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ZAROJELENTES AZ OTKA T 046408 SZ. KUTATASI PROJEKTROL

A kutatds 1 nemzetkdzi folydiratban megjelentetett kdzleményt, 2 nemzetkdzi konferencia
eléadast, 3 magyarorszagi tudomanyos eléadast, 1 TDK dolgozatot és 1 benyujtas el6tt allo
Ph. D. disszertaciot (Pozsgainé Harsanyi Monika), valamint 2 nemzetkdzi és 1 magyarorszagi
kiadasu folyoiratban megjelentetni szandékolt dolgozatot eredményezett. A projekt
eredmeények késoébbi kdzlésére vonatkozd, az OTKA zérojelentés elvi tmutatdjaban rogzitett
lehet6séggel élni kivanunk.

A projekt tézisei:

1. A csiraz6 makk témege és siiriisége linearisan korrelal egymassal (r*>0.95). A relativ
tbmeg és suriseg Kkorrelaciojat jellemzé regresszids egyenesek meredeksége
makkegyedektol fuggetlen allandosaga fajspecifikus tulajdonsag. A csirdaz6 makk
relativ tomege és strtisége kozotti korrelacio tette lehetévé, hogy az egyedfejlédés
kezdeti stadiumat — a csirazasi szakaszt — az eddigi gyakorlattél eltéréen finomabb
felbontast allapotokra osszuk fel. Az azonos relativ tdmegti és siiriiségii makk-
egyedek azonos fejlédési allapotiaknak tekinthetok. A relativ tdmeg és siiriiség
értekeken alapuld egyedfejlédeési allapotokba vald besorolas - a csirandvények
kornyezeti korilmény és stresszhatas vizsgalataindl - a mért biokémiai paraméterek
szorasat hagyomanyos besorolast  kiserletekhez  viszonyitva majdnem egy
nagysagrenddel csdkkentette.

2. A vizsgalatokhoz vélasztott biokémiai indikatorok (endogén formaldehid-szint,
totalfenol-tartalom, fehérjetartalom, katalaz, peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitasok)
egyesitett halmazan — az indikatorok skalaris értékeib6l szarmaztatott vektorra —
egyedfejlodési és stresszhatas specifikus valtozasok tapasztalhatok.

3. A peroxidaz es polifenol-oxidaz aktivitasok anyagcsere-szabalyozasbol fakado linearis
korrelacidjanak, s paramétereinek (meredekség, hatarozottsagi fok, korrelacios
érvényességi tartomany, tengelymetszet) idébeli megvaltozasa leképezi az
egyedfejlodés és a stressz-indukalta fizioldgias allapotvaltozasokat. Megallapitottuk és
diszkusszaltuk a linearis enzimkorrelacio létezésének és érzékelésének sziikséges
feltételeit. Modszert dolgoztunk ki az egymashoz viszonyitva aranyosan szabalyozott
enzimaktivitasok korrelacidjanak érzékelésére.  Polifenol-oxidaz és peroxidaz
enzimek Kkorrelacidja esetében modszeriink szokatlanul magas, de egyértelmiien
magyarazhatd és magyarazott r*>0.95 hatarozottsagi fok( linearis regresszikat
eredményez.

Eredmeények

A TAROLAS ES A CSIRAZAS HATASA A SZAPORITOANYAG FIZIKAI
TULAJDONSAGAIRA

A magvak duzzadasa fizikai, kémiai és biokémiai folyamatok 0sszesége, ami a raktarozott
tdpanyagok kolloid sajatsagaibol fakad. A szénhidratok, lipidek és fehérjék hidrofil funkcios
csoportjai (-NH,, -OH, -COOH, stb.) elsésorban hidrogénhid kélcsonhatason keresztiil,
magukhoz vonzzak a vizmolekuldkat, maguk kortl hidratburkot kialakitva. A
makromolekulak, illetve a raktarozott vizoldhato vegyuletek oldodasa ndveli az intracelluléris
tér 0ozmozis nyomasat, ami a szabad kapillarisok oldattal torténé feltoltodését segiti els. A
hidrolitikus biokémiai folyamatok a tarolt makromolekuldkat (lipidek, keményit, fehérjék)



épitéegysegeikre bontjak. A molszam novel6 reakciokban a kis molekulatomegt vegyuletek
(cukrok, aminosavak) az intracelluléris tér oldott anyagokkal valé telitédeséig novelik az
o0zmozisnyomast, fenntartvan a magvak duzzadasat kiséré folyamatos vizfelvételt.

A tdmegndvekedés a vizfelvétel, s egyszersmind a mag Iégzésének kdvetkezménye. A csirdzé
makk tomegét a raktarozo szovetekbe kerilé viz és oxigén mennyisége ndveli, mig a
Kibocsatott szén-dioxide csokkenti. Mivel az egységnyi makktérfogatra vonatkoztatott szén-
dioxid mennyisége kisebb a felvett, fajlagos viz €s oxigén egyuttes mennyiségenél, ezert a
csirdz6 makk tdmege névekedni fog.

