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A KUTATASI TEMA JELENTOSEGE

A kocsanyos tolgy (Quercus robur L.) Magyarorszag erdeinek 9,1 szdzalékat boritd
dominans, Oshonos fafaja. A jé termdhelyen 4ll6 kocsanyos tolgyesek a legértékesebb,
legnagyobb éves atlagos jovedelmet ad6 dllomanyok kozé tartoznak.

Az ember legeldhoz, szantofoldhoz, faanyaghoz valo jutdsanak kovetkezményeként, a
mult szazadbeli iparosodassal jaro erdoirtds és a folyoszabalyozasok miatt, - melyek
leginkdbb az Alfoldet érintették - valamint az erdteljes talajvizszint csokkenés okan
természetes erdoteriileteink nagysaga jelentds mértékben lecsokkent.

A megmaradt allomanyok idegen fafajokkal torténd felujitdsa, a szélsdséges iddjaras
kedvezotlen hatasa, a csapadékhiany, a vadkar mind-mind hozzéjarulnak erdeink mindségi €s
mennyiségi leromlasahoz. Ezek a karok legsulyosabban kocsanyos tolgyeseinket érintették ¢s
érintik a mai napig folyamatosan.

Folyamatos problémat jelentenek a friss hajtasokra az 6szi korai fagyok, a késoéi fagyok pedig
a vegetacid beinduldsakor okoznak veszteségeket. A termOhely gondatlan megvalasztisa
kovetkeztében is legyengiilhetnek erdei allomanyaink, szabad utat biztositva ezzel kiilonféle
korokozok, karositok szamara.

Fontosnak tartom még megemliteni a flistgaz kibocsatast, a savas esoket és a talajszennyezést,
mint erddallomanyainkat alattomosan korlatoz6 tényezdket. A kén-dioxid, a fluor- és
klérvegyiiletek, az dlom-, fém- és koromtartalom nemcsak a novényekben, de a hozzajuk
szorosan kapcsolddd életkozosségekben is mélyrehatd valtozdsokat indukalnak, melyek
tiinetei hosszi id0 utdn megbetegedést okoznak a fakon. 1988 ota a kocsanyos tolgy
egészséges faegyedeinek ardnya a negyedére esett vissza.

1920-as években elkezdddott erddsitési programnak koszonhetéen hazank erddteriilete
folyamatosan gyarapodik. A kezdeti célokat illetden leginkabb gazdasagi érdekek
fogalmazddtak meg. Elsddleges feladatként az erddk fatermésének fokozasa, a termdtalaj
védelme, illetve a faellatdas kapott hangsulyt, majd felismerték az erddk igazi értékét és
jelentoségét: az oxigéntermelés mellett tisztitjak a levegdt, megakadalyozzak a talajer6zidt, a
viz elfolydsanak lassitasaval csokkentik az arvizveszélyt, mérséklik a viharok erejét és a
homérséklet-kiilonbségeket, az ember egészségére kozvetleniil pozitiv hatast gyakorolnak.
Ennek kovetkezményeként egyre inkabb elétérbe keriilt az erddtelepitések kozjoléti,
kornyezet- és természetvédelmi szerepe és szolgaltatdsai. Mara Magyarorszag egynegyedét
az erdészeti kutatas eredményeit széles korben hasznositottak. Az erddtelepitéssel kapcsolatos
kutatasok kiemelt szerepet kaptak.

A nagyszabasu erdételepitési program megvaldsitasanak alapvetd elofeltétele a
szlikséges szaporitdanyag (mag ¢és csemete) megtermelése. Egyenletes csemeteellatidsra van
sziikség, melyhez sziikség van a szaporitbanyag mindségromlas nélkiili tarolasara, a tarolt
makktétel mindségének nyomon kovetésére, a csirazoképesség folyamatos vizsgalatara. A
makk kereskedelmi értékének megdrzéséhez nélkiilozhetetlen 10 tarolasi technoldgidk
fejlesztése, a rezisztens egyedek kivalasztdsdhoz elengedhetetlen az egyedek biologiai
allapotanak jellemzése, melyhez gyors, hatékony, konnyen kivitelezheté mérési mddszerekre
van sziikség. Mindezek megvaldsitdsa gyakorlati hasznositassal kecsegtetd elméleti feladat,
melynek a nemzeti erddsitési programban rendkiviil fontos szerepe van.

A Nyugat-magyarorszdgi Egyetem Kémiai és Termohelyismerettani Intézetének
Kémia Tanszékén az Erdomiivelési Tanszék oktatdival kozosen tobb mint tiz éve
foglalkoznak az erdei fak szaporitdanyaganak biotikus és abiotikus hatdsokra bekovetkezd
stresszvizsgalataval. Az eddigi kutatdsok egyik célja a csertdlgy (Quercus cerris L.) makk
tarolasi koriilményeinek optimalizéldsa volt. Modszert dolgoztak ki a csiraképes



szaporitoanyag kivalasztasara, tanulméanyoztdk a csirdzds optimalis koriilményeit az
ontogenezis korai szakaszaiban.

A csertdlgy magvainak tarolasa soran és ontogenezisének korai szakaszaiban
lezajlé fiziologiai €s biokémiai valtozasok, valamint gydgy- és haszonnovények élettani
folyamatainak vizsgalatdban mar régota sikerrel alkalmazott endogén formaldehid ciklus
elméletét ¢és kutatasi mddszereit kiterjesztettem a kocsanyos tolgyre (makk és csemete). Az
elmélet ezen novényeket éré kornyezeti hatdsok nyomon kovetésére az endogén
formaldehidet és generatorait hasznalja fel jelzd molekulakként. Bizonyitottak, hogy az
endogén formaldehidtartalom mérésén keresztil az dallapotvaltozasok, illetve a stressz-
szindroma lefolyasa nyomon kovethetd. Ertelmezték tovabba a makk imbibicids
folyamatdban bekovetkezd katalaz aktivitas valtozasat is az endogén formaldehid ciklussal
kapcsolatban.

Kutatasaim célja a kocsanyos tolgy makk (Quercus robur L.) jelzOparaméterek
mennyiségi valtozasan keresztiili jellemzése az egyedfejlodés korai szakaszaban, valamint a
tarolas alatt. A szignal paraméterek korét kibdvitettem enzimaktivitas mérésekkel, illetve
polifenol-tartalom meghatarozassal, melyek bizonyitottan stresszérzékeny indikéatorok &s
fontos szerepet toltenek be a novények fejlédése soran. Abiotikus stresszvizsgalatokat
végeztem kocsanyos tolgy magvakon és fiatal csemete novényeken. Uj kornyezeti-
hatasvizsgalati modszert dolgoztam ki, melyben a novény stresszre adott valaszreakcidja
soran megjelend fizioldgids események nyomon kovetése enzimkorrelacios vizsgalatokkal
torténik, igy lehetdéség nyilik a kornyezet novényekre gyakorolt abiotikus hatasainak
finomabb feltérképezésére.

A szakirodalmi rész targyaldsanal célom a vizsgalt novényfaj anyagkészletének
ismertetése, a magvak egyedfejlodése és tarolasa folyamdan bekovetkezd fizioldgiai ¢&s
biokémiai folyamatok, és az ezt befolyasold legfontosabb kiilsd kornyezeti tényezdk
bemutatdsa, valamint a valasztott indik4tor paraméterek emlitett folyamatokban és a névényi
stresszben betoltott funkcidinak attekinto felvazolésa.



I. SZAKIRODALMI RESZ

1. A KOCSANYOS TOLGY (QUERCUS ROBUR L.)

A kocsanyos tolgy elsdsorban a sik vidékek fafaja. Kiilonleges sajatossaga, hogy
artéren, homokon ¢és sziken egyarant megtalalhato.
Eszakon a 63. szélességi fokig, keleten az Uralig, délen Kis-Azsiaig és a Foldkozi tengerig,
nyugaton dél-Spanyolorszdgot kivéve egész Eurdpa sik vidékein ¢&s alacsonyabb
dombvidékein megtaldlhatd. A hazai erdok mintegy 10 %-a kocsanyos
tolgy. Nagyobb teriiletii allomanyai ma mar csak a Szatmar-Beregi-
sikon, a Korosok mentén és a Drava-sikon fordulnak el6.
Erételjes novekedéséhez enyhe éghajlatot igényel. A hosszantartd
szarazsadgot jol tliri. Ez teszi a homok- és szikfésitds legfontosabb
fafajavd. Hideg irant sem érzékeny, de a nagyon erds téli hidegek
torzsén fagyrepedéseket okoznak. A kései fagyok miatt gyakran
szenved, mert koran fakad. Fiatalon arnyalasaval és lombhullasaval
kissé javitja a talajt, késobb erdsen kigyériil, alatta elhatalmasodnak a
gyomnodvények €s a cserjék. Alomja sok csersavat tartalmaz, ami
hatraltatja a humuszképzést. A talaj tdpanyagtartalmaval szemben
nagyon igényes. A tapanyagban gazdag, mély, lide agyagtalajokat kedveli. Legjobban
novekszik az artereken, mert ott a megismétlodo aradasok allanddan 11j tadpanyagokkal
gazdagitjdk a talajat. A pangd vizeket nem szereti. Nem igényel feltétleniil haromszintes
talajokat.
Alakja: Elsérendd fa. Elérheti a 40, s6t az 50 méteres magassagot is, hazdnkban azonban
inkdbb csak 30 és 40 m kozotti példanyok vannak. Szabad allasban rovid torzset és foldig
borulé hatalmas félgomb alakt koronat fejleszt. Zart allasban hosszu hengeres torzset képez,
de a torzs rendszerint nem kdvethetd a cstcsig.
Gyokere: 18-20 m mélyen is megkeresi a talajvizet. Ennek kdszonheti nagy szarazsagtiirését.
Oldalgyokerei gazdagon eldgaznak és terjedelmesek.
Riigyei: tojasdadok, tompa cstcsuak, kopaszok, tobbnyire otszogletesek, vildgosbarndk. A
csucsriigyek szintén csoportosan helyezkednek el, de kisebb szamban, mint a
kocsanytalantolgynél. A fiatal hajtdsok barndk vagy z6ldessziirke szintiek.
Levelei: 4-12 cm hosszuak, 3-4 cm szélesek, egy-egy oldalan 4-6 karéjjal. Alakjuk rendkiviil
véltozatos, de rendszerint a csucs kozeli harmaddban a legszélesebbek, innen a ny¢l felé
haladva hirtelen, majd mérséklodden keskenyeddk. A levélalap két fiilcimpa alakban
végzodik. A nyél csak 2-6 mm hosszi. A karéjvégek lekerekitettek. Ha Osszekotjiik a
karéjvégeket, ivelt korte alakot kapunk. Helyenként az 6blokben is erek futnak. A levelek
fényesek, sotétzoldek, fondkjuk vildgosabb, teljesen kopasz, fiatal korban azonban alig
kivehet6 finom pelyhek boritjak. A levél ripacs helye félkor vagy haromszog alaku.
Termése: Hosszu kocsanyon 10g0, pikkelyes, riicskos kupacsban il termése van. A makkok
vagy zomokek, vagy elnyult hordd alakuak, 15-50 mm hosszuak 10-22 mm vastagok.
Feliiletiik mindig sima, fényes, eleinte z6ld, késdbb vildgosbarna, sotétebb hosszanti savokkal
tarkitott. A makk lapos, egyenes talpan megall. Az elsd év oktoberében érik. A kupacs a makk
1/4-ét, 1/3-at, de sokszor csak 1/5-ét, 1/6-at takarja, 8-10 évenként bdven, 4-5 évenként
kozepesen, 2-3 évenként gyéren terem. Szabad allasban mar 20, zart allasban csak 50-60 év
utan terem.
Novekedése: Az elvetett makk 4-5 hét alatt csirdzik. El6szor erdteljes karogyokeret fejleszt,
¢s csak ezutan ndnek ki a fold felszinén 6tosével allo, eleinte kerekded, alig karéjos levelei.
Sziklevelei a talajban maradnak. A kikelt csemeték igen lassan, csak az allomany zarddasa
utan, 15-20 éves korban kezdenek gyorsabban novekedni. 70-80 éves korban magassagi
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novekedése visszaesik, de erdteljes vastagsagi novekedését még sokaig megtartja. Tobb szaz
évig él. Altalaban 80-100 évig tartjuk fenn. A csemeték 3-4 évig eltiirik az arnyékolast,
késobb fényigényiik novekszik, ami egyébként minden tolgyfélére jellemzd. Ezért kedvezd
termoOhelyen a tolgyek természetes uton is feljithatok. Ugyanolyan jol sarjadzik, mint a
kocsanytalantolgy. Legjobbak a gyokfordl ndtt sarjak.

Felhasznalasa: Sokoldalu fa. Elsorendli dongafa, talpfa és banyafa, jo fiirészaru és késelési
anyag készil beldle. Kérgébdl sok és értékes csersavat vonnak ki. Makkjat kordbban a
sertésekkel etették (makkoltatas), olaja nem szarad. Gubacsabdl vas hozziadasaval tintat
készitettek. Gydgynovényként is szamos probléma kezelésére alkalmas.

Karositéi: Bar jelent6és szamban vannak karositoi, ritkan okoznak sulyosabb vészt. A korai
fagyok a masodhajtasokat, a kései fagyok a virdgokat teszik tonkre. A téli nagy fagyok a
torzson fagyrepedéseket okoznak. A fiatal csemetéken ¢és sarjallomanyokon gyakori a
lisztharmat. Csemetekertekben és fiatal erddsitésekben a cserebogar €s a drétféreg karosit.
Idésebb torzsekben a farontd taplok, a sarga fagyongy, majd ezek nyomdn a hdscincér is
jelentés karokat okoz. Gyakori kart okoznak a gubacsdarazsak a levélen, hajtason és a
termésen képzett szaraz, illetve zsiros gubacsokkal. A lepkék koziil a gyapjas és a bucsujard
pille is kérositja (SZILAGYT, 2001).

2. AZ EGYEDFEJLODES

Az ¢l6 szervezetek egyik legfontosabb sajatsdga a morfogenezis, mely az egyedi
¢letben, a fejlddés soran bekovetkezd mennyiségi és mindségi valtozasainak dsszessége. Ezek
egy része morfoldgiai, masik része fizioldgiai, melyek szorosan Osszetartoznak. A novény
szerves anyag készletének novekedésével jard irreverzibilis térfogat- és tomeggyarapodast
novekedésnek, az 1) mindség kialakuldsat differencidloddsnak nevezziik. Ezek egyiittesen
eredményezik a novény fejlodését. Egyedi életiik soran végbemend felépités- ¢s miikodésbeli
valtozasok torvényszerli egymasutanjat onfogenezisnek nevezzik. A novekedés és fejlodés a
belsd, oroklott tulajdonsagok (genotipus), és a kiilsd kornyezeti tényezok interakcidjanak
kovetkezménye, mely kapcsolatrendszer rendkiviil bonyolult. Egy névény morfologiai és
fiziologiai sajatsagait (fenotipusat), genetikailag determinalt enzimkészlete hatdrozza meg. A
génaktivitast elsdsorban a kornyezet altal befolyasolt hormonalis egyensuly determindlja. A
kornyezeti tényezok meghatarozzak a novény anyageseréjét, megjelenését, valamint optimalis
novekedését, tehat kozvetetten ¢és kozvetleniil is hatnak a génaktivitdsra, illetve az
enzimrendszerek aktivitdsara. Ez az oka, hogy az oroklott tulajdonsagok csak megfeleld
kornyezeti feltételek mellett realizdlodnak. Ha a novekedés és a fejloddés feltételei nem esnek
egybe, fiziologiai zavar, a ndvekedés vagy a fejlédés korlatozasa kovetkezik be (PETHO,
1993).

A kétszakaszos nemzedékvaltakozas korébe tartozd torténéseket a morfologiai
valtozéasok alapjan két f6 fazisra lehet osztani. A sporofitikus szakasz torténései kozé tartozik
a nyugalmi allapotban 1évé mag, a csirazas, és a vegetativ fejlodés. A gametofitikus
szakaszban jatszddik le a viragképzés, a megtermékenyités, illetve az embrid- és magképzés
(IZSAKI, 2004).



2.1 A mag kialakulasa

A mag a nyitva- és zarvatermd novények generativ szaporitdészerve, ami az
anyandvényen a megtermékenyliilés utan jon 1étre. A mag harom f6 részbol all. Ezek a
maghéj, a taplalészovet (sziklevél) és az embrio (1. dbra). Ontogenetikailag a magban 1€vd
embrid 1j egyednek tekinthetd, tehdt az ontogenezis a petesejt megtermékenyiilésével
kezdddik.

Maghéj
/Sziklevél

Epikotil
} Embrié
Hipokotil

1. abra A kétszikii makk felépitése.

A mag fejlédése, novekedése komplex fizioldgiai folyamatok é&s koriilmények
sorozata. Ezek a folyamatok a legtobb mérsékelt égovi fa esetében hasonléan mennek végbe
(BONNER ¢és NISLEY, 2002). Altalanossagban elmondhato, hogy a megtermékenyitéstsl az
érett mag 1étrejottéig lezajld differencialddasi, biokémiai és fiziologiai folyamatok egyiittes
megnevezése a magképzddés, illetve altalanosan elterjedt kifejezéssel az érés. Az érés
folyamatat rendszerint morfoldgiai és fiziologiai paraméterek alapjan jellemzik. A fizioldgiai
érettség allapota a teljes csirdazoképességet elért magra jellemzd. Az érése soran az embrid
fokozatosan befejezi novekedését. A nedvességtartalom jelentésen csokken, az anyagcsere-
folyamatok intenzitdsa minimumra esik (SZABO, 1980).

