egyik kulcsenzime.
A nitrat redukciobol, fotorespiraciobdl szarmazdglamint a talajoldatbdl felvett
szervetlen ammoniumionokat energia befektetéssghminba épiti be. Az enzimnek
mind a nitrogén asszimilacidjdban, mind a reassacidjaban fontos szerepe van.

A fehérjék aminocsoportjai kivald nitrogénraktardgy a Rubisco, mint az
szabadithaté fel. Stressz hatdsara a fehérjék didgdhatnak, lebomolhatnak,
megvaltozhat a nitrogén anyagcsere enzimek aldviés mennyisége.

Dolgozatomban aFusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zés
hatasara fell&pglutamin szintetaz izoenzimeket, fehérjetartaltaatiimanyoztam buza
z&szlbéslevélben. Megvizsgéltam a blza levélbenelfdty citoplazmatikus és
plasztidikus GS izoenzimek 0sszaktivitds valtozasatitro aktivitas vizsgalattal és a
GS polipeptidek mennyiségének alakulasat westesh dalizissel. Emellett sikertlt
kidolgozni egy olyan protokollt, amely alkalmas Rusarium kezelt mintak
kétdimenzios fehérjemintazat valtozasainak ossoeitiad analizisére.

A GS teljes aktivitasa a fézott novényekBl szarmazé mintdk esetében
szignifikansan csokkent, valamint a western bloederényei a GS2 izoforma
mennyiségi csokkenését mutattak.

A fehérjetartalom mérésekben is kisebb oldhaté rjendennyiséget kaptunk,
ami 6sszhangban volt a nativ gélen lathaté Rulbiscaljének csdkkent denzitasaval.

A GS csoOkkent aktivitdsa, az alacsony GS2 és Rabisennyiség, valamint a
csokkent fehérjetartalom, a kloroplasztisz degreigic az anyagcsereviszonyok
megvaltozasat, a felgyorsult szeneszcenciat jelxik adott fekizésre érzékeny
genotipusokban. Mig a citoplazma és a mitokondriusmnte zavartalanul betélthetik
funkcidjukat a még zold zaszloslevélben, addigadektiv autofag folyamat beindulaséat
mar mutatja a GS2 polipeptidek érintettsége.

Eredményeink alapjan a buza fajtak érzékenysége eltkilonbds Fusarium
torzsek altal okozott fafzések esetén, melynek jo indikatora lehet a GS&nzmn
allapota a zaszl6s levélben.
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