A vizfelvétel szlikségszerii velejardja a makkstiriiség megvaltozasa. A hidrolitikus folyamatok
a raktarozé szovetek szilard halmazéllapotu, viznél nagyobb stirtisegic makromolekuléris
anyagtartalmat csokkentik. A lebontott keményité és feherjék térfogatat az intracellularis tér
makromolekularis anyagoknal Kkisebb siriségti oldata tolti ki. A tapanyagok
mobilizacidjaban, a raktarozo sejteken belil egyre cs6kken az oldat siirtisegénél nagyobb
siiriségii tapanyagok térfogata. Igy a csirdzas makk szikleveleinek striiségcsokkenését idézi
elo.

A statisztikailag bizonyitott vizfelvétel fajlagos &llandésdga miatt, a makkok abszollt
tdmegndvekedése mérettdl fliggs, mig a straseg csokkenése mérettdl fuiggetlen paraméterek.
A fizikai sajatsdgokban adddd kilonbség - a tdmeg extenziv, a siiriség intenziv (fajlagos)
fizikai tulajdonsag - kikiszobolhetéve valt a csirazasi makktdomeg nyugalmi allapotu
makktomegre val0 vonatkoztatdsdval. Az igy definialt relativ témeg tehat, a stirtiséghez
hasonloan mérettdl fliggetlen tulajdonsag, fajlagos mennyiség, amely a csirdzas folyaman az
egységnyi makktomegre jutd tomegndvekedés mértékét fejezi ki.

A relativ tomegnovekedés és a stirtisegcsokkenes linearisan korrelalnak egymassal, a stiriiség-
relativ tomeg adatparokra nagyon jo kozelitéssel (r* > 0.95) egyenesek illesztheték.
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1. abra. Egy csiraz6 makk stirtiségének és relativ tomegének korrelécioja..

Az egyenesek meredeksége, mint fizikai sajatsag az egységnyi relativ tomegndvekedésre jutd
striiségcsokkenést fejezi ki. Fajon belil a korrelacios egyenesek meredekségei kozott
szignifikans eltérés statisztikailag nem mutathaté ki, tehat az egységnyi relativ
tdmegndvekedésre jutod striségesokkenés allandonak tekintheté az ontogenezis folyaman,
ami a csirazo télgy makk bioldgiai sajatsaga.

kovetésével, az azonos egyedfejlodési allapotokhoz tartoz6 makkegyedek kivalasztasi
bizonytalansagat sikerilt csokkenteni, redukalva ezzel a mért stresszvaltozok (pl.
enzimaktivitasok) értékeinek szorasat is.



Kocsanyos tolgy makk csirdzasa is lineérisan korreladld tomeg és siriiség értékeket
szolgaltatott, de a csermakkétol eltér6 meredekség mellett. A csermakk csirazasat jellemzo
tomeg és siaraseg kozotti flggvenykapcsolatot jellemzé eredményeket a Journal of
Theoretical Biology c. folyoiratban jelentettiik meg.

A szaporitéanyag minéségének tarolas alatti jellemzése

Az erdészetben széleskoriien alkalmazott httokamrés tarolasi modszert kisérletsorozattal
modelleztiik. A makktételeket 1+1 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom mellett,
htitészekrényben taroltuk. A tarolas folyaman a makkminéség nyomon kovetésére nehany
biokémiai paraméter (endogén formaldehidtartalom, fehérje ill. totalfenol-tartalom, katalaz,
peorxidaz es polofenol-oxidaz aktivitasok) megvaltozasat vizsgaltunk.

A makkmingség tarolas alatti jellemzésére csiraképességi vizsgalatokat hajtottunk végre.
Ehhez 2004 november végétol a 2005 majus elejéig, havi idokdzokkel a tarolt makktételbol
véletlenszeriien valogatva, 50-50 darab terméshéjatol megfosztott télgymakkot koldokiikkel
lefele, sterilizalt perlitagyba helyezve csiraik megjelenéseig csiraztattunk.

A cser és a kocsanyos tolgy makktételek tarolas alatti minéségvaltozasa szignifikans eltérést
nem mutatott. Mind a cser- és mind a kocsanyos télgy makk a 90 % koruli csiraképességi
sajatossagukat a vegetacids idoszak kezdetéig megérzik, majd azt kdvetéen a csirazasi
szazalékok jelentosen leesnek (kb. 35%-0s csokkenés). A tarolasi vizsgalat megallapitasai az
erdészeti gyakorlat tapasztalataival ©sszhangban vannak. Ez a tapasztalat a
stresszvizsgalataink csemeteigényet biztositandoan Kisérleti tervezésiink egyik pilléréve valt.

Fehérjetartalom: Az enzimaktivitas ertékek vonatkoztatasi alapjaul szolgald fehérjetartalmat
ugyancsak erre az id6szakra vizsgaltuk. A kapott adatok &tlagértékei statisztikailag nem
kilonboztethetéek meg egymastdl. A tarolas alatt az alkalmazott vizsgalati mddszer esetében
a makk fehérjetartalma allando értékiinek tekintheté (160-190 pg/ml). A fehérjetartalom
allanddsagat allapitottdk meg Cleopatra mandarin (Citrus reticulata Blanco) magjainak
kontrolalt kérilmények (16 °C, 40 % relativ paratartalom) mellett biztositott tarolasa soran
(FAWUSI, 1989), és a Quercus serrata, Quercus mongolica és vadgesztenye (Aesculus
hippocastanum)  szaporitéanyagaira elvegzett tarolési vizsgalatsorozatban (SHIMADA,
2001).