2.2 A tolgymakk kémiai osszetétele

A magvak kémiai Osszetevoinek nagy része az egyéb novényi szovetek
komponenseivel megegyezd (1.-2. tdblazat). A mennyiségi Osszetétel azonban jelentdsen
eltérd. A magszovetek alkotoi a fehérjék, a lipidek, a szénhidratok és a jarulékos anyagok. A
magvak kémiai Osszetétele genetikailag meghatarozott, amelyet a koérnyezeti tényezok
(éghajlat, termdhely, stb.) relative kismértékben befolyasolnak. A taplaloszovetben
raktarozott szénhidratok, lipidek és fehérjék képezik az 11j egyed novekedéséhez sziikséges
szerves anyag- ¢és energiaforrast mindaddig, amig a csiranévény 6nallé taplalkozasra nem
képes.

1. tablazat Quercus robur L. makk kémiai 6sszetétele (SALAJPAL et al., 2004).

Osszetevé Tannin Hamu Nyerszsir Sziraz tomeg

(g/kg sz.a.) 65.60 17.50  44.56 662.00




2. tablazat Tolgyfajok makkjainak kémiai dsszetétele (BONNER és VOZZO, 1987).

Fajta Nyerszsir Osszcukor Osszfehérije P Ca_ Mg
Voros tolgy, Erythrobalanus %
Q. cocinea 14.6 35.6 4.2 0.07 0.18 0.07
Q. falcata var. falcata 17.0 23.0 5.1 0.08 032 0.14
Q. falcata var. pagodoefolia 15.8 29.5 4.0 0.06 027 0.06
Q. nigra 20.3 25.8 3.8 0.06 032 0.07
Q. nuttallii 13.2 46.2 4.5 0.09 0.04 0.06
Q. palustris 15.4 45.4 3.8 0.08 0.04 0.06
Q. phellos 19.6 31.2 5.9 0.08 0.18 0.06
Q. shumardii 9.8 29.3 3.8 0.06 027 0.06
Fehér tolgy, Lepidobalanus
Q. alba 2.9 46.6 4.5 0.08 022 0.05
Q. durandii 3.5 449 6.2 0.09 022 0.08
0. lyrata 0.9 49.8 4.6 0.12 0.16 0.08
Q. macrocarpa 4.8 45.9 4.3 0.10 0.08 0.06
Q. michauxii 33 56.1 4.1 0.12  0.08 0.06
Q. muhlenbergii 6.6 34.5 4.2 0.08 0.18 0.08
Q. stellata 52 37.9 3.8 0.08 025 0.06
Q. virginiana 8.2 46.4 4.4 0.06 0.06 0.07

2.2.1 Nedvességtartalom

Az érett makkok rendkiviil magas viztartalommal rendelkeznek, a fekete tolgy
makkjaié 40 %, a fehér tolgyé 50 % korili (FINCH-SAVAGE et al., 1992). Nincs valddi
nyugalmi allapotuk. A legtobb fajta kicsirazik roviddel a lehullds utdn, néhany faj makkjai
mar a fan, beleértve néhany Quercus fajt is. Ez a jelenség az n. viviparia.

A kocsanyos tolgy makkjai nem viselik el az erds vizvesztést, igy hosszu idon
keresztiil nem tarolhatok életképességiik jelentds csokkenése nélkiill (ROBERTS, 1973).
Nincs kifejezett érési szaraz allapotuk, mert fejléddésiik sohasem 4all le teljesen (PLIEGO-

ALFARO et al., 1996). Viztartalmuk az érés utols6 periddusaban 40 % (2. abra).
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2. abra Kocsanyos tolgy makk viztartalma az érés alatt (PREWEIN et al., 2006).



2.2.2 Szénhidratok

A szénhidratok a makkok egyik fo energia raktirozoi. A magvakban el6forduld
szénhidratok nagy része keményitd és hemicelluloz. Keményitd tartalmi magvak jellemzik a
gabonanovényeket, hiivelyeseket és a tolgy fajokat is. Az egyes fajok kozott jelentds
kiilonbségek mutatkoznak szénhidrattartalom tekintetében. Vizi tolgy (Quercus nigra) érése
soran a teljes szénhidrattartalom 26 %, mig fehér tolgyre (Quercus alba) vonatkozdan ez az
érték a szdraz tomeg 46 %-a. Elsdsorban a maghéj, a gyokércsucs €s a sziklevél szoveteiben
fordulnak el6. Iddszakos valtozasuk mindkét faj esetében hasonlo. A kioldhaté szénhidratok
mennyisége az ¢rés alatt fokozatosan novekszik, majd €les csokkenés kovetkezik be, amint
atalakulnak nem oldhaté formava.

A sztratifikacio alatt vizi tolgy esetében a keményitd az embrio hajtasabol a gyok felé
transzlokalodik. Csirdzas soran azonban, egyenletesen oszlik meg kozottik. A sziklevelek
keményitOtartalma folyamatos csokkenést mutat a teljes csirazasi periodus alatt. Hasonlo
tendencia szerint valtozik a hemicelluléz is, gyors asszimilacidét kovetben mennyisége
lecsokken. Fehér tolgy fajok esetében gyakorlatilag nincs 1ényeges kiilonbség a csirdzo és
nem csirazd makkok nem kioldhatd szénhidratjainak lokalizaciojat illetden. Mindkét
allapotban az embrid keményitdszemcséi méretben €s mennyiségben hasonléak. Ezek a
makkok a csirdazds beindulasa el6tt szénhidrattartalékokat raktaroznak az embridban
(BONNER ¢és VOZZO0, 1987).

Kocsanyos tolgy makk embridjanak kiilonbozdé fejlodési  allapotaiban eltérd
mennyiségli szénhidratokat azonositottak: inozitot, mannitot, galaktézt, trehaldzt, xildzt,
arabindzt, gliikdzt, fruktozt és szachardzt. A lignintartalom a mag kifejlddése soran
folyamatosan novekvd értéket mutat, hasonldan a keménydtartalomhoz. A csirdzoképes
szomatikus embrioban a lignintartalom magasabb volt, mint az ugyanabban az éllapotban
1év6, nem csirazoban (PALADA-NICOLAU és HAUSMAN, 2001).

2.2.3 Lipidek

A magvakban a lipidek altalaban zsirsavak gliceridjeiként vannak jelen. A vizi tolgy
makkjainak nyerszsirszintje oktdber végére a makkok szaraztomegének 20 %-a, mig fehér
tolgynél ez az érték alig éri el a 4 %-t. A foszfolipidek a sziklevélben, az embridban, valamint
a hajtascsucsban koncentralédnak az érési periddus alatt. Amint a makkok a nyugalmi
allapotbol a csirdzasi fazisba Iépnek, a lipidek a sziklevélbdl az embrid tengelyébe
transzlokalodnak. A sztratifikdcio sordn a lipidcseppek kiilonvalnak, és leginkabb kis
csoportokban, egyedi cseppekként talalhatok meg a csirdz6 embridban. Fehér tolgyek csirdzo
makkjaiban a foszfolipidek a hajtascsucsban koncentralodnak, ritkdn talalhatoak a
sziklevelekben (BONNER és VOZZO, 1987).

Kocsanyos és csertolgy makkokbdl hétféle zsirsav komponenst azonositottak,
palmitin-, sztearin-, arachidon-, palmitolaj-, olaj-, linol-, és a-linolénsavat. A legfontosabbak
az olajsav (Q. robur: 44.3 %; Q. cerris: 43.0 %), illetve a linolsav (Q. robur: 37.2 %; Q. cerris:
32.6 %), valamint a palmitinsav (PETROVIC et al., 2004). KAROLYI et al. (2007) ezen
kiviill mirisztin-, margarin-, ¢s eikozénsav-tartalmat is kimutattak kocsanyos tolgy
makkjaiban.



2.2.4 Aminosavak, fehérjék

A magvak raktarozé szoveteiben az egyedfejlodés sordan tartalékfehérjék
szintetizalédnak. E fehérjekészlet fedezi a fejlodd csirandvény N-sziikségletét a csirdzés
folyaman (PETHO, 1993). Az egyes fajok kozott azonban jelents kiilsnbségek mutatkoznak
az aminosavak mindségi és mennyiségi 0sszetételét tekintve.

Tolgymakkok esetében a fehérjetartalom alacsony értéket mutat a szaraztomeg
szazalékaban. Legnagyobb mennyiségben a citoplazma tartalmazza a sziklevélben, az
epidermiszben és szomszédos rétegeiben (BONNER és VOZZO, 1987).

Erett tolgymakk Osszfehérje-tartalma 2.75 és 8.44 % kozotti (OZCAN, 2006).
Aminosavak koziil legnagyobb mennyiségben aszparagin- ¢s glutaminsavat tartalmaznak,
legalacsonyabb a metionin szintje. Az esszencialis aminosavak koziil mindegyik faj relative
nagy mennyiségben tartalmaz leucint, lizint és valint (3. tablazat).

3. tablazat Tolgyfajok 6sszfehérje- és aminosavtartalma (kivonat: OZCAN, 2006).

Faj/Aminosav q q @
i ) thr val met ile leu tyr phe lys asp ser glu gly ala his fehérje%
Q. rfobg’:r“p' 154 234 36 187 327 95 208 207 524 173 686 122 227 140 6,19

0. c:er:riissvar' 94 127 22 89 145 57 89 160 227 94 205 71 123 72 3,06

Q. ilex 118 164 46 116 193 72 140 193 314 121 321 214 130 102 3,25

A tarolt fehérjék egy része biologiailag aktiv vagy aktivalhatd (enzim fehérjék). A
kocsanyos tolgy raktarozoszoveteibdl szdmos enzim mutathato ki (4. tdblazat). ZANETTO et
al. (1996) csirazd makk sziklevél-, gyok- és riigyszoveteibdl tizennégy, ROTHE (1990)
sziklevélszovetekbdl tizenhdrom enzimrendszert vizsgalt.

4. tablazat Csirazo kocsanyos t6lgy makk enzim 6sszetétele.

Enzim név Roviditss °C"  Szerzék
szam
szuperoxid-dizmutaz SOD 1.15.1.1 Racchi et al., 2001
katalaz KAT 1.11.1.6
leucin-aminopeptidaz LAP 3.4.11.1 Zanetto ef al., 1996; Dankwardt és Rothe (nempubl)
a-eszteraz EST 3.1.1.1
menadion-reduktaz MR 1.6.99.2
foszfoglikoz-izomeraz PGI 53.19
foszfoglikomutaz PGM 2.7.5.1
peroxidaz POD 1.11.1.7 Dankwardt és Rothe (nem publ.)
gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz ~ G6PDH 1.1.1.49
alanin-aminopeptidaz AAP 3.4.11.1 Zanetto et al., 1996
acid-foszfataz ACP 3.1.32
diaforaz DIA 1.6.4.3
glutamat-dehidrogenaz GDH 14.13
glutamat 'ox’aloacetat- GOT 26.1.1
transzaminaz
izocitrat-dehidrogenaz IDH 1.1.1.42
malat-dehidrogenaz MDH 1.1.1.37
6-foszfogliikonat-dehidrogenaz ~ 6-PGD 1.1.1.44
sikimat-dehidrogendz SKDH 1.1.1.25
o-amilaz AMY 3.2.1.1 Ebermann és Korori, 1991




2.2.5 Jarulékos anyagok

A magok asvanyianyag-tartalma fontos szerepet jatszik a csirdzds és a csemete
kifejlédése soran. A magban akkumuldlodott makro- és mikroelemek alapvetd funkcidval
rendelkeznek a metabolitaktivitds szabdlyozasaban. A gyokérrendszer kialakulasaig
biztositjdk a novény dsvanyi elem utanpotlasat (KASTORI, 1984). A magfejlédés folyaman
az anyanovénybdl az apoplasztba transzlokalédnak, majd az embridoban felhalmozddnak
(WOLSWINKEL, 1992). A szoveti strukturdkban megoszlasuk eltér6. A magok tényleges
tapanyagkészlete ¢és a termohely 4svanyianyag-tartalma kozott nincs kolcsonhatas
(KITAJIMA és FENNER, 2000). Felvételiik, transzportjuk és eloszlasuk genotipusonként
valtozé (SARIC, 1981). Tizenhét kocsanyos télgy genotipus esetében altalanos szekvencidjuk
az embridban a kovetkezé: N > K > Ca > P > Mg > Na > Fe > Zn > Mn > Cu. Az egyes
szovetek kémiai Osszetétele eltérd (5. tablazat). A Ca, Mg, Fe és Mn koncentracidoja a
termésfal- és a maghéjszoveteiben magasabb, mint az embridban (NIKOLIC et al., 2006).

5. tablazat Kocsanyos tolgy makk atlagos nutrienstartalma kiilonbz6 szvetekben.
Embrio 21.18 090 7.84 1.09 074 0.13 9.80 3200 790 6.20
Termésfal+maghéj 16.24  0.15 319 326 096 0.17 9.00 96.00 3.00 6.00

Kocsanyos tolgy makkjai a kiilonb6z6 tapanyagok mellett szamos bioldgiailag aktiv
vegyiiletet is tartalmaznak (tanninok, gallusz- és ellagsav, galloil- és hexahidro-difenolos
szarmazékok), melyek antioxidans aktivitassal rendelkeznek (6. tablazat) (RAKIC et al.,
2007). Ezek a vegyiiletek, a novényi metabolizmus masodlagos anyagcseretermékei, komoly
szerepet toltenek be az egészséges taplalkozasban, mint un. funkciondlis élelmiszerek
(FERRARI és TORRES, 2003).

6. tablazat Kocsanyos tolgy és csertdlgy makk fenoloid- és flavonoidtartalma (RAKIC er al., 2007).

0. robur 0.223+0.004 0.019+0.001 0.204+0.003 0.02 0.46 2.4440.03
Q. cerris 0.229+0.011 0.014+0.002 0.218+0.010 0.05 0.30 2.58+0.03
2.2.6 Hormonok

A tapanyagok felhalmozasaval egy idoben hormonalis valtozasok torténnek a makkon
beliil. A f6 hormonok az auxinok, gibberellinek, citokininek és az abszcizinsav. Ezek a
hormonok nem teljesen tisztazott kulcsfontossagu szerepet jatszanak a makkok novekedése €s
fejlodése soran. A 6 auxin a makkokban az indolecetsav (IES), szabad ¢s kotott allapotban is
megtalalhat6. Szamos fa magjaban azonositottak, vizi télgyben, kocsanyos tolgyben. T6bb
mint 80 gibberellin ismert, melyeknek tobb mint a felét kimutattak makkokbol, vizi tolgybdl,
kocsanyos tolgybol. A citokinineket fas novények esetében ritkdn tanulmanyoztak, de
kocsanyos tolgyben, almaban és meggyben kimutattak. Sokkal tobb figyelmet forditottak az
abszcizinsavra (ABS) a dormanciaban és a kiszaradas elleni védelemben betoltott jelentds
szerepe miatt. Azonositottdk kocsanyos tolgybdl, kortébdl és baracbol (BONNER és
NISLEY, 2002).



2.3 A csirazast befolyasolo tényezok

A csirdzas annak a fejlédési folyamatnak a folytatdsa, amely az embrid kialakulasaval
kezdodott el. Az embriondlis fejlddés heterotréf szakaszanak befejezd fazisaban a
tartaléktapanyagok felhasznéaldsaval a csira kind a magbdl és csirandovénnyé alakul. A
legfontosabb csirdzast befolyasold kornyezeti faktorok a vizfelvétel, a homérséklet, a fény és
az oxigén (IZSAKI, 2004).

2.3.1 Levego

Amint a maghéj felnyilik, a fejlddé csirandovénynek az anyagcsere-folyamataihoz
energiara van sziiksége. Az energiat az ATP szolgaltatja, amely a szénhidratok oxidacids
lebontasaban termékként keletkezik. A 1égzési lancban a cukrok szén-dioxidda alakuldsahoz
viszont oxigénre van sziikség, ezért az oxigén jelenléte a csirazas egyik kritériuma (KRAMER
¢s KOZLOWSKI, 1979). Természetes koriilmények esetén, néhany névényfaj kivételével, a
csirazdshoz az oxigén a levegdbdl szarmazik. Az oxigén-felvétel sebessége a csirazas
folyamén hasonlé tendenciat kovet, mint a vizfelvétel (KOZLOWSKI és GENTILE, 1959).

