NUT BITKIiSININ YARPAQLARINDA KARBOANHIDRAZA FERMENTININ SUBHUCEYRO
LOKALIZASIYASININ TOYINi
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Giris. Danli-paxlal: bitkilor arasinda akin sahasine gors 3-cii yeri tutan nutun payina toxminsn 12 min
ha diisiir. Nut diinyanin bir ¢ox bélgslerinds Orta Asiya respublikalari, Zaqafqaziya, Ukrayna, Rusiya va
diger Olkelards becarilir. Todqiqat igsinin obyekti olaraq secilmis ve Cs noviine aid olan nut bitkisinds
karboanhidraza fermentinin rolu ve subhiiceyra paylanmasi dyronilmisdir.

Eksperimental hissa. Okin materiali kimi nutun Sultan sortundan istifads edilmisdir. Toxumlar AR
KTN ©kingilik Elmi-Tadqiqat Institutunun genbankindan slds edilmisdir. Toxumlar okildikden sonra
bitkilar 3 hafte srzinds miitemadi olaraq suvarilmis ve bitkiloarden ayrilmis yetkin yarpagqlar tacriibe iigiin
istifade edilmisdir. Nut yarpaglarindan sitoplazmanin, mitoxondrilerin, stromanin va tilakoidlorin
preparatlar tacrid edilmisdir.

Yarpagqlar 50 mM MES-Tris buferi (pH 7,2), 0.3 M saxaroza, 5 mM MgSOs, 1.5% Polyclar AT (v), 5 mM
EDTA, 1 mM ditiotreitol (DTT) olan moahlulda homogenizasiya edilmisdir. Homogenat neylon parcadan
stizlilmiis, yarpaqlarin boyiik hissaciklsrinin ¢6kmasi {iglin 150x g-da 1,5 daqigs sentrifuqa edilmisdir. Daha
sonra Supernatant 2500x g-da 5 daqiqge sentrifuqa edilmis, xloroplastlarin ¢okiintiisii ve supernatant “a” alda
edilmisdir. Supernatant “a” 10 daqige 8000x g-de sentrifuqa edildikden sonra sitoplazmanin ziilallar1 ile
zangin supernatant “a0” ve ¢okiintii (mitoxondri preparatr) slde edilmisdir. Xloroplast membraninin
dagidilmas1 magsadile xloroplastlar 0.4 M saxaroza, 35 mM K:HPOs, 15 mM NaH2POs, 3 mM MgSOs, 10 mM
KCl, 20 mM natrium askorbat, 1 mM KHCOs3, 0.5 mM EDTA-Na, 1 mM DTT, 1 mM benzamidin, ImM a-
aminokaproik tursu ve 1 mM PMSF-dan ibarat mahlulda homogenizasiya edilmisdir. Alinmis qarisiq 2500x
g-da 5 dagiga sentrifuga edilmis, neaticods xloroplast stromasinin ziilallar1 ile zengin supernatant “b” va
tilakoidlarin ¢okiintiisii alds edilmisdir.

Aktivlik buferinin terkibi 0,025 M fosfat buferinden (pH 7,4) ibarst olmusdur. Fermentativ reaksiyanin
baslanmasi {iclin miihits sabit temperaturda (4°C) 10-200 ul ferment preparat1 vo CO2 qazinin 3 ml doymus
moahlulu salave edilmisdir. CO2 qazinin doymus mahlulunu hazirlamaq tigiin CO2 qaz1 25°C temperaturunda,
1 atm tezyiqinda bidistilla suyunda holl edilmisdir. CO:2 qaz1 slave edildikden sonra reaksiya qarisiginin son
hacmi 20 ml olmusdur. KA fermentinin aktivliyi CO2+H20—H*+HCOs reaksiyas1 zamani H* ionlarmin
fealliginin ilkin deyismesina asaslanan elektrometrik metodla toyin edilmisdir.

Fermentin aktivliyi sarti vahidlarls asagidaki formula vasitasile hesablanmisdir:

U=10(To/T-1)
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burada To — kontrolla aparilan (fermentsiz) reaksiyada pH-in desyismesine serf olunan zamami, T -
fermentativ reaksiyada pH-1n deyismasina sarf olunan zamani ifads edir.

Nbaticolor vo onlarin miizakirasi. Olds edilon naticelor gostermisdir ki, tilakoid membranlarinda
karboanhidraza fermentinin aktivliyi ¢cox asag1 olmusdur. Ilkin sentrifuqalasdirmadan sonra nut yarpaqlari-
nin sitoplazma fraksiyasinda iimumi karboanhidraza aktivliyinin 10-15%-inin yerlasdiyi miisahida

olunmusdur.
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Sakil. Nut bitkisinin yarpaglarindan ayrilmis miixtelif fraksiyalarda
karboanhidraza fermentinin aktivliyi

Fermentin aktivliyinin asas hissesi isa (75-80%) onun xloroplastlarinin stromasinda askar edilmisdir.
Alinan noeticelar ikilepali Cs bitkilors aid olan kartof ve Arabidopsis bitkisinin yarpaqglarinda aparilan
todqiqat islerinin naticaleri ilo uygunluq taskil edir. Bu iss bir daha siibut edir ki, ikilapali Cs bitkilerda
karboanhidraza fermentinin subhiiceyres paylanmasi bir-birins yaxindar.
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