Fenoloidtartalom: A vizsgalt tarolasi idészak folyaman, az alkalmazott korilmények mellett
a nyugalmi allapoti kocsanyos tolgy makk 6sszes fenoltartalma nem valtozott meg
szignifikansan (7-9 mmol/100g). A makk az alacsony homérsékleti tarolas alatt is megtartja
magas fenoloidok koncentraciojat. Eredményinket nagymértékben alatamasztjak SHIMADA
(2001) Quercus serrata es Quercus mongolica, valamint vadgesztenye ndvényfajokra
vonatkozo6 eredményei és WOOD (2005) fehér, ill. voros télgymakkal (Q. alba, ill. Q. rubra)
vegzett kisérletei. Nedves talajréteg alatt tarolt makktételek esetében nem tapasztaltak
figyelemremélté mddosulasokat a tanninok, mint fenoloidok koncentracioértékeiben.

Kataldzaktivitas: Hasonléan az elobb emlitett fenoltartalom allandosaghoz, a katalaz
aktivitdsa sem valtozott meg az ontogenezis kezdeti stddiumaiban. A kataldz aktivitasok
statisztikailag azonos értékiieknek tekinthetok a tarolas 6t honapja alatt (4-5 pumol O,/gsec).
Nem értelmezhet6 statisztikai differencia az egyes honapokban elvégzett mérések atlagértékei
kozott. Ez az eredmény a vords tolgy makkal folytatott vizsgalatok eredmeényeivel
6sszhangban van (BROWN, 1939).

A kataldz aktivitds merése lenyegeben nem jarul hozza a tarolas alatt bekdvetkezé esetleges
mindségromlés indikalasahoz.




Endogén formaldehidtartalom: A ciklikusan jelentkez6, jo termesbél szarmazé makk
kezelésével és tarolasaval foglalkozd tématerilet jelent6s irodalmi hattérrel rendelkezik.
Megallapitast nyert, hogy a jelentés mindségromlas nélkuli, alacsony hémersékletii tarolas
alapfeltétele a szikkasztott makk gazcseréjének biztositasa és nedvességtartalmanak kb. 35-40
% kozOotti értéken tartasa.

A csertolgy esetében elvégzett hasonlé Kisérletsorozatban a tarolds endogén formaldehid
ciklusra gyakorolt hatdsanak vizsgalatahoz, a 2004. december és 2005. aprilis kozotti
idészakban tortént a nyugalmi Aallapott makk endogén formaldehidtartalméanak
meghatarozasa.
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2. dbra. Az endogén formaldehidtartalom valtozasa a kocsanyos tolgy makk
sziklevélszoveteiben.

A mérési eredmények alapjan megallapithatd, hogy a tarolt, nyugalmi &llapotid makkok
vegetacios idészakot megel6z6 endogén formaldehidtartalma valtozatlan értéken marad. Ezt
kdvetéen mennyisége szignifikdnsan megemelkedik, majd aprilis hdnapra tébb mint 50 %-kal
csokken (lasd. 2. abra).

A cser és kocsanyos tolgy esetében megallapitast nyert az a tendencia, miszerint a nyugalmi
allapot makk a vegetacio kezdetekor maximalis endogén formaldehid-keépzé potenciallal
rendelkezik. A tavaszi vetésen tuli tarolas soran az endogén formaldehid-szint csékken, ami a
hosszabb idétartami makktarolas alatt bekdvetkezé minéség csokkenéssel lehet kapcsolatban.
A térolas korulményeinek koriltekinté megvalasztasa és betartasa elengedhetetlen feltétele a
makk mindségének minél hosszabb tavi megérzeseben. Fontos tény, hogy e kémiai paraméter
alkalmas a makkmindség tarolas alatti jellemzésére. Ertéke determinisztikusan valtozik a
tarolas folyaman, s e ket tolgyfaj esetében analég maédon.

Peroxidaz és polifenol-oxiddz aktivitasok: A tarolas alatt a ndvényekben fiziologiai
allapotvaltozasok mellett, biokémiai modosulasok is végbemennek. Ezekben a folyamatokban
a reaktiv oxigéngyokok kulonb6zé intenzitassal keletkeznek. Erre véalaszreakciokként
védekezési mechanizmusok aktivalodnak. Az antioxidans enzimek aktivitasai sejtszabalyozasi
mechanizmusok hatdsdra megvaltozhatnak. A makktétel fizioldgiai €s biokemiai
folyamatainak tarolés soran bekovetkezé valtozasait a peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek
aktivitasai jol reprezentalhatjak. A makkok szikleveleib6l mert peroxidaz és polifenol-oxidaz
aktivitasok atlagértékeit szemlélteti a raktarozasi periodusban a 3. abra:
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3. dbra. A POD és PPO enzimek aktivitasa kocsanyos tolgy makk sziklevélszoveteiben.

A 1+1 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom mellett hiitében tarolt kocsanyos télgy makktétel
enzimaktivitasi értékeit decembertol aprilisig nyomon kovetve azt tapasztaltuk, hogy a
peroxidaz és a polifenol-oxidaz aktivitdsok abszolut értékei a tarolds masodik honapjara
drasztikus mértékii csokkenésen mennek keresztil. Ezt kdvetéen értékik stagnal, allando
Osszfehérje-tartalom mellett. Tendenciaként megéallapithatd, hogy a két enzim aktivitasainak
modositasait parhuzamosan, egymassal 0sszehangoltan hajtja végre. Ha az egyik enzim
aktivitasa csokken, akkor hozza ugyanolyan mértékii csokkenés tarsul a masik enzim részérol,
és forditva.