2.3.2 Homérséklet

A kiilonboz6é fajok csirdzassal kapcsolatos homérsékleti igénye fajonként valtozod
optimumokat mutat. A csirazds homérsékleti optimumai ugyanis azokat a kiilsd
kortilményeket jellemzik, amelyek az adott faj fejlddéséhez sziikségesek. Mérsékelt 6vi fak
esetében ez minimum 2-3 °C-t6l maximum 45 °C-ig terjedd tartomany (BONNER et al,
1994). Az éatteleld novények 10 °C-ndl, az egynyari novények 26-30 °C-nal csirdznak
legjobban. Kivételes esetet jelent az alacsony homérséklet pozitiv hatdsa a mar megduzzadt
magvakra. Vannak olyan magvak, amelyek csak hideg sztratifikalas, vagyis nedves kdzegben
0 °C-ot alig meghaladd homérsékleten vald tarolas utdn tudnak csirdzni és zavartalanul
fejlddni. A hOmérséklet a csirdzas sebességét és nem a teljes folyamatot befolyéasolja
(BONNER ¢és NISLEY, 2002). A csirazas homérséklet- és nedvességigénye nem fiiggetlen
egymastol (GASPAR, 1970).

2.3.3 Fény

Fas novények fejlodésében a fénynek komplex szerepe van. A fény a fitokrom
rendszer Utjan befolyasolhatja a csirazast. A fény altal serkentett és a fény altal gatolt magvak
fitokrom rendszere a voros- és sotétvords hullamhosszat egyarant tartalmazo fényre eltéréen
reagal. A fényen csirdzd magvakban a vords fény a Pego-at P73-4, tehat a pigment rendszer
aktiv formdjava alakitja at, amely azutdn megindithatja a csirdzast. A fényen gatolt
magvakban valoszinlleg sotétben is elég nagy a stacioner P73y koncentracio ahhoz, hogy a
csirdzast beinditsa. A sotétben csirdzd6 magvak megvilagitdsakor a sotétvords fénynek van
dominans hatisa, aminek kovetkeztében a mar jelenlevd Pggo az aktiv P73¢ formdba alakul at
(BEWLEY és BACK, 1994).

2.3.4 Vizfelvétel

A magvak az érési periodus alatt nedvességtartalmuk nagy részét elvesztik, igy
szignifikdns mennyiségli viz felvételére van sziikségiikk az egyedfejlodés folytatédaséhoz.
Kortlbelil 40-60 % nedvességtartalommal kell rendelkeznie a magoknak. A csirazasi
folyamat els6 1€pése a vizabszorpcid (imbibicid), mely a magvak egy jellegzetes duzzadt
allapotdhoz vezet. A felvett viz a sejtek megnagyobbodasat eredményezi, illetve a kialakuld
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nyomas elGsegiti a magvak terméshéjanak felrepedését (IZSAKI, 2004). A duzzadas
sebességét harom tényezO hatdrozza meg: a mag Osszetétele, a maghéj permedbilitasa és a
magfeliilethez szallitdédd viz transzportja. A hidrolitikus biokémiai folyamatok a térolt
makromolekuldkat (lipidek, keményito, fehérjék) épitdegységeikre bontjak. A vizfelvétel és
duzzadas eredményeként a magsiiriiség csokkenése mellett a magvak tomege és térfogata
novekedik, a tomeg és a siirliség valtozasa egymassal linearisan korrelal NEMETH et al.,
2004).

A magok vizfelvételének harom fazisa van (VERTUCCI, 1989): egy kezdeti gyors
vizfelvételt kovetden, egy lassu vizfelvétellel jellemzett rovid lag-periddus kovetkezik, melyet
egy ujabb gyors periddus kovet az utdesirazas beindulasa elott (3. abra).

|. Fazis Il. Fazis . Fazis
&
. ©
b=}
E
- | | =
W 8
w | R
=12
=1 % —
'E' L5 DNS ;avtta.s- ___________
53 g Fehérjeszintézis (j mRNS-kel

™1
lrécT és fehérje
m
@
b~ 4
o
=3
]
e
= I&
g iN
w
¥ ‘3
=3 @
N &
S ®
2 <
=] o
=
b § 3
@ )
¥ E
-
&
Q
o
w
©

i

Re
=
=
(=]
=
o
3
Q
=z
 ~
3
(=}
=
w
N
a3
@O
N,
©
@

s

Tapanyagok diffuzidja

IDO
3. abra A vizfelvétel harom fazisa alatt lejatszodo biokémiai folyamatok (BEWLEY, 1997).

2.4 A magvak csirazasa

A csirdzés az embriondlis fejlodés heterotrof iddszakanak utolsé fézisa, melyben
specifikus biokémiai események sorozata kovetkezik be (KIGEL és GALILI, 1995). A csira a
mag tartaléktdpanyagainak felhasznaldsaval kind a magbol és csirandvénnyé fejlodik.

A fizioldgiai reaktivizalddas szakaszaban a magvak vizfelvételével parhuzamosan n6
az anyagcsere intenzitdsa, az embridban sajatos finomszerkezeti valtozasok kovetkeznek be.
Az érés soran karosodott membranok regeneralodnak, intenziv fehérjeszintézis veszi kezdetét.
A génmiikodés az abszcizinsavszint viszonylag magas értéke miatt gatolt, ezért csak a mar
szintetizalodott enzimek mutatnak aktivitast (PETHO, 1993). Ezzel egyidejiileg fokozodik a
1égz¢és, mely a vizfelvételnél emlitett harom szakaszhoz hasonld mintazatot kovet (4. abra).
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4. Abra Arpa oxigén felvételének és fehérjeszintézisének kapcsolata a csirazas korai szakaszédban (Abdul-Baki,
1969).

A kezdeti gyors intenzitds novekedés a meglévd enzimkészlet aktivalodasabol
szarmazik. Az ATP-szintézis sajatos tton valosul meg (PERL, 1986) (5. dbra).

02 etanol
*MAL +*NAD 0A<4+ PEP—>PYR<T

R +PP ® citratker
ke

ADP ——
NMN T ATP

2ADP
*AMP

5. abra Az ATP-szintézis utja a csirazas kezdeti szakaszaban (MAL - malat; OA — oxal-acetat; PEP - foszfo-
enol-piroszéldsav; NMN - nikotin-amid-mononukleotid; a *-gal jelzett vegytiletek az érés soran

felhalmozddnak) (PERL, 1986).

Ezt egy alland¢ intenzitasu lag-periodus koveti, mely idészakkal parhuzamosan a csira
endogén szubsztratkészlete fokozatosan kimeriil, a preformalt enzimek ¢&s RNS-ek
lebomlanak. A raktdrozo szovetekben megtorténik a tartaléktapanyagok hidrolizise, valamint
a mobilis szubsztratok transzlokacidja a csirdba. N6 a génaktivitds, aminek eredményeképpen
uj RNS-ek és enzimek szintetizaldodnak. Ezen 1) enzimkészlettel, valamint a raktarozé
szovetekben 1évd szubsztratokkal a 1égzés ismételt fokozddasa kovetkezik be, mellyel egyiitt
nd a mitokondriumok szdma, élénkiil az ATP-ciklus (BEWLEY ¢és BACK, 1983; PETHO,
1993).
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2.5 Tartaléktapanyagok mobilizalasa

A csirazas intenziv szakaszdban megkezdddik a tartaléktdpanyagok lebontisa. A
nyugalmi periodussal nem rendelkez6 magvak (Quercus robur L.) raktarozott tdpanyagainak
hidrolizise €s transzlokacidja a csirdzas intenziv szakaszéban torténik meg.

A magok raktarozd szoveteiben az érési periddus alatt felhalmozodott keményité bontasa
torténhet hidrolitikusan amilazok kozremikodésével:

szachar6z-
a-amilaz B-amilaz szintetaz
keményitd |:'> dextrin |:'> maltéz |:'> glitk6z

illetve nem hidrolitikusan foszforilaz katalizisével:

UDPG- szacharoz-
foszforilaz pirofoszforilaz szintetaz foszfataz
keményitd |j> glﬁkéz-l-P|:> UDP-gliikoz :> szachar(')z-Pl::> szachar6z .
+P, +UTP +ruktdz-6-foszfat

Az utobbi folyamat a csirdzas korai szakaszara, a hidrolitikus lebontés, pedig a késdbbi
szakaszra jellemz6 (PETHO, 1993).

A tartalékzsirokat dontden trigliceridek alkotjdk, melyeket a lipdz zsirsavakra és
glicerinre hidrolizdl (WANG et al., 1984). A zsirsavak egy bizonyos hanyada a B-oxidacio
soran szachar6zza alakul és a fejlodd csirdba irdnyul, mdsik résziik lipidszintézis soran
hasznalédik fel (BEEVERS, 1969). A lebont6 ¢&s felépitdé anyagcsere-folyamatok
parhuzamosan zajlanak. Mas a két folyamat szerepe és lokalizacidja is. A raktarozd
szovetekben a lipidek lebontdsa fedezi a szintetikus folyamatok energiaigényét. A lebontd
folyamat funkcidja a csira szén- és energiaforrassal vald ellatdsa. A membranlipidek
szintézise ezzel szemben az Uj sejtmembranok kialakulasanak, az anyagcsere élénkiilésének
biztositasa a csirdban és a raktarozo szovetekben egyarant.

A magvakban talalhaté fehérjék egy része enzimprotein, mas része a fejlédd csira N-
forrasaként (tartalékfehérje) szolgdl. A tartalékfehérjék lebontdsat protedzok katalizaljak
(CALLIS, 1995). A hidrolizis termékei (aminosavak) csak részben metabolizalodnak a
raktarozd szovetekben, jorészt a csirdba transzlokalodnak (BEWLEY ¢és BACK, 1994;
WANG et al, 2007). A fehérjék hidrolizise soran keletkez6 aminosavak egy része
dezaminalédik, a ketosavak a 1égzésben felhasznalédnak. A felszabaduldé ammonia
monoamino-dikarbonsavakhoz kotoédik és amidok (aszparagin, glutamin) formajaban
szallitoédik a csirdba.

A raktarozott tdpanyagok kimeriilése optimalis esetben egybeesik a fotoszintetizalo
rendszer differencidlodasaval. A magvak rendszerint elégséges tartaléktdpanyaggal
rendelkeznek. A hidrolitikus enzimek aktivitasa fokozatosan csokken, a raktarozo szovetek
(sziklevelek) fokozatosan eloregednek, elhalnak. A novények kozott e tekintetben 1is
kiilonbségek vannak. Példaul a bab eloregedett sziklevelei lehullnak, a napraforgoé a
novényen maradnak, megzoldiilnek, s egy ideig asszimilalnak (PETHO, 1993).
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3. TAROLAS

A kocsanyos tolgy makkjai a rekalcitrans magvak csoportjaba tartoznak, melyek nem
viselik el a szaritast, igy hosszu tavu, életképességiik csokkenése nélkiili tarolasuk rendkiviil
nehéz (ROBERTS, 1973). A nedvességtartalom kritikus értéke 40-48 % kozotti, ezen érték
alatt a makk életképessége szignifikansan leromlik. Mivel még alacsony homérsékleten is
intenziv 1égzést folytatnak (SUSZKA, 1970; TYLKOWSKI, 1977), nem tarolhatok
légmentesen lezarva. HOLMES ¢és BUSZEWICZ (1955) nem légmentesen zart edényben
taroltak a makkot. SUSZKA (1970) ugy javitott ezen a modszeren, hogy egy perforalt csovet
helyezett az edény kozepére, amely leért egészen az edény aljaig a makk tomeg kozepén és
lehetové tett egy bizonyos szell6zést (6. a. abra).

Franciaorszagban egymadsra helyezett, atlyuggatott falu, nagy Urtartalmu muanyag
edényeket (300 — 400 kg) is hasznalnak tolgymakk taroldsra. Biztositandd a megfeleld O, —
CO, egyensuly fenntartasat, az edényeket nem toltik meg teljesen (6. b. abra).

6. a. és b. abra Tolgymakk tarolasi lehetségei (Piotto és Di Noi, 2001).

SUSZKA és TYLKOWSKI (1980) kocsanyos tolgy magvak harom éven keresztiili
eredményes tarolasarol szamoltak be, melynek sordn a nedvességtartalom alig csokkent.
Téarold kozegként tozeget vagy szaraz flrészport alkalmaztak (1/1 térfogat ardnyban a
magvakkal) -1 °C tarolasi hdmérsékleten. A tarolo kozeg szerepe a nedvesség felszivasa, a
gazcsere lassitdsa, a magvak kiszdraddsanak, illetve a magrol-magra torténd
gombafertézésnek a megakadalyozasa.

Az utébbi néhany évben 1j tarolasi mddszert dolgoztak ki, melynek soran a makkokat
egy diffuizids ablakkal ellatott milanyag zsakba to6ltik, amit egy szilikon membran zér le. Ez az
ablak 6tszor-hatszor annyi szén-dioxidot enged at, mint oxigént. A vizzel telt magvak 1égzése
miatt a 1égtér gyorsan megtelik szén-dioxiddal, ugyanakkor szegény lesz oxigénben, ennek
kovetkeztében csokken a makkok légzése. A probléma ott van, hogy egy adott idétartamu
tarolashoz meg kell tudni hatdrozni az ablak méretét, amely lehetdvé teszi a csokkentett
1égzést, anélkiil, hogy kozben a magvak elpusztulnanak.

Az optimalis tarolasi koriilmények kivalasztasandl a homérsékletre és a makkok
viztartalmara egyarant figyelemmel kell lenni. A makkok hideggel szembeni ellenallo-
képességét szintén e két tényez0 hatdrozza meg. Minél alacsonyabb a tarolasi homérséklet €s
ezzel egyidejiileg, minél nagyobb a viztartalom, a makkok hidegtiirése annal gyengébb. A 40
% nedvességtartalmu kocsanyos tolgy makkok -9 °C-nal, a 45 % viztartalmuak, pedig mar -7
°C-on tonkremennek.
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A talajrol gytijtott rekalcitrans magvak gyakran fertdzottek gombékkal, kiilonosen a
tolgymakkok, melyeket a ,,fekete rothadast” okozd gomba (Ciboria batschiana vagy mas
néven Sclerotinia pseudotuberosa) nagyon rovid idé alatt teljesen tonkretehet (SCHRODER,
2002). Nyugat-Europaban ez jelenti a f6 veszélyt a tarolt tolgymagvakra, de Magyarorszagon
is gyakran el6fordul. A vegyszeres kezelés elkeriilése érdekében a makkokat hokezelésnek
vetik ala. A gyakorlatban a makkokat két-harom érara 41 °C-os vizbe meritik, majd feliileti
szaritds utan, amikor a makkok viztartalma 45 % koriili, a makkokat gombaolészerrel
(iprodion) kezelik, majd kezdetét veszi a tarolas (SUSZKA et al., 1996; FINCH-SAVAGE et
al., 2003).

Rekalcitrans magvak tarolasat tehat mindig nagyon koriltekintden kell végezni,
tigyelve arra, hogy a taroldsi homérséklet ne legyen kisebb, mint -3 °C, mert ezen a
homérsékleten az életképesség nem karosodik, €s a csirdzas sem indul meg akéar harom, négy,
sOt Ot télen at tartd tarolds soran sem. Emellett biztositani kell a taroldtér 1égeseréjét, a szén-
dioxid feldusulés elkertilése miatt (SUSZKA ¢és TYLKOWSKI, 1980).

3.1 Tarolas alatt lejatsz6do biokémiai folyamatok

A tarolas folyaman a makk életképessége, csirdzasi szdzaléka jelentés mértékben
lecsokken, mivel viztartalma legnagyobb részét elveszti (GOSLING, 1988). Ennek
kovetkezményeként nd a lipidperoxidacié €s a szabadgyok-képzddes. Az aktiv oxigénfajtik és
szarmazékaik oxidativ sériiléseket okoznak (HALLIWELL és GUTTERIDGE, 1984),
felhalmozddasuk pozitiv korreldciot mutat a makkok kiszaradéssal szembeni érzékenységével
(HENDRY et al., 1992). A dehidraticio alatti aktiv oxigéntermelddés sulyos membran
zavarokat eredményez, ami elsddlegesen foszfolipid degradaciot, irreverzibilis gél fazisu
tertiletek kialakuldsat, valamint membrankarosodast foglal magaba (McKERSIE et al., 1990).
A sejtkdrosodéas csokkenthetd vagy megelézhetd bizonyos védekezd mechanizmusok
beindulasaval, beleértve a gyokfogd vegyiileteket és az antioxidans enzimek intenziv
miikodését (FINCH-SAVAGE et al., 1993). GREGGAINS et al. (2000) azt feltételezték,
hogy a tarolas folyaman a stressz (kiszaradas) kovetkeztében a metabolitok kozotti egyensuly
felborulhat a szabadgyok-képzddés, €s az ennek kovetkezményeként kialakuld karosodasok
miatt. Hipotézisiik igazolasara tobbek kozott nyugalmi allapottal nem rendelkezd kocsanyos
tolgy makktétel tarolas alatti stabil szabadgyok-szintjét, lipidperoxidacids folyamatait,
enzimatikus és nem enzimetikus védekezési mechanizmusait tanulmanyoztak. A makkokat
sotétben, folyamatos pdarasitott levegdaramban tartottak, 5, illetve 15 °C hoémérsékleten
tivegtarolokban, melyek aljara hdsterilizalt kavics keriilt a makkok vizzel valo kozvetlen
érintkezésének megakadalyozasa végett. Egy honap elteltével az 5 °C-on tarolt makkok egyik
felét a tovabbiakban oxigénnel dusitott (kb. 30 % oxigén) levegében taroltak. A harom
kiilonboz6 tarolasi modszerrel kapott eredmények a 7. dbran lathatok.