A két enzim aktivitasvaltozasanak hasonlo tendencidja inspiralt benniinket az aktivitasaik
kozotti korrelacid létezésének vizsgalatara. A kovariancia analizis alkalmazésa a peroxidaz és
polifenol-oxiddz aktivitdsok lineéris korrelacidjdnak hipotézisét alatdmasztotta. A lineéris
korrelaciot jellemzo regresszids egyeneseket és az egyenesek sulypontjanak enzimaktivitasi
sikban vald vandorlasat a 4-5. dbrak mutatjak be:
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4. abra. A POD és PPO enzimek korrelacioja kocsanyos tolgy makk sziklevélszoveteiben
kiilénbdzé tarolési idépontokban. (dec.: PPO=0.137POD+0.035, r’=0.93; jan.: PPO=0.096
PZOD-O.001,r2=0.783; feb.: PPO= 0.389POD-0.003, r*=0.874; marc.: PPO=0.044POD + 0.004,
r‘=0.812)
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5. dbra. A korrelacios tartomanyok sulypontjanak enzimaktivitasi sikban térténé vandorlasa a
tarolas folyaman.

A 2004. decemberi és a 2005. januari regresszios egyenesek meredekségei kozott szignifikans
kilonbség nincs, azonban érvényességi tartomanya mindkét iranyban, jelentés mértékben
lesziikil. A regresszios tartomanyok sulypontjai a tarolas folyaman a kiindulasi allapottol
csokkeno, majd januértol februéarig novekvé és végul Gjra csokkené tendenciat mutatnak. (Az
enzimkorrelacio elméleti értelmezését lasd az Enzimkorrelacios vizsgalatok c. fejezetben).

I. tAblazat. Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata a makktétel tarolasa sorén.

o Endogén . KAT aktivitdis  POD aktivitdss  PPO aktivitas Osszfehérje-

Tarolas . Fenoloidtartalom
formaldehidtartalom tartalom

2005.
december- valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan NE valtozatlan
2006. januar
2006. januar-
2006. ™ valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan
februar
2006.
februar- N valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan
2006. aprilis

EGYEDFEJLODES JELLEMZESE BIOKEMIAI PARAMETEREKKEL

Csiraztatasi  kisérleteinkhez tbmeg és siriség alapjan valogatott makkegyedeket
valasztottunk. A kocsényos tolgy makk egyedfejlédését végigkiséré relativ tdmeg-siiriiség
adatpont-parokra illesztett linearis regresszios egyenesek meredekségei kdzott szignifikans
eltérés statisztikailag nem volt kimutathatd, tehat az egységnyi relativ tomegndvekedésre jutd
stiriségcsokkenés allandonak tekinthet6 az ontogenezis folyaman, ami a csirazo télgymakkok
bioldgiai jellegzetessége.

A germinacié kezdeti szakaszaban jelentés valtozasok kovetkeznek be a magok
anyagkeészletét illetéen. Feheérjetartalomra vonatkozolag fajtol, ndvényi résztol, és a vizsgalt
egyedfejlodési allapottol fliggéen eltéré adatok lelheték fel az irodalomban. Mivel az
enzimaktivitasokat dsszfehérje-tartalomra szokas vonatkoztatni, feltétlentil sziikséges volt az
erre vonatkozé adatok meghatarozasa és kiértékelése.

A sziklevél-, gyokér- és levelszovetekbol meghatarozott fehérjetartalmak 6sszmennyisége a 6.
abran lathato.
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6. abra Sziklevél fehérjetartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemeték egyedfejlodése soran.

Az endogén formaldehid-tartalom vonatkozasaban kijelenthetd, hogy ez a vizsgalati
paraméter érzékeny markere az ontogenezisnek. Ertékeiben bekovetkezé véltozasok
determinisztikusan kovetik az egyes egyedfejlodési allapotokat, s mind a csertélgynél, mind a
kocsanyos tolgynel tendenciaszeriien azonos Utvonal szerint, mely ugyancsak egyedektol
fuggetlen legaldbb fajspecifikus sajatsagra enged kovetkeztetni. Az endogén formaldehid-
tartalom kezdeti novekedese intenziv demetilezési folyamatokra, mig azt kdveté csokkenése
metilezési folyamatok elétérbe keruilését tiikrozi vissza.
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7. ébra. Az endogén formaldehidtartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemeték
sziklevélszdveteiben az egyedfejlédés alatt.

A fenoloidtartalom és a kataldz aktivitasa az egyedfejlédes jellemzésében nem bizonyultak
eredményes indikatoroknak. Az ontogenezis folyaman értékeikben bekovetkez6 valtozasok
kozott szignifikans statisztikai kilonbségek nem voltak kimutathatok.

A peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek aktivitasai hasonld eredményeket mutattak, azonban
korrelacios vizsgalatukkal a hatleveles allapotu csemeték kifejlédéséig tartd egyedfejlédesi
szakaszok kozvetett aton jellemezhetokké valtak. (Enzimkorrelacio elméleti értelmezését lasd
az Enzimkorrelacids vizsgalatok c. fejezetnél)
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8. dbra. A tolgycsemete sziklevélszoveteiben mért POD és PPO aktivitasok korrelacioja az
egyedfejlédés soran. (nyugalmi: PPO=0.137POD+0.035, r*=0.931; duzzadési: PPO=0.222
POD+0.001, r’=0.971; gyokocske: PPO=0.074POD+0.002, r*=0.952; rigyecske: PPO= 0.126
POD-0.006 r’=0.742; gydkeres:PPO=0.061POD+0.006, r*=0.979; leveles: PPO=0.203POD-
0.012; r*=0.933)
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9. abra. A Korrelacios tartomany sulypontjanak egyedfejlédest jellemzé vandorlasa az
enzimaktivitasi sikban.

Az alkalmazott enzimkorrelacids vizsgalattal az ontogenezis fiziologias eseményeinek
nyomon koOvetése az abszolut enzimaktivitasi értékekkel torténé jellemzéshez képest a
novenyi fejlodés finomabb feltérképezését tette lehetévé. Az alkalmazott korrelacios
Osszefliggesek paraméterei (regresszios egyenesek meredeksége, regresszid érvényességi
tartoménya, regresszio hatarozottsagi foka, tengelymetszet) az enzimaktivitdsok abszolut
értékeihez viszonyitva a fejlodés alatt bekdvetkezé folyamatokkal szemben érzékenyebbek. A
regresszié érvényességi tartomanydnak Kkiszélesedése az intenziv fotoszintézist végzé
levélszbvetek esetében egyértelmi bizonyitéka annak, hogy e regresszios paraméter az
anyagcsere-intenzitaseloszlas ,.tlkorképe”. A regresszids egyenesek sulypontjainak
enzimaktivitasi térben valé vandorlasa az egyedfejlodésben fellépé szignifikans valtozasok
jellegzetes utvonalait szimbolizalta.



Il. tAblazat. Az indikatorok valtozési mintazata a makk egyedfejlodése soran.

E é . KAT aktivita POD aktivita PPO aktivita Osszfehérje-
Egyedfejl6dés ndogen. Fenoloidtart. aktivitas OD aktivitas O aktivitas Osszfehérje
formaldehid tartalom
Imi- . . . .
nyuga n,m. ™ valtozatlan valtozatlan valtozatlan N valtozatlan
duzzadasi
d dasi- . . . . .
uzzacast N2 valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan
gyokocske
okocske- . . . . .
gyo ocske valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan NP
riigyecske
rigyecske valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan ™
gyokeres
gyokeres-leveles valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan

Enzimaktivitasok eloszlasvizsgalata

Egy kifejlett kocsanyos tolgyfan (kb. 60 éves) végzett enzimaktivitds mérés eredményet
mutatja be a 10. abra. A lombozat anyagcsere-intenzitas eloszlasa kovetkezmenyekent
kilénb6z6 helyekrol, de azonos idépontban vett levélmintak idéfuggetlen enzimkorrelaciot
szolgéltattak. A POD és a PPO aktivitdsok kilon-kilon normal eloszlast kovetnek
(Kolmogorov-Szmirnov-préba).

Tolgy lombozat heterogenitas vizsgalat
y =0,2095x +0,1533
R2=0,9216
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10. &bra. A lombkorona (Q. robur) fotoszintetikus intenzitas eloszlasat kéveté PPO-POD
enzimkorrelacio szemléltetése regresszios egyenessel.

STRESSZVIZSGALATOK

Kocsanyos tolgymakkok hidegstressz vizsgalata

Csiraztatott kocsanyos tolgy makk 1 6rés idétartamd, -20 °C-os, 1 6ra idétartamd hidegstressz
hatasara, endogén formaldehidtartalmukat a kiindulési &llapot negyedére csokkentették
(13.45—3.15 umol/100g). Helyi minimum elérése utan, hat ora elteltével a formaldehid-szint
a kontrollt meghalad6 értéken maximumot ért el (17.56 pumol/100g), majd értéke lecsokkent
(10.36 umol/100g), s a kontroll allapotban meghatarozott érték kdzelében stagnalt ( kb. 12
pmol/100g).

A imbibicids allapotu télgymakkok totéalfenol-tartalma a stressz alarmfazisaban a kontroll
allapothoz  képest lecsokkent (7.31—4.87 mmol/100g), majd megemelkedett (9.33
mmol/100g), és Gjra csokkent (7.87 mmol/100g). Kilenc 6ras hidegsokk hatasara a fenoloidok
0sszkoncentracioja kozel 40 %-kal nagyobb volt a kontroll allapothoz képest.



Kataldz aktivitds vonatkozdsdban a valtozas jellegeben tapasztalhatd tendencia ellenére
statisztikailag nem voltak igazolhatok a mérési pontok kozotti szignifikans eltérések.
Megallapithatd, hogy a vizsgalt parameterek 1 6rads mintavételi 1épéskoz altal meghatarozott
kritikus, Shannon-féle frekvenciakiiszob alatti tartomanyban (0.25 h™) az endogén
formaldehidéhez hasonld periodikus valtozasokat mutattak. A Kkivalasztott markerek kozil a
legérzékenyebben az endogén formaldehid-, illetve a dsszfenol-tartalom tiikrozte vissza a
stresszhatasra bekdvetkezé vélaszreakciokat. Mindharom indikator esetében tapasztaltuk a
kiindulasi &llapothoz képest csokkend, minimum értéken athaladd, majd névekvd, maximum
értéket eler6 és Ujra csokkend tendenciat. Az indikatorok mertékének valtozasaiban
tapasztalhatd hasonld tendencia ellenére gyenge lineéaris korrelacio allt fenn e tényezok
kozott.