15



Szazalék

SOD (|.1mol-min'1-g'1 sz.a.)

- 0 & 100 -
© ’ (b) N 1 (c)
ﬁ 200 = o 80+
& E
5 150 L 60+
N}
£ E
o 10 2 4
© A
g 50 E 20+
- o
0t 1 1 o 0 — - | i | |
o 2 4 6 8 10 i "6 & & @& 8
- -
S 400 _ (e) ﬂ
()] (]
"o 3008 "
" T o
£ ‘ ="
E & -
£ 200 o
S * s
g g
5 100 | °
o 3
[ R ) — | e T VI .E 0 I |
0 2 4 6 8 10 6 2 & € B8 1

Tarolasi idé (honap)

7. abra Kocsanyos tolgy makk tarolas alatt bekovetkezo valtozasai 5 °C-on (kor), 15 °C-on (négyzet) €s +O,-el
(rombusz). (a) csirazasi szazalék 5 °C-on (haromszog) és a normal csemetefejlodés, (b) lipidperoxidacio, (c)
elektron paramagneses rezonancia (EPR) szabadgyok mérések, (d) SOD aktivitas, (¢) GPOD aktivitas, (f)
embridtengely dsszes tokoferol-tartalma.

A makkok 1égzése 5 °C

-on viszonylag 4llandé maradt a tarolas alatt, mig a masik két

modszer esetében enyhe novekedést tapasztaltak (8. abra). A magok szaraztomeg csokkenése
a legnagyobb 1égzési sebességnél volt a legszamottevObb, mindhdrom moédszernél ez a

redukcid kevesebb volt, mint

3 % a taroldas 10 hoénapja alatt, s jorészt a sziklevélbol

szarmazott. A csiratengely 0sszfehérje-tartalombeli csokkenése azonban mar tobb mint 30 %
volt. Ebbdl kifolyolag az enzimaktivitasokat, ill. az antioxidansok mennyiségét szaraztomegre
vonatkoztatva adtdk meg. Az aktivitdsok mindig nagyobbak voltak az embridtengelyben, mint
a sziklevélben, ezért az adatokat csak ezekre kozolték.
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8. abra Kocsanyos tolgy 1égzése a kibocsatott CO,-szint alapjan 5 °C-on (kor), 15 °C-on (négyzet) és +O,-el

(rombusz).

A téarolas alatti életképesség végig magas maradt, a normdl csiranévény-szam

csokkend tendencidja ellenére

. A szabadgyok-képzodés a tarolas eldrehaladtaval novekvd

tendencia szerint valtozott a tolgymakk embridtengelyében. A tarolasi koriilmények soran
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alkalmazott oxigénszint, ill. hdémérsékletemelés fokozta a 1égzés intenzitast, ez azonban sem a
lipidperoxidacidban, sem a szabadgyok-képzodésben nem eredményezett szignifikans
valtozasokat. Az abnormalis csirandvények szama azonban ennek ellenére emelkedett. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a szabadgyok-képzodés emelkedése, valamint a megfigyelt
magmindségben bekovetkezd leromlds nem a stressz hatasara kialakuld metabolitok kozotti
egyensulyhianybdl ered.

Van két masik lehetséges oka is a szabadgyok-szint emelkedésének: a nekrotikus
szovetek nagyobb elektron paramagneses rezonancia (EPR) jelet produkalhatnak, mint az élok
(GREGGAINS, 1998), a halott sejtek szdzalékos aranyat nem hataroztdk meg, annak ellenére,
hogy ezeket a szoveteket nem hasznaltdk fel méréseikhez. Ebbdl kifolydlag nem allithatjak
biztosan, hogy a mért nagyobb EPR szignal a bekovetkezo sejtkarosodast megel6zo, vagy azt
koveto jel. Megemelt EPR jel szarmazhat esetleges gombafert6zésbol is (GOODMAN, 1994).
HENDRY (1993) felvetése szerint a novekvo antioxiddns mennyiség, vagy a szabadgyokfogd
enzimek fokozddd aktivitasa els6sorban a lathatdé szovetkdrosodasoknal, feltehetdleg a
bekovetkez6 karosodast megeldzd (pre-mortem) szabadgyok-aktivitds. Ennek megfelelden
megnovelt szuperoxid-dizmutdz aktivitast tapasztaltak, mely enzim aktivitdsat a tarolasi
kortilmények nem befolyasoltdk. Az enzim miikodése sordn termel6dd hidrogén-peroxid
sejtkarositd hatdsat peroxiddz enzimek elorelathatdlag csokkenthetik, igy példaul az
aszkorbinsav-peroxidaz. Ezt azonban nem tapasztaltdk. Vannak azonban mas moédjai is a
hidrogén-peroxid eltdvolitasanak, illetve nem sziikségszerlien kapcsoldodnak egymashoz a
szuperoxid-dizmutaz ¢s a peroxidaz enzimaktivitasokban bekovetkez6 szignifikans valtozasok
(FOSTER ¢és HESS, 1980). Az is lehetséges tovabba, hogy az izoenzimek kiilonb6z6 okokbol
bekovetkezd valtozésai, inkdbb a jelenlévd enzim mennyiségi valtozasainak tulajdonithatdok
(FOYER et al., 1994).

A membranvédd funkcioval rendelkezd tokoferol (FRYER, 1992) 6sszmennyisége
novekedett a tarolas alatt és a szabadgyok detektalt mennyiségével hasonloképpen alakult.

Nem talaltak tehat szilard bizonyitékot az anyagcsere-indukalt szabadgyok-aktivitas
szignifikdans hozzajaruld szerepére a nedvesen tarolt rekalcitrdns magvak pre-mortem
leromlasaban (a makkmindség romldsa nem a szabadgyok-aktivitas fokozddasanak egyenes
kovetkezménye). A hidegben tarolt makkok hosszu hoénapokig megorizték viabilitasukat,
azonban a mag-vigor az oregedés eldrehaladtaval jelentdsen lecsokkent.

HENDRY er al. (1992) ugyancsak kimutattdk a szabadgyok felhalmozodasat
kocsanyos t6lgy makk kiszaradasa alatt az életképesség csokkenésével parhuzamosan. Ez az
akkumulacié és a hozza tarsuld lipidperoxidacid az enzimatikus és antioxidans védelem
csOkkenésével jart egyiitt a makk embriotengelyében.

HENDRY (1993) szerint a legtobb magmindség romlassal foglalkozé tanulmény
Osszekeveri ezt a fogalmat az élettelen magvak szamanak novekedésével, mely abban az
értelemben jelent problémat, hogy a szabadgyok reakciok mind mindségileg, mind
mennyiségileg kiillonbozhetnek az €16 és élettelen szovetekben.
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4. ANOVENYI STRESSZ

Mint minden €l6lény, a novények is szamtalan olyan terhelésnek vannak kitéve,
melyek fejlodési lehetoségeiket korlatozzak. Vannak olyan terméteriiletek, ahol az optimalis
novekedés feltételei csak nagyon rovid ideig éllnak fenn, mas helyeken az emberi
tevékenység kovetkeztében valnak kedvezotlenné a koriilmények. Helyileg vagy iddlegesen —
a kornyezeti tényezOk intenzitasanak valtozasaval - kialakulhatnak olyan helyzetek, amelyek a
vegetacid optimalis feltételeitdl jelentdsen eltérnek, és ebbdl kifolydlag a ndvényzet sulyos
karosodésat okozhatjak. Bizonyos korlatok kozott a novények habitusukkal, alakjukkal, egyes
organellumaikkal, ill. anyagcsere-folyamataikkal képesek alkalmazkodni a kiilonleges
kortilményekhez is. Adaptacios valtozasokon keresztiil tudnak novekedni, fejléddni éléhelyiik
specialis adottsdgaihoz alkalmazkodva. A kiilonb6zd genetikai arculattal rendelkez6
organizmusok més-mas mddon reagalnak a kornyezet valtozasaira.

A stressz fogalmat sokan és sokféleképpen definidltdk mar. A legtobb szerzd nagyon
széles értelemben hasznélja ezt a kifejezést. Larcher novényekre vonatkozoan gy hatdrozta
meg, hogy a stressz olyan terheléses allapot, melyben a novénnyel szembeni fokozott
igénybevétel a funkcidk kezdeti destabilizacidjat kovetéen egy normalizaloddson at az
ellenallésag fokozddasahoz vezet, majd a tliréshatar tullépésekor tartds karosodast vagy akar
valtozast okoz, amely élettani alkalmazkodést eredményez. A stresszor hatdsira dtmenetileg
csokken az anyagcsere-folyamatok sebessége és a novények ndvekedése (LANG, 2002).

4.1 Stressztényezok csoportositasa

A novényekre hato stressztényezoket tobbféleképpen lehet csoportositani. Az egyik
lehetdség a természetes €s antropogén faktorok szerinti felosztas. Természetesnek tekintjiik a
kornyezet spontdn ¢és hirtelen bekdvetkezd, vagy szélsdséges megvaltozasait. Az ember
természetatalakitd  tevékenységének a  kovetkezményeként megjelend  hatdsokat
antropogénnek tekintjiik, ami globalis mértékii degradacidhoz vezethet. A masik szempont
lehet a biotikus (é18) és abiotikus (élettelen) hatisok szerinti megkiilonboztetés (LANG,
2002).

NOVENYI STRESSZOROK

— ! T~

Természeti Biotikus Antropogén
erds fényintenzitas baktériumok reaktiv oxigénformak
szarazsag, hoség gombak herbicidek
vizhiany virusok globalis klimavaltozas
tdpanyaghiany rovarok ragasa 1égszennyezok
alacsony homérséklet nehézfémek
hirtelen vagy késoi fagy savas esok

UV - sugarzas

Ezen hatadsok id6tartama és intenzitdsa alapjan megkiilonboztetnek rovid €s hossza
id6tartamu, valamint enyhe és erds stressz eseményeket. A novényeket érd gyenge stressz
(eustressz) aktivalhatja a sejtanyagcserét, fokozhatja a fizioldgiai aktivitast és hosszabb
iddétartamon 4t hatva sem karos hatdst. Ilyen a hatdsa szdmos novekedésgatlonak és
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anyagcsere-inhibitornak, melyeknek alacsony koncentraciéban serkentd hatdsa van, nagyobb
mennyiségben azonban karosithatjdk az anyagcsere-folyamatokat, csokkenthetik a novények
aktivitasat, korai 6regedést, vagy akar a novény pusztulasat is okozhatjak. Az ilyen anyagok
novénykarositd hatasat distressznek nevezziikk. Ugyanaz a stresszor eustresszt ¢€s distressz is
kivalthat a hatas erdsségének fliggvényében. A bioszféra elemei és azok fizikai, kémiai
tulajdonsagai, valamint a bioszféraba jutd anyagok egyarant stressztényezoként
szerepelhetnek. Stresszt okozd hatasuk, intenzitdsuk valtozasabodl, idétartamabol, és a hatést
szenvedd noveény fajtajatol fiigg. Az emlitett feltételek részleges vagy azonos ideju teljesiilése
alapjan, barmely kornyezeti tényezd okozhat ndvényi stresszhatast (NEMETH, 2002).

4.2 A stressz szakaszai

A stresszor hatdsdra a szervezetben lezajlo eseménysort stressz szindromanak
nevezzilk, mely négy fo szakaszra oszthatd (9. abra). Az elsO fazis a vészreakcio, ami a
stresszor hatasara bekovetkezd terhelés fokozodasakor, a fizioldgias allapotbeli optimumtdl
vald eltérésben nyilvanul meg, aminek eredményeként jelentdsen csokken az életképesség. Az
anyagcsere lebontd folyamatai domindlnak, a felépité folyamatok hattérbe szorulnak. Az
ellenalld-képesség az atlagos szint ala esik. A masodik szakasz az ellendllds fazisa, melyben
alkalmazkodasi és reparacios folyamatokon keresztiil az életmiikodés ismét normalisséa valik.
N6 a novény ellenallo-képessége, edzettebbé valik. A harmadik stddium a kimeriilés, mely az
alkalmazkoddképességet meghaladd tartamu és intenzitasu igénybevétel esetén kovetkezik be.
Az ellenallo-képesség tjra az atlagos érték ald esik, kronikus tiinetek jelennek meg, melyeket
a novény pusztulasa kovet. A regenerdcio tartomdanyaban a stresszt kivaltd okok megsziinnek,
részlegesen vagy teljesen visszadll a fizioldgias allapot.

A NOVENYEK STRESSZ SZINDROMA FAZISAI

Fiziologias Alarm Rezisztencia Kimeriilées Regeneralodas
allapot reakcio tartomany szakasza tartomanya

rezisztencia maximum

stressz megsziinése,
stressztényezdk eltavolitasa

stressz-
valasz

0j fiziologias

optimum allapot

—

rezisztencia minimum

akut krénikus karosodas,
karosodas sejthalal

9. dbra A stressz-szindroma fazisai (LICHTENTHALER, 1996).

4.3 A stresszre adott valasz

A novényekben a stressz morfologiai (levélalak, levélvastagsag), fizioldgiai (csokkend
sejtfunkcid aktivitds, lassuldo szovet novekedés) ¢és biokémiai valtozdsokat idéz eld. A
védekezési mechanizmusok valaszreakcioi fliggnek a stresszor jellegétdl, a hatas idejétdl,
mértékétol, a novény tlrdképességétdl, reprodukcidképességétol (fitneszétdl), melyet
vitalitasa, novekedoképessége, fejlettsége hataroz meg. A kornyezeti stresszre adott
valaszreakciokbol képet kaphatunk a novény tlir6képességérodl, alkalmazkodoképességérol.

Az alkalmazkodés lehet rovidtavl, fenotipusos vélasz (akklimatizacid), vagy hosszu tava
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genotipusos valasz (adaptacid). Az adapticio eredménye a tartés rezisztencia. A
stressztolerancia ¢€s az adaptacids kapacitas genetikailag kodolt, a fajtdl, genotipustol és a
fejlettségi allapottdl fiigg (LANG, 2002).

Az elmult évtizedek kutatdsai egyértelmtien kimutattak, hogy a stresszorok a névény
sejtjein beliili redoxallapotot megvaltoztatjak, az anyageserét oxidativ iranyba toljak el. Igy a
kiilonbozo stresszek hatdsara a novények oxidativ stresszt is elszenvednek, tehat a stressz
anyagcsere-folyamatok oxidativ reakcidkkal jellemezhetok. Az oxidativ stressz nem mas,
mint a prooxididnsok ¢és az antioxiddnsok kozt fellépd, a prooxidansok javara torténd
egyensulyeltolodas (SIES, 1991). A novényi sejtben végbemend oxidativ stressznek, attol
figgden, hogy milyen mértékii, tobbféle kovetkezménye lehet: alkalmazkodas, karosodas €s
stimulécid. A sejtek altaldban tolerdljak az enyhébb oxidativ stresszt, amely gyakran az
antioxidans védelmi rendszer feliilszabalyozasaban nyilvanul meg. Az alkalmazkodas
folyamata magaban foglalja a génexpresszioban torténd valtozasokat, ami a megnovekedett
antioxidans védelemhez vezethet. Ugyanakkor az oxidativ stressz okozhatja az egyes gének
atirddasat.

4.4 Stresszjellemzo szignal paraméterek

Az élettani folyamatok vizsgalati moddszerei biologiai paraméterek mérésén, ill.
értékeik meghatdrozasan alapulnak. A sejtfunkciok miikodését vagy normalis fizioldgias
allapottdl vald eltérését az anyagcsere-folyamat metabolitjainak koncentracié értékeivel (pl.:
vérkép Osszetétele), enzimeinek aktivitdsaival (pl. izoenzim mintazat), fizikai sajatsagaival
(pl. novényi terméshozam), stb. szokas jellemezni. A novényi fiziologids vizsgalatok
kulcsfontossagu paraméterei az enzimaktivitasok, amelyek a novények egyedfejlodésének
jellegzetes szakaszaiban és kiillonb6zd kornyezeti hatasok esetében szignifikans eltéréseket
mutathatnak.

4.4.1 A polifenol-oxidaz (PPO; E.C. 1.10.3.1)

A polifenol-oxidaz a direkt oxidazok csoportjaba tartoz6 enzim, mely a monofenolokbdl
krezolaz hatasara képzddd o-difenolok, ill. mas szubsztratumok, mint donorok reakciojat
katalizalja oxigén akceptorral. A reakciok eredményeképpen kinonok képzddnek. E két
reakcié egymast kovetden nyilvanul meg (10. abra).
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10. abra A polifenol-oxidaz altal katalizalt reakciok (HOFMANN, 2004).
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Az enzim felépitése

A metalloenzim aktiv centrumaban réz talalhat6, moltomege alegységenként 30 kD.
Az enzim aktiv formaban altaldban 2 — 4 alegység asszociatumabdl all. Eredettdl és az
elvalasztas modszerétol fiiggden novényekbol 2 — 17 izoenzimet izolaltak. Az enzim
aktivitasa (eredetétdl fiiggdéen) pH 4.0 — 7.0 kozott optimdlis. Burgonyabdl izolalt enzim
térszerkezetét a 11. abra szemlélteti. Az enzim 2 alegységbdl all, melyek 2-2 Cu-iont
tartalmaznak. Mindegyik alegység két polipeptid lancbdl épiil fel. A Cu-ionokat fekete
gombok jelolik.