Kocsanyos tolgy csemeték hidegsressz vizsgalata

Mindharom vizsgalati évben a levelek endogeén formaldehidtartalma a 4.5 6ras -20 °C-o0s
hideghatasra szignifikdns modon megemelkedett. Az &sszfenol-tartalom mennyiségében
azonban a hidegsokk nem okozott szdmottevé valtozast. A kataldz aktivitasértékei kocsanyos
tolgy csemetek leveleiben egyontetiien lecsokkentek (15-20%-0s csOkkenés). Az egyes
években levelekb6l mért enzimaktivitdsok a viszonylag nagy széras értékek miatt sem a
peroxiddz, sem a polifenol-oxidaz esetében nem jeleztek meghatarozo differencidkat. A
fehérjék 0sszmennyiségének csokkenését 2005-ben lehetett kimutatni, azt kdvetden
koncentracidja egyik évben sem valtozott meg szignifikansan.

A Kkilonb6z6 szarmazési helyti makktételekbél nevelt csemeték vizsgélati paramétereik
alapjan 0sszehasonlithatokkad valtak. Egyértelmti kulonbsegek adodtak minden egyes
indikator vonatkozasédban a gyulai Erdészetébdl szarmazo és a Kisalfoldi Erdészeti Rt.
vitnyedi telephelyérél szarmazé makkegyedek kozott. Vitnyéd korzetébdl begyiijtott
makktétel endogén formaldehid-képz6 potencialja nagysagrenddel kisebb volt az Alféldrol
szarmazokenal, a totalfenol-tartalom eredmenyek 6sszehasonlitasahoz hasonléan. A peroxidaz
kivételével, a gyulai makktételeket magasabb enzimaktivitas értékek jellemeztek.

I11. tablazat. Az indikatorok valtozasi mintazata hidegsokk eseten.

Kocsanyos

tﬁ!gy csemete forma:ir:e(::i’gte: - Fenoloidtartalom aklt(ie;:és POD aktivitas PPO aktivitas oi:t::\:‘:r:e-
hidegstressz

2005:

kontroll- ™ valtozatlan N valtozatlan valtozatlan N2
hideg

2006:

kontroll- ™ valtozatlan - NP valtozatlan valtozatlan valtozatlan
hideg

2007:

kontroll- T véltozatlan - N2 véltozatlan valtozatlan valtozatlan
hideg

Kocsanyos tolgy csemeték fényhianysressz vizsgalata

A harom egymést kovetd Kkisérleti évben a levelek endogén formaldehidtartalma
szignifikdnsan megemelkedett a harom napos soOtétben valo tarolds hatasara. A
hidegstressznél tapasztalt stagnalo dsszfenol-tartalom e stresszesemény kifejez6dése folyaman
is valtozatlan koncentraciokat eredmenyezett. A katalaz és peroxidaz enzimek 72 Oras
fényhianystresszre  bekdvetkez6 barminemii  aktivitasbeli valtozdsai nem  voltak
visszaigazolhatoak. A polifenol-oxidaz ezzel szemben szignifikansan lecsdkkent. A vizsgalat
elsé évében tapasztalt fényhidnystresszre bekdvetkezo fehérjemennyiségbeli csokkenést a két
utolso év kisérleti eredményei nem erdsitettek meg.



A makktételek egymashoz valo dsszehasonlitasabdl kiderilt, hogy az eddigi eredményekhez
hasonldan a csemeték fényhianystresszre adott valaszreakcioja tendencidjaban és mértékében
egyarant ugyanolyan modon jutott kifejezésre.

IV. tablazat. Az indikatorok valtozasi mintazata fényhiany esetén.

Kocsanyos télgy

csemete Endc_»gen Fenoloidtartalom KAT aktivitas POD aktivitas P.PF) . =
s formaldehidtartalom aktivitas tartalom
fényhianystressz

2005: . , P
kontroll-fényhidny ™ valtozatlan valtozatlan valtozatlan J J
2006:
kontroll- ™ valtozatlan valtozatlan valtozatlan N valtozatlan
fényhiany
2007:
kontroll- T véltozatlan véltozatlan véltozatlan N2 valtozatlan
fényhiany

Kocsanyos tolgy csemeték szarazsagsressz vizsgalata

A szérazsadg kocsanyos tolgy csemetékre gyakorolt hatdsanak vizsgalata sordn idoben
kovettiik nyomon a kiszaradas mertékét. A tolgy csemeték levelebsl meghatarozott magas
endogén formaldehidtartalom mar az elsé mintavételezés alkalmaval a kimutatasi hatarérték
kozelébe csokkent, s ezt kdvetéen érteke mar nem is valtozott. A vizhiany mértékének
fokozodasaval az endogén formaldehid-képzé potencial alacsony értékre esett vissza (4.61 —
0.50 umol/100g). Az endogén formaldehidtartalom csokkenése a csemete szarazsagstresszre
bekovetkez6 demetilezési folyamatok hattérbe szorulasara utal. A névény ellenallé-képessége
a fiziologias kiindulasi érték ala esik, kronikus tunetek jelennek meg rajta, melyet pusztulasa
kovet. A stressz lefolyasa alatt a csemeték apoptozis kdzeli &llapotba keriltek, a folyamat
irreverzibilissé valt.