11. abra Burgonyabdl izolalt polifenl-oxidaz térszerkezete (KLABUNDE et al., 1998).

A Cu-ionok a katalizis folyaman valtoztatjak a vegyértékiiket. Szerepiik van az elektron
atvitelben és a molekularis O, atalakitasaban vizzé (12. dbra).

N

(CU )'vo’v (CU2+)2M

\ 4 /kq+zH+
d=—"\

(Cu™),0.E 3 (Cu™),E

(Cu**)E

O‘i

12. abra A PPO enzim Cu-ionjainak szerepe az elektronatvitelben és a molekularis oxigén redukci6jaban
(LANG, 1998). (E: enzim-alegység, q: kinon, d: difenol, Ed: enzim-difenol komplex, Eq: enzim-kinon
komplex).

A polifenol-oxidaz szerepe a novényi szovetekben

A novényekben a PPO enzimek széles izoenzim spektrumat mutattdk ki.
Fotoszintetizald novényi sejtekben a kloroplasztiszokban lokalizéltak, a nem fotoszintetizald
szovetek sejtjeiben a mikroszoma frakcioban, a peroxiszomaban taldlhatok meg. Fontos
szerepik van a mechanikai sériilésekkel szembeni védekezésben. A fenoloidok
enzimkatalizalt oxidaciojaban keletkezett kinonok és polimerjeik ugyanis kémiailag gatat
emelnek a sériilés nyoman bekovetkezd fertdzésnek, illetve a mar megtortént fertdzés
tovabbterjedésének. A zord éghajlatnak ellenallo novényfajtakban altaldban nagyobb PPO-
aktivitast taldltak, mint a megfelelé hidegérzékeny fajtdkban. Feltehetdleg az enzimnek
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hasonld szerepe lehet a fagykarral szembeni ellendlldsban, mint a mikroba- ¢&s
virusfertozésekkel szemben (PESIS et al., 2002).

A mechanikailag, vagy fertézés altal megsértett szovetben az addig kiilon
kompartmentekben elhelyezkedd enzim és endogén szubsztratjai egymassal érintkezésbe
keriilnek, €s megindul az enzimreakcio. A reakcioban keletkezd kinonok igen reakcidképes
vegytiletek, elektronmegkotd-képességgel rendelkeznek. Az  elektronok  kiilonbozo
vegyliletekbol, csoportokbdl, illetve szabadgyokoktdl szarmazhatnak (HUNG ez al., 2002) a
kornyezeti hatds (stressz) jellegének fiiggvényében. A kinonok részben egymassal
(polimerizacio), részben a novény fehérjéivel reagalva nagy molekulaja, sotét szind,
oldhatatlan vegyiileteket alkotnak, amelyek a fertdzést, vagy a novényi szovetek sériilését
kovetd szinvaltozasokért tehetok feleldssé.

A novényekben a fehérje-anyagcsere ¢és a fenol-fenolaz-rendszer kozott
feltételezhetden szoros kapcsolat van. HESS (1958) kiemeli, hogy néhany oxidalt
fenolvegyiilet aminosavakkal, peptidekkel s egyszert fehérjékkel komplexeket képez. Ezek a
komplexek az aminosavak oxidativ dezaminalasanak katalizatorai:

polifenol

Polifenol + aminosav + 20, ——— > komplex (PPO enzim)

Aminosav + %2 O, —komplex a-ketosav + ammonia (pl. E.C. 4.3.1.17 enzim)

Rovartamadés esetén a PPO éltal katalizalt enzimreakciokban keletkez6 kinonok a
novény fehérjéivel reagalva csokkentik azok hozzaférhetdségét, emészthetdségét (BALDWIN
¢s PRESTON, 1999).

Ez a reakci6 bekovetkezhet a fertdzést okozo virus burkoldéfehérjéivel is, €s igy a virus
inaktivalodik. A fenol-oxidazoknak bizonyitottan szerepiik van a kiilonb6z6 stresszhatasok,
kémiai, mechanikai karositasok kovetkeztében kialakuld  sebzések esetén a
1égzésnovekedésben, illetve a tobblet O, felhasznalas szabalyozasdban. A PPO kozvetve
ugyan, de szerepet jatszik a szOvetek auxinszint szabdlyozasaban a 3-indol-ecetsav
aktivitasanak moddositasan keresztiil. A novény biotikus és abiotikus stresszre adott
valaszreakciojaként az Uin. hiperszenzitiv reakcidban gyakran a PPO aktivitds megemelkedése
kiséri, a megnovekedett mennyiségben szintetizalt kinonok a fehérjékhez kotodve
citotoxikussa valhatnak, és a sejtszerkezet felbomlik (STOUT et al, 1998). A
gombafertdzések soran mind a peroxiddz (POD), mind a PPO enzimek mennyisége névekszik
(FARKAS és STAHMANN, 1966).

4.4.2 A peroxidaz (POD, E.C. 1.11.1.7)

A magasabb rendli novények élettani folyamataiban a peroxidazok katalizaljak azokat az
oxidacids folyamatokat, amelyekben hidrogén-peroxid (H,O;) az oxidaldé agens. A reakciod
soran az endogén hidrogén-peroxid oxigénre ¢s vizre bomlik. Az igy felszabadult oxigént,
valamilyen hidrogén donor molekula oxidacidjahoz hasznaljék fel, igy tovabbi vizmolekula
képzodik:

HzOz + DHZ — D+ 2H20 (DHz: H dOIlOI')
H-donorként szerepelhetnek fenolok, aszkorbinsav, indolecetsav, aminok, a citokrom-

¢, sOt szervetlen ionok is. A peroxidaz rendelkezik a legszélesebb szubsztrat-specifitassal, sok
izoenzimje van, amelyek reakcioik lefutdsaban némileg kiilonboznek egymastol. Megtalalhato
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valamennyi allati és novényi sejtben. Kiillonosen nagy az aktivitasa a fiigefa nedvében és a
torma gyokerében. A zo6ld szovetekben a peroxiddzok a kloroplasztiszokban lokalizaltak. A
nem fotoszintetizalod szovetek sejtjeiben citoplazmatikus enzim. A POD enzimek eloszldsa az
egyes szovetekben ¢&s szervekben az egyedfejlodés sordn ¢€s szezondlisan valtozik
(HOFMANN, 2004).

Az enzim felépitése

A kiilonb6z6 novényi forrasokbdl izolalt POD enzimek egyes fizikai-kémiai jellemzdi,
valamint donor-specifitasa eltéré (TAPPEL, 1978). Kivétel nélkiil hemet tartalmaznak, ahol a
vas tartosan Fe’ formaban van jelen. A torma peroxidaz esetében M,=40 kD, prosztetikus
csoportja a vasporfirin (hem), hét izoenzim keveréke, pH optimuma 7.2, a H,O,-ra nézve
specifikus, de katalizdlja metil- és etil-peroxidok bomlésat is. A torma peroxidaz
térszerkezetét a 13. dbra szemlélteti.

13. abra A torma peroxidaz szerkezete (BERGLUND et al., 2002).

A torma peroxidaz enzim egy polipeptid-lancot, két Ca®" iont (fekete gdmbok) és egy
hem prosztetikus csoportot tartalmaz. A katechol reakcidja hidrogén-perxiddal az alabbi
egyensulyi folyamat szerint jatszodik le:

OH T i
H o H H
HD/ : @ﬂ = ﬁj re o

A peroxidaz szerepe a novényi szovetekben

A peroxidazok részt vesznek a sejtdifferencidlédasban (GASPAR et al., 1970-1980),
egyes fehérkorhasztd gombak lignolitikus enzimfolyamataiban (PIONTEK et al., 2002), az
aszkorbinsav oxidacidjaban (TEWARI et al., 2002) és tobb szervetlen ion oxidalasaban.

A ligninképzddés polimerizacids szakaszdban, a koniferil- és mdas alkoholok a
peroxidaz 4ltal katalizalt reakciokban gyokoket képeznek, azutdn polimerizalédnak. Az

enzimnek szerepe van a fenoxi-szabadgyokok, a monomerek €s a dimerek keletkezésében is
(14. abra).
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(Ra) (Rb) (Re) (Rd)
p-kumaril-alkohol R4 =R=H
koniferil-alkohol: Ry=0CH3, Rp=H
szinapil- alkohol: Ry=R,=0CH3

14. abra A peroxidaz szerepe a ligninképzddésben.

Ezek tovabb dehidrogendlodhatnak, és  végil lignin  makromolekuldkka
polimerizélodnak. A peroxidaz a novényi szovetekben keletkezé6 H,O, felhalmozodas
megakaddlyozéasdhoz jarul hozza, ill. H,O, felhasznalasaval példaul szerves szubsztratokat
oxidal, ligninné polimerizalja a fahéjsav-alkoholokat. Az emlitett alkoholoknak is kettds
szerepiik van: a NADH => NAD => H,0, oxidaciot stimulaljdk, majd a peroxidaz
szubsztratjaként hozzajarulnak a ligninképzddéshez. Ahol a lignin szintézise végbe megy, ott
kimutathatd a peroxidaz ¢és tovabbi fontos enzimek (fenilalanin-ammonia-lidz,
dehidrogenazok, stb.) aktivitdsanak emelkedése (SALMA et al., 1985).

A biotrdf parazitak altal okozott betegségek esetében a fertdzott levelek auxintartalma
jelentésen megemelkedik, mely auxinszint korrelaci6t mutat a novényekben 1€vo
indolecetsav-oxiddz (IES-oxiddz) gétlasaval. Az IES-oxiddz H,0,-t igényel miikodéséhez,
ezért aktivitdsa fiigg a peroxidaz enzimek mikodésétol. A fertdézés kovetkezményeként
kialakulé magasabb katalaz ¢€s peroxidaz aktivitds miatt a H,O, elbomlik, ami az IES-oxidéaz
gatlasdhoz vezet. Ennek kovetkezménye az auxintartalom megemelkedése. Az aktivitas
szabalyozasaban a fenolos inhibitorok is fontos szerepet jatszanak (NAGABABU et al.,
2003).

A ndvényi peroxidazoknak — a PPO-hoz hasonléan — a polifenolok oxidalasan
keresztiil szerepiik van a novény betegségekkel szembeni ellenallasanak kialakitdsaban. A
peroxidaz lényeges szerepet tolt be a szdja baktériumokkal szembeni rezisztencidjdban. Az
enzim antibakteridlis hatasahoz nyilvanvaléan a H,O; is hozzajarul. Az aktiv peroxidaz és
H,0O, a fenoloid katechollal egylitt egy antibakteridlis [peroxiddz - H,O, — fenol] rendszer
komponenseiként foghat6 fel (KEEN, 1975a; 1975b).

Kiilonbozd novények virusfertdzott levélkivonatanak oldhaté frakcigjaban a
peroxidazok aktivitdsanak novekedését mutattak ki. A fert6zott levelek kivonataiban észlelt
peroxidaz aktivitds serkentését a fert6zésmentes szovetekben is enzimaktivitds novekedés
vagy koncentracio novekedés kiséri (BALAZS et al., 1977).

Egyes virusfertdzésekben megjelenhetnek 1j izoenzimek is, mind a citoplazmas
frakcioban, mind a sejtfalhoz kotott allapotban (GABORJANYT et al., 1973). Ezek pontos
szerepe még nem tisztazott. Szamos szerzo korrelacidt mutatott ki az egészséges gazdanovény
peroxidaz aktivitasa €s betegség rezisztencidja kozott (HENNIGER és BARTEL, 1963).

4.4.3 A katalaz (KAT, EC 1.11.1.6)

A kataldz peroxiszdmaban, mikroszémakban és a sejtmagban jelenlévd enzim, ahol
részt vesz a szervezetben felszabaduld hidrogén-peroxid toxikus szint alatti tartdsdban. A
hidrogén-peroxidot vizzé ¢&s oxigénné katalizadldé oxidoreduktdz enzim az anaerob
mikroorganizmusok  kivételével megtalalhatdo a legtobb aerob ¢él6 szervezetben
(VAINSHTEIN et al., 1981). Baktériumok, gombak, és allati szervezetek mellett, szamos
zarvatermd novénybdl is azonositottdk: spendt, valamint dohdnylevelekbdl, kukoricabol,
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uborka, tok, napraforgd, gyapot szikleveleibdl, €s ricinus magjabdl. Tobbféle formajat
azonositottdk magasabb rendi noévényekbdl, azonban csak a gyapju, kukorica és a
nyitvatermd névények csoportjdba tartozd tomjénfenyd esetében tanulmanyoztak részletesen
a kataldz biokémiai és molekularis aspektusait (MULLEN és GIFFORD, 1993).

Az enzim felépitése

A katalaz tetramer szerkezetli (eredetétdl fiiggéen M,=80-385 kD) enzim. Négy
polipeptidlancbdl épiil fel, melyek mindegyike tobb mint 500 aminosav egységbdl all.
Alegységenként egy-egy vasporfirin prosztetikus csoportot tartalmaz (CHANCE et al., 1979).
Héaromdimenzios struktardja a 15. dbran lathato.

15. abra A katalaz enzim (Neurospora crassa) haromdimenzids struktaraja (DIAZ et al., 2004).

Az enzim pH optimuma attdl fliggden, hogy milyen szervezetbdl szarmazik, 4 és 10.5
kozotti. A sejtek kiilonbozd helyein keletkezett hidrogén-peroxid spontan moddon, vagy
katalaz segitségével atalakulhat vizzé és molekularis oxigénné (SUTHERLAND, 1991), a
katalizalt reakcid brutto reakcidegyenlete az alabbi:

2 HzOz — 02+ 2 HZO
A katalaz szerepe a novényi szovetekben

Jelentds szerepet jatszik a peroxiszOmak ¢és a glioxiszomak hidrogén-peroxid
szintjének csokkentésében (FLOHE, 1989), ahol féleg a fotorespiracio és a zsirsavak bontésa
soran keletkezd hidrogén-peroxid lebontasaért felelés (TOLBERT, 1981).

Az enzimreakcidban els6ként a hidrogén-peroxid megkotése torténik, majd ijabb molekula
hidrogén-peroxiddal reagalva oxigén és viz képzddik, s szabadda vélik az enzim:

katalaz + HzOz — katalaz — HzOz
katalaz — H,0, + H,0, — katalaz + O, + 2 H,O

A fenti reakcid lugos kozegben zajlik, azonban savas koézegben az enzim peroxidativ
aktivitast mutat, hidrogén-peroxiddal szubsztratokat képes eloxidalni:

katalaz + HzOz — katalaz — HzOz
katalaz — H,O, + RH, — katalaz + R+ 2 H,O
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A szubsztratok lehetnek alkoholok, fenolok, hangyasav, formaldehid (LAMB et al., 1978;
SCANDALIOS et al., 1997).

Egyike a leghatasosabb enzimeknek, mert egy molekula kataldz masodpercenként 40
millié hidrogén-peroxidot képes lebontani robbanasszerli hevességgel (FERSHT, 1977). Ha
példaul 1 mg katalazt elegyitiink 10 mM-os hidrogén-peroxid oldattal, akkor 4000 pmol
hidrogén-peroxid / perc teljesitménnyel katalizdlja a reakciot, mig ugyanennyi kataldz 10 uM-
os hidrogén-peroxid oldatban csak 2 pmol/perc. Ebben az esetben valoszinlileg mas molekula
veszi at szerepét. Az is lehetséges, hogy bizonyos stresszhelyzetekben, amikor a NADPH
igény nagy, a katalaz szerepe megnovekszik, pl. az antiszensz technologiaval
katalazhidnyossd tett transzgénikus dohdnynovényekre a nagyobb fényintenzitas letalis
hatdsu, mig gyenge fényintenzitas mellett nem szenvedtek karosodast (CHAMNONGPOL et
al., 1996).

4.4.4 Stressz jellemzése enzimkorrelacioval

Adott koriilmények mellett az enzimaktivitasok értékei, ill. a szoveti struktarakat
jellemz6 eloszlasaik az anyagcsere szabalyozasanak a kovetkezménye (NEMETH, 2007a).
Ezt a tényt tikrozi vissza a kiilonb6z6 enzimaktivitasok kozott tapasztalt és kozolt linedris
enzimkorrelacidknak a létezése. Szakirodalmi 4ttekintés nyoman az enzimkorreldcidkra utald
publikéaciokat harom kategéridba sorolva, fellelhetok olyan kozlemények, amelyekben a
szerzok (7. tablazat):

(1.) enzimkorrelaciokat feltételeztek €s 1étezésiiket is megallapitjak,

(2.) ezimaktivitasok kozotti korrelaciok értelmezésével nem foglalkoztak, de a kozolt
enzimaktivitasok korreldlnak egymassal €s

(3.) enzimkorrelacidkat feltételeztek, de kisérleti eredményeik feltételezésiiket nem
tdmasztjak ala.

E harom kategdridba csoportositott szakirodalmakat foglalja ossze a 7. tablazat. Az 7.
tablazatban korrelaciot megallapité vagy magukban foglald publikacidk k6zos sajatossaga az,
hogy az enzimkorreldcidkra csak leird, megallapité jelleggel térnek ki, eredetiiket nem
értelmezik. Az enzimkorreldciok szabalyozaselméleti értelmezésére harom publikéacio
megallapitasai alapjan nyilik lehetdség. LION et al. (2004) éltal tovabbfejlesztett anyagcsere-
vezérlési elmélet (MCA-metabolic control analysis) figyelembe veszi az enzimkorrelaciok
1étezését is. Azonos anyagcsere-utvonalhoz tartozd enzimek esetében bizonyitottak, hogy az
egyik enzim mennyiségének megvaltozdsa negativ vagy pozitiv korrelacidkon keresztiil
hatassal van a tobbi tvonalon beliili enzimmennyiségekre is. A korrelaciokat két tipusba,
kompetitiv és szabdlyozasi korrelaciok csoportjaiba soroljak (LION et al., 2004). Ezek
eredetét a sejten beliili Osszfehérje mennyiségének és az anyagcsere allanddsult allapotat
biztositd utvonal-fluxusoknak a szabalyozasara vezetik vissza. Adott anyagcsere-titvonalon
beliil az enzimmennyiségek kozotti kompetitiv korrelacid abban nyilvanul meg, hogy ha az
egyik enzim mennyisége novekedik, akkor a sejt az Osszfehérje-tartalom 4allanddsagat
biztositandd a tobbi enzim mennyiségét aranyosan csokkenti. Ezzel a szabalyozasi
mechanizmussal keriilik ki a sejtek a fehérjék (enzimek) sejten beliili, oldhatosagi korlatbol
fakado kicsapodasanak veszElyét. A szabalyozasi korrelaciok az utvonal fluxusok allandésult
értékekre torténd bedllitasi igényének, ill. szabdlyozasi kényszerének a kovetkezménye,
amelyek jellegiiket tekintve negativ és pozitiv tipusuak egyarant lehetnek. A
fehérjekicsapodas elkeriilése €s a fluxusok allando értékekre torténd bedllitasa dinamikai
folyamatokon keresztiil valdosul meg, igy a szerzOk altal értelmezett korrelaciok, csak a
kiilonboz6 idéallapotokhoz tartozo enzimaktivitasok kapcsolatara adnak magyarazatot.

26



7. tablazat Enzimkorrelacio targykorii publikaciok és megallapitasaik.

1. Feltételezett és bizonyitott enzimkorrelaciok.

Szerzok/(év) Vizsgalt enzimek Biologiai minta Enzimkorrelacio
Majeau és Coleman  Carbonic anhydrase (CA), g oo jovg) Allandé enzimaktivitési hanyados.
(1994) Rubisco

Carbonic anhydrase (CA),

Makino et al., (1992) Rizs, borso, spenét  Allando enzimaktivitasi hanyados.

Rubisco
Moharrery és Das amildz, uredz, lipaz, Birka bendé Ej)li(oor;:.a;?;ilsz/zgez;;ﬂl
(2001) protedz mikréba populacioja - P ’

ureaz/protedz

Mikania micrantha .

Mike (+) korr.: SOD/CAT ill. SOD/POD
Yang et al, (2004)  SOD, CAT, POD ferv asica chinesis .\ yorr.: SOD/CAT ill. SOD/POD

Gong et al., (2006)  POD, PPO Dohanylevél (+) korr.: PPO/POD

Zhang et al., (2006)  SOD, CAT, POD, PPO

2. A publikiciok enzimaktivitasai kozott a szerzék altal nem emlitett korrelaciok kimutathatéak.

(a.) PPO/citokrém-oxidaz;

Tolbert (1973) (b.) malat- (a.) Nincs korrelacio.
dehidrogenaz/glikolat- Spendtlevél (b). Korrelacio értelmezhetd.
oxidaz

Nable et al., (1988)  CAT, POD Dohanylevél CAT/POD korrelacio értelmezheto.

Buza (hajtas,

Fodor et al., (2005)  APX, POD, GR Nem hangsulyozott korrelaci6.

gyokér)
(-) korr.: életcikluson belliili,

ornitin-dekarboxilaz . . i d s
’ Chlorella vulgaris  részleges korrelacio (sotét szakasz)

(Calion e, (2:5) arginin-dekarboxilaz

Bacteroides
gingivalis 381, . i Y
Amano et al., (1988) SOD, NADH-oxidaz Bacteroides aASiZtr;élf:zioé?tt l;tz{o korrelaciot
denticola ATCC gyajax.
33185
Wyrwicka és . , Kozvetett modon korrelacid szarmaz-
Sklodowska (2006) APX, glutation-transzferaz uborkalevél tathato.
Fioretto et al., (2007) P'OD,’ lakkaz, cellulaz, ertusz e’s magyal- Qellulaz és x11f1n_a’z ko6z6tti nem
xilanaz tolgy levél, avar kiemelt korrelacio.
Zheng et al., (2005) PAL, PPO, POD bors gf)k;’gﬁggpw ¢ PPO/PAL L
é%%lgla ¢ Yang CAT, POD Hegyi nyir (-) korr.: CAT/POD
3. Enzimkorreliciok hidnyanak megallapitasa.
Belpoliti ef al., GR, GPOD, 6-foszfo- Sziirke halyogos s eris
(1993) liiko-dehidrogendz humén szem Korrelacio hianyanak megallapitasa.

Gliikonokinaz, 6-fosz-

Wang és Dykhuizen  foglitkono-dehidrogenaz, A keresett korrelacio hianyanak

24 féle E. coli

(2001) 6-quzfoglu!<onat- baktérium orzs megallapitasa.

dehidrogenaz
Szecsko et al., Szilvadugvany e Tores
(2004) PPO, POD (ayokérszover) Korrelacio hianyanak megallapitésa.

(APX-aszkorbinsav-peroxidaz; CA-carbonic-anhydrase; CAT-katalaz; GPOD-glutation-peroxidaz, GR-
glutation-reduktaz; PAL-Fenil-alanin-ammonia-lidz; POD-peroxidaz; PPO-polifenol-oxidaz; SOD-szuperoxid-
dizmutaz)

Az azonos iddpontokban a novények szoveti strukturdit jellemz6é enzimkorrelaciok az
anyagcsere-intenzitas térbeli eloszlasdbol vezethetok le. ALMAAS et al. (2004) E. coli
baktérium  metabolizmusdnak modellezésén  keresztil bizonyitjdk a  kiilonb6zd
tapanyaghatasra a baktérium anyagcsere-halozatban bekovetkezd fluxus-allapotvaltozasokat,
amelyek egymastdl szignifikdnsan eltérd, de allanddsult értékli Gtvonal-fluxusokat és eredd
anyagcsere-intenzitast eredményeznek (ALMAAS et al., 2004). NEMETH és ALMAAS et al.
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megallapitasait €s az enzimaktivitdsok meghatarozasanak sziikséges biokémiai feltételét
Osszekapcsolva bizonyitja, hogy az idoéfiiggetlen linearis enzimkorrelacidk is a novényi
anyagcsere-szabalyozasnak a kovetkezménye. Az idofliggetlen lineéris enzimkorrelaciok az
abszolut enzimaktivitdsok azonos tipusu, szabalyozott eloszldsaira hivja fel a figyelmet.
Michaelis-Menten katalitikus hatastt enzimet véve, a kiinduldsi feltétel, hogy az
enzimaktivitasok a bioldgiai mintakban allandé osszfehérje-tartalom mellett eltéro értékekkel
rendelkeznek (NEMETH et al., 2007b). Ha az alkalmazott aktivitds meghatarozasi médszer
validalt, vagyis az in vitro koriilmény biztositja, hogy a szubsztratok koncentracioi legalabb
két nagysagrenddel nagyobbak enzimjeik Michaelis konstans értékeinél, akkor a biokémiai
reakcioik sebességei a Briggs-Haldane 0sszefiiggés zérus-rendi tartomanyaba tolddnak.

E kisérletes kikotés teljestilése esetén €s alloszterikus hatds hianyaban a fotometridsan
nyomon kovetett biokémiai reakcido idoben egyenletes termékkoncentracido valtozasrol
tdjékoztat benniinket. A zérus-rendli tartomanyokban a reakciosebességek jo kozelitéssel
egyenesen ardnyosak az enzimek koncentracidival. Tehdt in vitro modon meghatdrozott
enzimaktivitasok, amelyek kozel allandonak tekintheté fehérjetartalom esetén a
reakciosebességektdl nem fliggetlen paraméterek, csak abban az esetben szolgaltathatnak
linearis korrelaciot, ha a bioldgiai rendszer az enzimek aktivitdsat egymashoz viszonyitva
aranyosan szabdlyozza. Figyelembevéve a szovetekben mért enzimaktivitasok eloszldsdnak
normal jellegét é&s értékeiknek legaldbb egy nagysagrendi tartomanyra kiterjedd
megjelenésiiket, tovabbd a novényi anyagcsere szdveten beliili inhomogenitasat (ALDEA et
al., 2006), az enzimek kozotti korrelaciok csak akkor fedik fel magukat, ha az aktivitdsok
mérése ugyanabbdl a novényi kivonatbol torténik. Ez a megkotés az idofiiggetlen linedris
enzimkorrelaciok érzékelésének sziikséges feltétele.

4.4.5 Az endogén formaldehid

A térszerkezetet modositod szubsztitucids reakciok az enzimek aktivitdsanak szintézist
kovetd, gyors és megfordithatd szabalyozasara teremtenek lehetdséget. Kozos jellemzdjiik a
térszerkezet néhany funkcids csoport altali valtoztatasa, amely sokkal kisebb energiaigény
mellett valésul meg, mint az iddigényes fehérje bioszintézisek (PAIK ez al., 1980).

A metilezés és demetilezés az ismert biokémiai szubsztiticiok kozé tartoznak, fontos
szerepet toltenek be a fehérjék kozotti, ill. a sejten beliili kolcsonhatasokban. Kiilonb6zo
szovetek esetében az egymastol eltérd, specifikus bioldgiai aktivitassal rendelkezd
szubsztratumok és makromolekulak metilezodnek, ill. demetilez6dnek, aminek kdvetkeztében
megvaltozik sejten beliili koncentraciojuk, s igy kdzvetve az adott élettani-, ill. anyagcsere-
folyamat sebessége. Az a felismerés, hogy a kiillonb6z6 vegyiiletek enzimatikus metilezése
formaldehiden keresztiil megy végbe lehetdségeket biztosit a stressz-kutatdsban és szamos
egyéb élettani folyamat megismerésében egyarant (NEMETH, 2002).

Szamos fehérjébdl izolaltak nitrogén, oxigén ¢és kén atomjaikon keresztiil metilezett
aminosav szarmazékokat (PARK ¢és PAIK, 1990). Kimutattdk a DNS bdazisainak
metilez6dését is (SAMSON és CAIRS, 1977). A fehérjék arginin egységeit modositd fehérje,
a metilaz . (EC 2.1.1.23) felfedezése o6ta (PAIK és KIM, 1968) szamos metilezd enzimet
azonositottak, ill. izolaltak (TUCK et al., 1985; VALENTINE és PETTIGREW, 1982).

A metilezés a makromolekularis anyagok utdlagos mddositdsa mellett fontos szerepet jatszik
az anyagcsere termékeinek, ill. koztitermékeinek szintézisében is. A metilezés részt vesz a
pterin, klorofill, néhany hormon, kinon és membranalkotd, stb. keletkezésében.

A metilezés soran a N, S, O és C atomok hidrogénjeinek metil-csoporttal vald
helyettesitése megvaltoztatja a kiindulasi vegyiilet (akceptor) fizikai és kémiai tulajdonsagait
(molekulatomeg, hidrofobicités, kotéserdsség, sav-bazis karakter, stb.). Ennek kovetkeztében
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a szarmazék biologiai sajatsaga jelentdsen eltérhet az akceptorétol. Az anyagok céliranyos és
vezérelt metilezése az anyagcsere-folyamat meghatarozd része. A sejt élettani
mikodtetésével, a tobbi szubsztitucios reakcidval (pl. foszforilezés, glikozilezés, stb.)
parhuzamosan, illetve azokat kovetden, az anyagok mennyiségén keresztiil lehetdség nyilik a
metabolizmus szabdlyozasara. A demetilezési ¢s metilezési folyamatok novények
egyedfejlodése alatt kiillonb6zo sebességekkel mehetnek végbe. Ennek velejardja a bioldgiai
rendszerek endogén formaldehidtartalmanak a fejlodési allapottdl fiiggd kisebb vagy nagyobb
eltérése. Szubsztratok metilezése-demetilezése megakadalyozhatja az enzim-szubsztrat
komplex kialakulasat, illetve komplexképzés esetén a szubsztraton végrehajtandd kémiai
atalakulast (NEMETH, 2002).

Magyar kutatok hipotézise szerint az enzimkatalizalt metilezési reakciok kozvetett
uton, tobb lépésben valdsulnak meg és azokban az endogén formaldehidnek Kkitiintetett
szerepe van (TYIHAK, 1987).

Formaldehidet nem csak metilezési, hanem - demetilezett szubsztratumok keletkezése
mellett - demetilezési folyamatokbdl is kimutattdk (CHELVARAJAN et al., 1983). Az N-, S-
és O-metilezett termékek egyik lehetséges biotraszformacidja a demetilezés. N-metilezett
termékek katabolizmusa esetében kiemelik az N-demetilezés jelentdségét, amelyben a
formaldehid a folyamat allanddé metabolikus terméke (BENET ez al, 1995). A metilezett
temékek potencidlis formaldehid szolgéltatd, generator vegyiiletek. Demetilezddésiik soran
endogén formaldehid keletkezik, amely tovabbi oxidacios 1épések eredményeként
hangyasavva, ill. szén-dioxiddd alakulhat. A metil-csoportok formaldehid keletkezésén
keresztiili eltavolitasat az oxidoreduktdzok csoportjdba tartozd demetilazok katalizaljak.
Biokémiai szerepiik - az enzimes metilezéshez hasonléoan - dontéen a szubsztratjaik
(metilezett-termékek) és a demetilezett szarmazékok biologiai sajatsdgaikbol erednek. A
demetilezés folyamatai fontos szerepet jatszanak, pl. a metilezett DNS-szekvencidk
kijavitasdban (SAMSON és CAIRS, 1977), alternativ biokémiai szintézisekben (MICHAEL,
1993), apoptézis indukalasaban (TYIHAK, 1997) és a dinamikus biologiai metilezési-
demetilezési folyamat szabalyozasaban.

A metilezés és a demetilezés folyamatai az egyedfejlodés soran eltérd sebességekkel
mehetnek  végbe. Ennek kovetkezményeként a  bioldgiai rendszerek endogén
formaldehidtartalma a fejlédési allapotté] fiiggben kisebb vagy nagyobb lehet (NEMETH,
2002).

Az endogén formaldehid ciklus
Az enzimatikus metilezésnél az N°-metil-tetrahidrofolat (N°-Me-THF) és az S-

adenozil-L-metionin (SAM) a két kulcsfontossagu metil-csoport kozvetitdé forras (16. abra)
(STRYEER, 1988).
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16. abra Metil-csoport donorok (NEMETH, 2002).
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A SAM szintdzenzim (EC 2.5.1.6) (GARRETT ¢és GRISHAM, 1995) hatasara
adenozin-trifoszfatbdl (ATP) és metioninbdl keletkezik. Ebben a folyamatban az ATP
trifoszfat csoportja piro-foszfatta és orto-foszfattd hasad. Az ATP adenozil-csoportja a
metionin kén atomjahoz kapcsolddik. A metil-csoportot hordozé kénatom pozitiv toltése miatt
reakcioképesebb a SAM az N°-metil-tetrahidrofolatnal. Metilezéskor, a folyamat
eredményeként a SAM molekuldk metil-csoportjai akceptoroknak, pl. foszfatidil-etanol-
aminnak adodnak at, a SAM-bdl S-adenozil-L-homocisztein (SAH) keletkezik, amely a vizes
kozegben adenozinna és L-homociszteinné hidrolizal. Az N°-Me-THF-b6l szarmazé metil-
csoport a BIl2-vitaminbdl szdrmazdé metilo-kobalamin kozvetitésén keresztiil az L-
homociszteinhez kapcsolodik, s ezzel a reakcidval az L-metionin ujra termelddik. Ennek
alternativajaként az L-homocisztein L-metioninna metilezheté (EC 2.1.1.5) pl. a kolin
oxidacios termékeként keletkezd glicin-betainnal. A SAM ¢s SAH biztositotta metilezési és
demetilezési reakciok korfolyamatot képeznek (17. abra), melyet formaldehid ciklusnak
neveznek.

$-adenoazil-L-
metionin
(SAM)
CH,0
L- metlonln S-adenozil-L-
homocisztein
(SAH)
Donorok: Akceptorok:
N nukleinsavak,
N°Me THF CH2° leir
. fehérjék,
betain L-homocisztein etanolamin,
B4z-vitamin nor-epinefrin, stb.

Metilezett termékek: N metilezett lizin, kolin, epinefrin, stb.

17. abra Endogén formaldehid ciklus (TYTIHAK et al., 1998).

A folyamatban szabad (mérgezé) formaldehid nem jelenik meg, a reakciok
"vezéreltek" (TYIHAK er al., 1998). Az endogén formaldehid mérésén keresztiil (reagens:
dimedon, 2,4-dinitro-fenil-hidrazin) a bioldgiai transzmetilezés egyszerti analitikai
modszerekkel kovethetd.