A bioldgiai rendszer a stressz hatdsara a fenolos anyagokat termel6 folyamatainak intenzitasat
csokkentette, 5 hét vizmentes id6szak utan a fenoloidok mennyisage a kiindulasi értek
harmadara esett vissza (8.14—2.66 mmol/100g ).

A katalaz aktivitasa egy honap szarazsag utadn tobb mint kétszeresére emelkedett a kontroll
ndévényben merthez képest (14.52—33.21 umol O,/gsec), ami feltehetdleg a stressz hatasara
felborulé antioxidansok és prooxidansok kozotti egyensuly soran felszaporodé AOF
k6zombaositeseben aktivan résztvevé enzim mukddésének kovetkezménye (SIES,1991). Ezt
kdvetden intenzitdsa egy Ujabb hét vizmentes idészak multan szignifikdnsan lecsokkent
(17.04 umol O,/gsec). A vizhiany meértékét ebben a pontban a csokkent enzimaktivitasi
értékek egyértelmiien visszatiikrozték.

A peroxidaz enzim esetében a kezdeti vizdeficit nem okozott jelent6s valtozast az enzim
mukodésében (kb. 32 U/ug). Aktivitdsa véltozatlan maradt, majd ezt kovetéen egy
nagysagrendi tartomanyt feldlelé hirtelen csokkenést tapasztaltunk értékében (37.09—1.76
U/ug). A polifenol-oxidaz aktivitasa ezzel szemben szignifikans meértéki fokozatos
csokkenésen ment keresztil (8.34—5.25—1.03—0.28—0.27 U/ug). Mar az elsé meérési
alkalom utan aktivitasa kozel felére esett vissza, ami aztdn még tovabb csokkent, s hasonldan
a POD-hoz éppen kimutathatd szinten allanddsult. Olajfa csemetéiben ugyanilyen valtozasok
kovetkeztek be a harom végoxidaz enzim vonatkozdsaban (SOFO et al., 2007). Az enzimek
aktivitasainak megvaltozasa a sejtek allandé dsszfeherje-mennyisége mellett valdsult meg.

V. tdblazat. Az indikatorok valtozasi mintazata szarazsag esetén.

Kocsanyos tolgy
csemete

szarazsagstressz

Endogén . ) s PPO Osszfehérje-
formaldehidtartalom Fenoloidtartalom KAT aktivitas POD aktivitas aktivités -



kontroll-1. N valtozatlan ™ valtozatlan - NE valtozatlan -
kontroll-Il. N valtozatlan - T valtozatlan - NE valtozatlan -
kontroll-il. N J valtozatlan - N NE valtozatlan -
kontroll-IV. nem mért nem mért nem mért NE NE valtozatlan -

ENZIMKORRELACIOS VIZSGALATOK

Az OTKA T 046408 sz., jelenlegi projektink és a ,,Novenyi stressz vizsgalata és értékelése
szabalyozaselméleti analdgiak alapjan” c. MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij palyamunka
szinergiaja eredményeként az elmalt két évben a névényi stresszel kapcsolatos kutatasainkat
és elképzeléseinek enzimkorrelacids vizsgalatok kidolgozésa, végrehajtasa és fejlesztése
uralja. Az enzimkorrelaciok létezése, ill. tapasztalasa az anyagcsere-szabalyozas
muikodésének a sziikségszeri kovetkezménye.

Az anyagcsere-szabalyozasat elsésorban a DNS-ben kodolt enzimfehérjék regulacioja testesiti
meg. A DNS atirast kovetéen a riboszomaknal a mRNS kodjanak megfelel6 Gsszetételi
fehérjék, enzimek szintetizalodnak. Az enzimek adott pillanatnyi mennyiségét a génjeik
bekapcsolasi gyakorisdga egyértelmtien meghatarozza. Az anyagcsere-utvonalak sebességét,
fluxusat az enzimmennyiségek hatarozzak meg. DNS regulécion keresztiili enzimmennyiség
valtoztatassal a sejt szabalyozza anyagcseréjének intenzitasat. Ha az anyagcsere-intenzitas
valtoztatds soran, a sejt két enzimének mennyiségét egymashoz viszonyitva aranyosan
szabalyozza, akkor az enzimaktivitasoknak korrelalniuk kell egymassal. Eltéré anyagcsere
intenzitasu, de azonos szOveti tipust bioldgiai mintdk enzimaktivitas értékei linearis
enzimkorrelaciokat szolgaltathatnak. Vizsgalatainkban a névenyi peroxidaz (POD) és
polifenol-oxiddz (PPO) enzimaktivitisokat mérve mi is ezt a sejtszabalyozasbol fakado
jelenséget tapasztaltuk. A POD és PPO enzimeket erételjes, linearis korrelacié jellemzi.
Tegyuk fel, hogy két enzim (E;, E;) aktivitasanak szabalyozasa az anyagcserében
0sszehangolt, s igy aktivitasaik egymassal korrelalnak. Tovabba azt is tételezzilik fel, hogy az
enzimaktivitasok szabalyozasi 0Osszhangja egy pl. kornyezeti allapotvaltozés hatasara
megvaltozik. Ekkor az enzimkorrelaciot jellemzé regresszids egyenlet meredeksége
megvaltozik. Az abran az egyik egyenes jelképezzen egy (I.) kdrnyezeti &llapotot, s a masik
(11.) egy az el6bbitsl szignifikansan elterét (lasd 11. abra).