Az elmélet kitiintetett szerepet tulajdonit az un. “formaldehid generator’-oknak,
melyek kiilonb6zé anyagcesere-folyamatokban résztvevd endogén N-, S- és O- metilezett
vegyiiletek. A formaldehid generatorok és akceptorok anyagmindségi eloszlasa és mennyiségi
valtozéasai jellemzik a bioldgiai rendszer fizioldgiai allapotat, ill. a specifikus biogén és
abiogén stresszhatasokat (BLUNDEN et al, 1985). A formaldehid generatorok
mennyiségének csokkenése és a magas endogén formaldehidszint egylittesen ¢élénk
demetilezési reakcidkra utal. Magas endogén formaldehidszint és az N-metilezett vegyiiletek
mennyiségének novekedése fokozodo metilezési folyamatokat jelez.

A formaldehid normadlis és nélkiilozhetetlen Osszetevdje valamennyi biologiai
rendszernek, foleg hidroxi-metil-csoportok formdjaban. A f6 formaldehid forrds azonban a
biologiai metilezés-demetilezés komplex, dinamikus folyamata

Lévén a legreaktivabb molekuldk egyike, maga a formaldehid a legkiilonb6z6bb
endogén kis- és makromolekuldkkal reagalhat. Mindezekbdl az is kovetkezik, hogy a
formaldehid nem melléktermék a bioldgiai rendszerekben, hanem a biologiai vilag alapvetd €s

30



nélkiilozhetetlen Osszetevdje nagyrészt még ismeretlen funkcidkkal, ezért eléfordulasanak
megismerése, feltérképezése segit szerepeinek megismerésében.

Az endogén formaldehidtartalom képet ad a metilezési-demetilezési folyamatok eredo
intenzitasarol. A formaldehidtartalom novekedése a metil-csoportok transzferének
fokozddasat jelzi, csokkenése a kotott formaldehid metil-csoportok formdjaban torténd
"konzervalasat" tiikrozi vissza (TYIHAK, 1998; NEMETH, 2002).

4.4.6 A fenoloidok
A masodlagos novényi metabolitok korébe tartozo fenoloidok rendkiviil valtozatos
struktaraval és bioldgiai funkcidval rendelkez6 vegyiiletek kozé tartoznak. A fenil-alaninbol,

acetil-koenzim-A-bdl és cukrokbol képzddo aromas vegyiiletek legfontosabb csoportjai a 8.
tablazatban talalhatok (HARBORNE, 1980).

8. tablazat Novényi fenolos vegyiiletek legfontosabb csoportjai.

C-atomszam alap szénvaz osztaly
6 Cs egyszeri fenolok, benzokinonok
7 Cs-C fenolsavak
8 Cs-C, acetofenon, fenilecetsav

hidroxifahéjsav, polipropén,

2 Co- G kumarin, izokumarin
10 Cs-Cy naftokinon
13 Ce-Cy-Cq xanton
14 Cs-C,-Cq stilbén, antrakinon
15 Cs-C5-Cq flavonoidok, izoflavonoidok
18 (Cs-C3), lignanok, neolignanok
30 (Cs-C5-Cy), biflavonoidok
(Cs - C3)y ligninek
n (Cohn katekolmelanin

(Cg - C5 - Cy),, (kondenzalt tanninok)

Bioszintézisiik legnagyobbrészt aromés aminosavakbol (fenilalanin, tirozin) indul ki.
Ammonia-lidzok koézremiikodésével elsdként az aminocsoport eltavolitasa torténik meg, s igy
keletkeznek az elsd fenilpropansavak, a fahéjsav-szarmazékok (cinnamoidok): fahéjsav, p-
kumarsav, kavésav, ferulasav, klorogénsav. Valtozatos szerkezetik az alkillanc
telitetlenségébdl, illetve a fenolos hidroxil-csoportok jelenlétének koszonhetd. A fenoloidok
polimerizalédhatnak, metilezédhetnek, ezen feliil sokféle glikozidjuk létezhet. Igy jonnek
lIétre a fehérjekicsapd sajatsagti polifenolok, cserzdanyagok. A kinonok, naftokinonok,
plasztokinonok ¢és ubikinonok kétféle uton is keletkezhetnek, egyrészt a fenilpropanoidokbol
lancrovidiiléssel, méasrészt tri- vagy poliketid (poli-acetil-lanc) ciklizacid révén (SZABO,
2005). Metabolizmusuk altalanos ttvonala a 17. dbran lathatdé (HELLER és FORKMANN,
1988).
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Altalanos metabolizmus
@ Sikiminsav-ut

sikiminsav

|

L-fenilalanin
@ fenilalanin-ammonia-liaz

ferulasav fahéjsav pszoralen

ﬁ @ ﬁJr mevalonat

kavésav <{— p-kumarsav —> kumarin

kalkon-szintaz @ +3 malonat

dihidroflavonol <~ kalkon
flavonol-szintaz @ flavonon-liaz @ flavanon-oxidaz

flavanol flavanon —)> flavon
18. abra Fenoloidok szintézisének altalanos utvonala (HELLER és FORKMANN, 1988).
A fenoloidok szerepe a novényi szovetekben

A novényi fenolok a lagy- és fasszari fajokban egyarant széleskortien elterjedtek.
Nagy jelentdséglick a novények tulajdonsdgainak - szag, szin ¢és illatanyaganak -
kialakitisdban, valamint az élettani folyamatokban (GOMBKOTO és SAJGO, 1985).
Szerepiik van a faanyagok szilarditasaban, az anyagcsere-folyamatok iranyitasan keresztiil a
sejtosztodas, novekedes, érés, oregedési folyamatok befolyasolasaban (YOSHIOKA et al.,
2004), a stresszvalaszban (CHALKER-SCOTT és FUCHIGAMI, 1989), gesztképzddésben
(ALBERT et al., 2003, 2005; HOFMANN, 2006), a novények bioldgiai védekezésében. A
novények ellenallo-képessége a kdrokozd mikroorganizmusokkal (virusok, baktériumok,
gombak) és kartevo allatokkal (féleg rovarokkal) szemben nagyrészt éppen ezen specialis
metabolitok jelenlétének koszonheté (ROBBINS, 1980)

A tanninok (kondenzalt és hidrolizalhatd) olyan novényi polifenolok, amelyek a
fehérjéket kicsapjak. Emiatt borcserzd hatasuak, novénykortani €s allelopatids szempontbdl
jelentések. Vizben jol oldédnak, és konnyen kozlekednek az edényes novények
szallitoelemeiben. Kinonokka oxidalddva kiilondsen jol kotddnek fehérjékhez. Ezek a
képességek teszik lehetdvé, hogy a novények betegségellenallo-képességének mértékét
megszabja a tanninok mindsége és mennyisége. Sok polifenol antibakterilis, antimikotikus
vagy antivirdlis (SZABO, 2005). Viszonylag sok fenolos hidroxi-csoportja lehetévé teszi
sokféle kapcsolddasukat (kondenzacid, észterképzddés, glikozidok kialakuldsa), ami egytittjar
funkcionalis hatdsuk valtozatossagaval. A fak kérgei kiilonféle hidrolizalhaté tanninokban
gazdagok (pl. Quercus spp., Fagus sylvatica L.). A kinonok polimerizalddva az algeszt szinét
adjak (ALBERT et al., 2003, 2005; HOFMANN, 2006).

A kumarinok és szarmazékaik fényérzékenyitd, fitotoxikus anyagok, a novények
ellenallo-képességéért feleldsek (KOBAYASHI és 1TO, 1998).

A lignanok, ligninek gétoljak a lipidperoxidéciot, ezaltal membranstabilizald hatasuak.
Sejtfalvastagodas soran mennyiségiik megemelkedik. Sajatos szerkezetformalo tulajdonsagaik
attol fiiggenek, hogy milyen aromds alkoholbdl keletkeznek, és milyen kapcsolodasi
variacioban alkotnak makromolekulakat. Altalaban haromféle aromas fenilpropanol vesz részt

32



képzddésiikben, a koniferil-alkohol (fenydfélékben), a szinapil-alkohol és a p-kumaril-alkohol
(két-és egyszikiieckben) (HAHLBROCK és GRISEBACH, 1979).

Kiemelked6 a tobbnyire sarga szinii flavonoidok szuperoxid- ¢&s hidroxil-
szabadgyokoket hatastalanitd aktivitdisa (ROBAK ¢és GRYGLWSKI, 1988). A flavonoidok
valtozatossaga ellenére, novényélettani szerepiik sok tekintetben hasonld. Sejtvédo funkcidval
rendelkeznek, UV-B sugarzas hatasara a flavonoidok bioszintézise fokozodik. Viraglevelek,
terméshéjak, maghéjak szinét hatarozzak meg. A flavonoidok tobbsége sarga, az antocianin-
pigmentek pH-to6l fuggden kék, ibolya vagy piros szinlieck. Védelmi szerepiikon kiviil
elosegitik a beporzast, vonzzak a kiilonb6z6 hullimhosszusagu fényre érzékeny rovarokat.
Antiviralis, antibakterialis, antimikotikus vagy allelopatids hatistiak (SZABO, 1984). A
héjképletekben, riigypikkelyekben kiilondsen sok flavonoid talalhato.

Sejtmembran-szinten szabalyozzak a nitrogén-fixald baktériumok (pl. Rhizobium) és a
gyokérkapcsolt (mikorrhizas) gombak gazdandvényhez vald kotddesét.

A sOképzd és fémkelatokat alkotd antocianinok nagyobb mennyiségben novelik a
sejtek vizmegtartd sajatsagat, ezzel csokkentve a vizpotencidlt, aminek kovetkezménye a
novény szarazsagtiir6-képességének novekedése (SZABO, 2005).

4.5 ABIOTIKUS HATASOK

Ezen alfejezetek célja a novényi egyedeket érd lehetséges stresszeseményekre
bekovetkez6 valaszreakcidk sokrétiiségének bemutatasa. Az irodalmi hivatkozasokban kozolt
- sokszor egymasnak ellentmond6 — eredmények indoklésara, magyarazatara nem térek ki,
hiszen ezt csak abban az esetben lehetne megtenni, ha az Osszes, vizsgélatra vonatkozd
kisérleti koriilmény ¢és  hattérinformaci6 a rendelkezésiinkre 4llna. Madsrészrol
kisérletsorozatok Osszehasonlitdsat nagymértékben megneheziti, s igy kovetkeztetések
levonasara nem ad lehetdséget az a tény, hogy a novények stresszre adott valaszreakcidja
szamos kiilso €s belsd tényez6tdl fiigg egyidejiileg. Ilyen kiils6 kornyezeti koriillmény példaul
a homérséklet, paratartalom, napfénytartalom, megvilagitas stb., melyekre vonatkoz6 adatok
nem minden esetben hozzaférhetdek. Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy az egyed
mely fejlodési 4allapotaban, mely novényi szovetbdl torténik az adott paraméter
meghatarozasa. Egy adott mérési sorozaton beliil (ugyanazon fajra és kisérleti koriilményekre
vonatkozolag) is adodhatnak eltérések a mért kémiai jelzd anyagok értékeiben. Az
eredmények szorasat okozhatjak az egyedi sajatsagokbol fakado eltérések, az egyedfejlodési
allapotok behatarolasanak bizonytalansaga, és az anyagcsere szdveten beliili inhomogenitasa.

4.5.1 Hidegstressz hatasara bekovetkezo biokémiai valtozasok

Kozismert a homérséklet egyes életfolyamatok intenzitasara gyakorolt hatdsa. Az
optimdlis alkalmazkoddsi tartoméany alatti hémérséklet nagymértékben befolydsolja az
anyagcserét, a novény <¢letképességét, novekedését. Szamos tolerancia mechanizmust
feltételeznek, melyek a novény fagykarosodasa soran jelentkezd fiziologiai és biokémiai
valtozasokon alapulnak. Ezek a sériilések valtozasokat okoznak a membranok
tulajdonsdgaiban, a tdpanyag-diffizidoban, csokken a plazmalemman keresztiili transzportban,
a mitokondrialis 1égzésben zavar 1€p fel, antioxiddns enzimrendszer aktivalodik. A mai
allaspont szerint a hidegérzékeny egyedek karosoddsandl a membranalkoto lipidek nagyobbik
részében nem torténik fazisdtmenet (PRASAD et al., 1994). Erds korrelaciét mutattak ki a
hidegérzékenység ¢és a membranok telitetlen lipidtartalma kozott. Kékalgaba lipidek
telitetlenségéért felelos gént juttatva, a novény hideggel szembeni ellenallo-képessége jelentds
mértékben megndtt (WADA et al., 1990).

33



Masrészrol, a megvilagitassal jard hidegstressz soran dohany névényekben karos aktiv
oxigénformak képzddését tapasztaltdk. Ennek kovetkezményeként az antioxidans
enzimrendszer egyes enzimeinél aktivitasnovekedést (aszkorbat-peroxidaz, peroxidaz), mig
masoknal (kataldz, szuperoxid-dizmutaz) csokkenést tapasztaltak (GECHEV et al., 2003).
Megvilagitas nélkiil a hidegkezelés egyik enzim miikodését sem befolydsolta, szemben a
csokkend katalazzal.

Uborka sziklevelébdl 96 6ras 5 °C-os hidegstresszre csokkent kataldz aktivitast és
novekvo peroxidszintet tapasztaltak. A peroxiddz enzim aktivitasa (0.83 U/perc) nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a kontroll novényekhez képest, ezzel szemben az IES-oxidaz
aktivitdsa ndtt. A POD hidrogén-peroxid eltavolitasi sebessége valtozatlan maradt a stressz
folyaman. A novények normal hémérsékletre vald visszahelyezésével a peroxidszint is,
valamint a kataldz enzim aktivitasa is két napon beliil az eredeti allapotra allt visza (OMRAN,
1980).

LEE és LEE (2000) hidegstressznek kitett uborka névények leveleibdl, hasonldan az
elézéekhez, csokkend kataldz aktivitdst, €s megemelt peroxididz, szuperoxid-dizmutaz,
glutation-reduktaz (GR), aszkorbat-peroxidaz-szintet (APX) tapasztaltak. Eredményeikbol
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kataldz deaktivaciojaval parhuzamosan a
SOD/aszkorbat-glutation ciklus enzimei aktivalodtak. Az egyes enzimek kiilonb6zd izoformai
a stressz mas-mas idopontjaiban aktivizalddtak.

Eltérd hidegtlir6-képességgel rendelkezd, kiilonbozo fejlettségi allapott kukoricafajtak
esetében vizsgalva a hidegstressz hatasat, egy nap elteltével a fagyérzékenyfajta (CO251)
fejlodésével egylitt a katalaz és glutation-reduktdz enzimek aktivitdsa is nott. Hatleveles
allapotban mindkét enzim nagyobb aktivitdst mutatott, mint a fagytlird fajtdk (CO255,
CO304, CO308). Egyéb antioxidans enzimek aktivitasi értékeiben nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a fagyérzékeny és fagytiird fajtak kozott (HODGES et al., 1997).

Coffea arabica L. csemeték gyokérszoveteiben a 10 °C homérsékleten manifesztalodo
hidegstressz 55 %-kal megemelt POD aktivitast és valtozatlan KAT és APX aktivitast
eredményezett, a GR csokkenésével parhuzamosan (QUEIROZ et al., 1998).

Torok kutatdk téli buza leveleiben vizsgaltdk antioxidans enzimek (KAT, POD, PPO)
aktivitasanak szalicilsavas és hidegkezelés hatdsara bekovetkezd valtozasait. A két kezelés
egyiittes alkalmazasaval a kontrollhoz képest csokkend KAT, illetve névekvéd POD, PPO
aktivitast kaptak, mig a hidegkezeléssel 06sszehasonlitva csokkend KAT és POD
aktivitasokkal egyidejiileg novekvé PPO aktivitast. Mindebbdl arra kovetkeztettek, hogy az
exogén szalicilsavnak szerepe lehet a hidegtlirésben az apoplasztikus fehérjék €s antioxidans
enzimek aktivitdsanak szabalyozasan keresztiil (TASGIN et al., 2006).

RIVERO et al. (2000) fenolos vegyiiletek felhalmozddasat tanulméanyoztak hideg- és
hoéstressznek kitett paradicsom és dinnye novényeken. A 15 °C midkét novényben novekvo
totalfenol-tartalmat és fenilalanin-ammonia-lidz (PAL) aktivitast, valamint csokkent POD,
PPO aktivitast okozott. Erds korrelacidt kaptak a PAL aktivitds és az oldhaté fenolos
vegyiiletek koncentracioja kozott (paradicsom: R*=0.812; dinnye: R’=0.91). Ez a
stresszeseményekre reagdlva, ami a PAL aktivalédasdnak kovetkezménye. A két fenolos
vegyliletek oxidalasaban kozremiik6dd enzim €s az oldhatd fenolos vegyliletek koncentracidja
kozott erds negativ korrelaciot allapitottak meg mindkét novényfajra vonatkozdan.