16 4
14 4
12 4
10 4
8_

11. &bra. Az enzimkorrelacio kdrnyezeti hatas érzékenysége.

Ha a regressziok érvényességi tartomanyaban jelentés az atfedés, akkor az eltéré kornyezeti
allapotokat az egyes enzimaktivitasok atlagertékei nem kilonboztetik meg egymastol, mivel



kozottuk szignifikans statisztikai eltérés nem mutathatd ki. Ennek ellenére az enzimaktivitasi
sikban megjelené regressziok kozott kovariancia analizissel szignifikdns eltérések
tapasztalhatéak. Tehat az enzimaktivitasok kozoétti korrelaciokon keresztul a bioldgiai
rendszereket éré kornyezeti hatisokat érzékenyebben vagyunk képesek megkilonbdztetni
egymastol.

Figyelembe véve a levelekben mért POD és a PPO aktivitasok eloszlasanak normal jellegét és
értékeiknek legaldbb egy nagysagrendi tartomanyra kiterjedé megjelenésiiket, tovabba a
ndvenyi anyagcsere egy levélen bellli inhomogenitésat, a targyalt enzimek és esetlegesen mas
enzimek kozotti korrelaciok csak akkor fedik fel magukat, ha az aktivitasok mérése
ugyanabbdl a névényi kivonatbdl torténik. Ezt a megéallapitast tekintjuk az adott idéallapotra
vonatkozo, linearis enzimkorrelaciok érzékelésének sziikséges feltetelének.

Hideg- es fényhianystressz

Az extrém, hirtelen bekdvetkez6 hideg és a fényhianyos allapot esetében tapasztalt allandénak
tekinthet6é peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimaktivitasok egymashoz viszonyitva aranyosan
valtoztak meg a stresszesemények folyaman. Az adott koértlmények mellett alacsony POD
aktivitashoz alacsony értékii PPO aktivitasok tarsultak és forditva, tehat az enzimek aktivitasa
az anyagcserében dsszehangoltan szabalyozott volt.

Mindharom évben a 72 oraig fényhianyos korilmények kozott tartott hatleveles allapotu
kocsanyos tolgy csemeték enzimkorrelacids egyeneseinek meredeksége a kontroll allapothoz
viszonyitva szignifikansan lecsokkent (R?=0.9). A hidegsokknal 2005-ben meredekség
novekedést tapasztaltam 0.87-es hatarozottsagi fokkal, mig 2007-ben valtozatlan
eredményeket kaptunk joval gyengébb R? (0.54) értékkel. A hatarozottsagi fokok relative
nagy értékei az anyagcsere szabalyozott voltat tlkrozik vissza. Az enzimkorrelaciok
érvényességi tartomanyai szignifikansan valtoztak meg, ami az anyagcsere heterogenitasabdl
ered, s a metabolizmus intenzitas-eltéréseit egzakt mddon szimbolizalja.
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12. 4bra A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacids egyenesei hideg és fényhianystressz
alatt 2005-ben. (kontroll: PPO=0.381POD+0.388, r*=0.965; hidegsokk: PPO=0.755POD+
0.385, r’=0.872; fényhiany: PPO=0.139POD+0.149, r’=0.909)

Szarazsagstressz

A peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek korrelacidés egyenesei a csemeték vizhianyos
allapotanak fokozddaséaval dramai valtozasokon mentek keresztll. A korrel&cid hatarozottsagi
fokanak egyenletes csokkenésével a regresszids sulypontok enzimaktivitasi sikban kirajzolt
utvonala a stressz-szindréma fazisait is jelképezi. A meredekség csdkkenésével egyidejiileg a
regresszios tartomanyok szikulését, kiszélesedését, majd Ujabb erételjes besziikilését



tapasztaltuk. A regresszios paraméterekben a szarazsag tehat minden tekintetben szignifikans
modosulasokat eredményezett. A sejt enzimaktivitasait szarazsag esetében is egyméshoz
viszonyitva aranyosan szabalyozta. A metabolizmus szarazsagra bekdvetkezé fizioldgias
allapotvaltozasa koOszont vissza az enzimkorrelaciét jellemzé regresszids egyenesek
paramétereinek, nevezetesen a meredekségnek, a hatarozottsagi foknak és az érvényességi
tartoménynak a megvaltozasaban.
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13. abra. A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacios egyenesei szarazsagstressz alatt.
(kontroll: PPO=0.284POD+0.21, r2=0.998; (l.): PP0O=0.232POD+0.097, r2=0.638;(ll.):
PPO=0.011POD+0.612, r2=0.4134; (lll.): PPO=0.0618P0OD0.172, r2=0.343; (IV.): PPO=-
0.142P0OD+0.369, r2=0.120).
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14. dbra. A korrelécids tartomanyok stlypontjanak dinamikéja a szarazsagstressz alatt.
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