Elmondhat6 tehat, hogy a novények eltérd antioxidans kapacitasatol is fiigg, hogy a
hidegstressz soran milyen mértékli karosodast szenvednek, vagy éppen alkalmazkodnak. Az
egyes fajok hideg-ellenallésaga a genetikai sajatsagokon tul nagymértékben fiigg a névény
fejlettségi  allapotatdl, az anyagcsere aktivitasszintjétdl. Bizonyos koriilmények
hozzédjarulhatnak a hideggel szembeni érzékenység fokozodasdhoz. Aktiv allapotban, a
fejlodés kezdeti szakaszaban, nappal, erds fényben, szarazsagstressz koriilményei kozott,
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bizonyos tapanyagok hidnya esetén (pl. kdlium) a novények érzékenyebbek a hideggel
szemben (LANG, 2002). Egyes feltételezések szerint a membran-dsszetételbeli kiilonbség is
lehet az egyik oka a hidegérzékenységben tapasztalhato eltérd eredményeknek.

Csertolgy makk endogén formaldehidtartalma hidegsokk (-20 °C) hatadsara a biotikus
stressz alarm fazisahoz hasonldan, de ellentétes kitéréssel oszcillal, majd néhany nap mulva a
rezisztencia tartomanyban a kiinduldsinal magasabb értéken allandosul. Mivel stressz hatasara
felborul a novények endogén formaldehid ciklusat vezérld demetilaz és metilaz enzimek
endogén formaldehidtartalom periodikus ingadozésat eredményezi (NEMETH et al., 1998).

Bablevelekben a kiils6 homérséklet valtozdsa ¢és az endogén formaldehidtartalom
kozott erés korrelaciot allapitottak meg (TYIHAK, 1989). A hdmérsékletvaltozas hatasat a
19. dbra szemlélteti.

ug HCHO / g friss levél

T T T T
10 20 30 40 c

19. abra Homérsékletvaltozas hatasa a bab (Phaseolus vulgaris L.) leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
4.5.2 Fényhianystressz hatasara bekovetkezo biokémiai valtozasok

A természetes okoszisztémaban a novények termohelyiiktol fiiggden a legkiilonb6zobb
fényviszonyok kozt élnek. Morfoldgiai, fizioldgiai valtozasokkal képesek alkalmazkodni az
allandé, nagy, valamint a valtozo, alacsony fényintenzitashoz is (fénynovények —
arnyéknovények). Kiilondsen sziikséges ez az erddallomanyokban, ahol a fafajok kiilonb6z6
lombkoronaszintekben  elfoglalt helye nagymértékben meghatirozza a  kapott
fénymennyiséget.

A novényeket akkor éri a fényviszonyokbol adodan stresszhatds, ha aktualis
adaptaltsagi allapotukhoz képest tal sok vagy tul kevés fény éri oket. Tul alacsony
fényintenzitas esetén erdsen lecsokken a fénybegylijtés lehetdsége és ezaltal a szén-dioxid
eredményezi (LANG, 2002).

A fényigényes novények és a fénylevelek fénystresszel szembeni tolerancidja
nagyobb, mint az arnyéknovényeké ¢és az arnyékleveleké (LICHTENTHALER, 1996).

Az abiotikus stresszek szerepet jatszanak a programozott sejthalal szabalyozasaban.
Fényen tenyésztett Datura innoxia Mill. kallusz kulturdk apoptotikus indexe jelentdsen
alacsonyabb a s6tétben tenyésztett kulturakhoz képest (LASZLO et al., 2001).

A novényeket egyszerre tobbfajta stresszhatds is érheti. Ezek gyakran szinergistdk,
azaz erdsitik egymast (pl.: alacsony homérséklet — nagy fényintenzitas). A stresszorok
antagonista modon is kolcsonhatasba lépnek egymassal, ilyenkor az egyik stresszor csokkenti
a masik karosité hatasat (pl.: hidegstressz — szarazsagstressz, fényhidny — szarazsag: a
fényhianyban él6 novény fotoszintézise kevésbé érzékeny a szdrazsdgra, mint a magas
fényintenzitason é16 novényé) (LANG, 2002).
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Sotétben  tenyésztett  Datura  innoxia  Mill.  kallusz  kulturdk  endogén
formaldehidtartalma szignifikdnsan alacsonyabb a fényen tenyésztett kultirakéhoz képest,
ugyanakkor jelends novekedésbeni eltérést nem tapasztaltak. Sotétben a négy hetes kulturak
endogén formaldehidtartalma dimedonos kezelés hatasara ugrasszerlien megnétt. A dimedon
mint formaldehid-befogd molekula befolyasolja a kallusz kultarak novekedését, anyagceseréjét
(LASZLO et al., 1998, 2001).

4.5.3 Szarazsagstressz hatasara bekovetkezé biokémiai valtozasok

Kulonbozd koriilmények jarulhatnak hozzd a novények szarazsdgstressz alatti
allapotanak kialakuldsdhoz, mint példaul, a nem megfeleld termodinamikai allapota viz
hidnya, a szaraz talaj, az erds parologtatés, vagy a fagy stb. A vizhianyos allapot legfontosabb
velejaroja a vizpotencial csokkenése, aminek hatdsara bizonyos élettani folyamatok indulnak
be, ¢és valtoznak meg. A sejtek megnyildsos novekedése, sejtfalképziodése lelassul,
megvaltozik a sejtek ultrastruktirdja, a sztomazarddas kovetkeztében a fotoszintézis gatolt,
elotérbe keriil a fotorespiracid. Megnovelt fényintenzitds a hatdst fokozza, a kialakuld
fénygéatlas soran fokozodik a szabadgyok-termelddés. Megvaltozik a szénhidrat anyagcsere, a
1égzés, valamint a novény nitrogén-korforgalma, ami fehérjetartalom csokkenéssel jar. A
novények a szdrazsag elkeriilésével, vagy eltlirésével képesek mindezen karos hatdsok
kikiiszobolésére. Az els6 csoportba tartozd éveld novények gyors magérleléssel €s csirazassal,
jo vizraktirozé tulajdonsaggal rendelkezd gyokérrendszerrel, vagy nyugalmi allapottal
kompenzaljék a szarazsagstresszt (LANG, 2002).

A tradiciondlis és modern gyogyitdsban is hasznalt, Indidban honos disznovényt
(Cantharantus roseus) vizhianystressznek kitéve, az enzimatikus ¢€s nem enzimatikus
antioxidansok aktivitasat, illetve mennyiségét vizsgaltdk a novény kiillonbozd szoveteiben. Az
aszkorbinsav, alfa-tokoferol s redukalt glutation koncentraciéi, valamint a SOD, APX, KAT,
POD ¢és PPO enzimek aktivitdsa a stressz alatt az Osszes szovetben magas volt (JALEEL et
al., 2007).

Indiai kutatok tehénborsé (Vigna unguiculata L.) gyokér-, hajtas-, valamint
levélszoveteinek szarazsag vizsgalata soran, antioxidadns-tartalmat és enzimaktivitasokat
illetéen, ugyanilyen eredményeket kaptak (MANIVANNAN, 2007).

SOFO et al. (2005, 2007) két éves oliva fakat (Olea europaea L.) magas
hémérsékleten és sugarzasi szinten neveltek, és folyamatosan ellendrzott vizhianynak tettek
ki. A stressz a kiszaradas mértékével emelkedd SOD, APX, KAT és POD aktivitasok mellet,
csokkent PPO aktivitast eredményezett mind levél-, mind gyokérszovetekben. A 20. dbran a
szarazsagstressz oliva fa élettani folyamataira gyakorolt hatédsait lathatjuk.

Hajtas novekedéssi sebesség

Gydéker ndvekedési sebesség

Sejt turgor

Szén-dioxid asszimilacio

Transpiracio

Sejtmembran degradacio

Prolin akkumulacio

Ozmotikus szabalyozas

Respiracio

0.0 -1.0 -2.0 -3.0 -4.0 -5.0 -6.0 -7.0

Fy (MPa)

20. abra A szarazsagstressz hatasa oliva fa élettani folyamataira a cs6kkend levél vizpotencialja fliggvényében.
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FAZELI et al. (2007) szarazsagstressznek kitett szezdm fajtakat (Sesamum indicum L.
cvs. Darab14 és Yekta) vizsgalva levelekben és gyokérben egyarant novekvd enzimaktivitasi
értekeket kaptak (SOD, POD, KAT, PPO) csokkend Osszfehérje-tartalommal egyidejiileg. A
Yekta fajta szarazsagtlirdbbnek bizonyult a szovetekben mért alacsonyabb malonaldehid-
tartalomnak megfeleld kisebb lipidperoxidacios-szint, €s a magasabb enzimaktivitasi értékek
miatt.

Gabonanovényekben szarazsagstressz hatasara 15.5 %-os fenoloidtartalom novekedést
figyeltek meg. Bizonyitottdk az etanol-amin rezisztencia-fokozo hatdsat, a stressznek kitett
novényeket etanol-aminnal kezelve a fenoloidok mennyisége 61 %-ra, a POD aktivitasa,
pedig 88 %-kal emelkedett (BERGMANN et al., 1999).

Magyar kutatok mesterségesen indukalt szarazsag (Carbowax kezelés) hatasat
tanulmanyoztak szdrazsagtiird ¢és szdarazsagra érzékeny bab novényeken. Eredményeikben
novekvo peroxidaz aktivitast és endogén formaldehidtartalmat kaptak mindkét fajta esetében,
s a teljes POD ¢s néhany izoenzim aktivitisa jé korreldciét mutatott az endogén
formaldehidtartalommal (21. és 22. abra) (STEFANOVITS-BANYAI et al., 1998).

140 T
- E 120
E‘ 5
~ 100
E 8
@ £ w0
& £
2 ® 60 s
g 3
o -
] £ 2
= e
0
0% 2% % 6% 8% 10%
CARBOWAX CARBOWAX
21. abra Szarazsagtiird ¢s szarazsagra érzékeny bab 22. abra Szarazsagtlir6 ¢és szarazsagra érzékeny bab
endogén formaldehidtartalma. POD aktivitasa.
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KUTATASI CELOK

A tolgymakk taroldsaval és csirazasi folyamatainak vizsgalatdval a Nyugat-
magyarorszagi Egyetem Erdomiivelés Tanszéke 1993 ota foglalkozik. Eredményeikbdl
egyértelmiivé valt, hogy a témateriilet kutatdsahoz komplex bioldgiai, biokémiai ismeretekre
van sziikség. Ez indokolta az Egyetem Kémiai Intézetének és Erdomiivelés Tanszékének
kozremiikodesét e kutatasi iranyvonalon. Ennek a program képezi részét a Ph. D. dolgozatom
témakore is.

A kocsanyos tolgy csak 8-10 évenként hoz bd termést, ebbdl fakaddan rendkiviil
fontos megoldandd feladat, a makkok minél hosszabb tavu, csira- és életképességének
megorzésével jaro tarolasa.

Kulcsfontossagu a novény ¢€s kornyezete kozotti kolecsonhatdsok megértése, az
életfolyamatok, torvényszeriiségek tanulmanyozasa, valamint annak nyomon kovetése, hogy a
novény hogyan reagdl a megvaltozott kornyezeti feltételekre. Ehhez ismerni kell, hogy az
adott termdhelyen a kornyezeti paraméterek hirtelen valtozasabol eredd stresszhatasok,
milyen valaszokat indukalnak az egyes novényfajokbdl.

A novények kornyezeti stresszhatasra kétféle modon reagalhatnak attdl fiiggden, hogy
fejlodésiik mely szakaszaban, milyen erdsségli és iddotartamu hatds éri Oket. Reverzibilis
stresszfolyamatokon mehetnek keresztiil, melyek soran alkalmazkoddképességiik erdsodik,
vagy a stresszhatds erdsségétdl fiiggden bekovetkezhet irreverzibilis atalakulds is, mely a
novények pusztulasat okozhatja.

Természetes koriilmények kozott a csirdzast, a novény fejlodését, az ontogenezis
kezdeti szakaszaban szamtalan kornyezeti tényezd egyiittes hatdsa befolydsolja, ugymint
hémérséklet-ingadozés, vizellatds, a talaj tdpanyagtartalma, fénymennyiség, paratartalom,
légmozgas, s egyéb biotikus és abiotikus stresszhatasok. Feladatunk a lehetséges stresszorok
¢s hatdsaik figyelembevételével a termdhelyi adottsagoknak legmegfelelobb, a kornyezeti
paraméterekhez leginkabb alkalmazkodni képes fajok kivalasztasa, tovabba a novények élet-,
alkalmazkodo-, stressztiird-, és termoképességének fokozdsa. Az egyedfejlodés, tarolds,
valamint a stressz hatasanak vizsgalatdhoz olyan fizikai és kémiai indikatorokat alkalmaztam,
melyek szakirodalmi adatok alapjan stresszérzékeny paramétereknek bizonyultak.

Kutatasi célkitlizések:

1. Az ontogenezis jellemzése sziklevelek relativ tomeg-stirtiség értékeivel.

2. A tarolt makkot éré hidegsokk, mint lehetséges kornyezeti stresszhatds modellezése
endogén formaldehidtartalom, fenoloidtartalom, ¢s katalaz aktivitas alapjan.

3. A kocsanyos tolgy (Quercus robur L.) korai egyedfejlodési szakaszaban az egyes szoveti
strukturdk - sziklevél, gyokér, levelek — endogén formaldehid-, illetve Osszfenoloid-
tartalmanak meghatdrozésa.

4. Az oxidoreduktdz enzimek koziil a katalaz, peroxiddz és polifenol-oxiddz enzimek
szerepének vizsgalata a novény fejlodésének kiilonb6zo periodusaiban.

5. Az altalam alkalmazott tarolasi technika makkok ¢€lettani folyamataira gyakorolt hatadsanak
vizsgélata, a valasztott szignal molekulakon, ill. paramétereken keresztiil.

6. Az ontogenezis €s tarolas jellemzése enzimkorrelacids vizsgalatokkal.

7. Hatleveles allapotu kocsanyos tolgy csemeték hideg-, fényhidny- és szarazsagstressz
hatdsara bekovetkezd stresszvalaszainak tanulmanyozasa a levelek endogén formaldehid-,
valamint dsszfenoloid-tartalménak véltozasa alapjan.

8. A kilonbozé kornyezeti hatasokra bekovetkezd enzimaktivitasbeli modosulasok
feltérképezése kataldz, peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek segitségével.

9. Az egyes stresszesemények jellemzése enzimkorrelacidval.
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II. KISERLETI RESZ

5. MINTA, ANYAG ES MODSZER
5.1 Kisérlettervezési szempontok

NEMETH et al. (2002, 2004) csiraztatasi kisérleteikben linearis fiiggvénykapcsolatot
allapitottak meg a makk tomege ¢&s slirisége kozott. Bizonyitottdk, hogy a makk
egyedfejlodésére mérettdl fiiggetlen, fajlagos vizfelvétel jellemzd. A tomegnovekedés és a
relativtomegnovekedésre esd stirliségesokkenés a csirazd csertdlgy makk altalanos biologiai
sajatsaga. Megallapitottdk, hogy a csertdlgy makk csirazasat kisérd fizikai tulajdonsagok
determinisztikus véaltozasa a bioldgiai rendszer lényegébdl fakad. Ezek alapjan az
egyedfejlodési allapotokat relativ tomeg - nyugalmi allapothoz viszonyitott tomeg - ¢&s
stirliség értékekkel definidltak. A csirazasi allapotot értékeik egyértelmiien jellemezték. Az
azonos fejlédési allapotu makk-egyedek kivalaszthatdok voltak a csirazé makk tomege ¢&s
stirlisége alapjan tervezett mintavétellel. Igy a csiraztatasi kisérletek egymassal statisztikailag
Osszevethetokké valtak.

Vizsgalataim soran tehat, tomeg és siirliség alapjan valogatott makkot hasznaltam fel
csirdztatdsra, mind az egyedfejlodési, mind a stresszvizsgéalatok sordn. A mintavétel tehat
iranyitottan tortént.

5.2 Csiraztatasi, csemetenevelési koriilmények

A vizsgalataim targyat képezd kocsanyos tolgy termosajatsagaibol fakadoan, a
makktételt 2004-ben a Délalfoldi Erdészeti Zrt. Gyulai Erdészetébdl, 2005-ben és 2006-ban
pedig a Kisalfoldi Erd6gazdasag Zrt. Rabakozi Erdészetének vitnyédi csemetekertjébol
szereztiik be.

A magokat tiszta, hideg vizben megusztattuk, hogy szétvalasszuk a sériilt, 1éha
szemeket az egészségesektol. Ezt kovetden elvégeztiik a gomba elleni kezelést (DITHANE M
45: 0,5 % ¢és Chinoin Fundazol: 0,1 %), majd a makkot mostuk és hamoztuk. Csak ép
terméshéjjal rendelkezd, penészmentes egyedeket valasztottunk csirdztatasra, csokkentve a
fertdzott, esetlegesen biologiai stresszhatas alatti, illetve életképtelen makk csirazasi
szazalékrontd hatdsat. A csemeteneveléshez a magvak tomegét és siirliségét Scaltec
gyartmanyu, SBC 21 tipusu analitikai mérleggel hataroztuk meg. Az azonos suUrliségi
makkokat (1 % eltérés) 300 ml térfogata, 100 °C-on két ordig sterilizalt P1 perlitagyba
egyenként 15 x 15 mm-es halézatban helyeztiink el. Az egyenletes vizellatast heti két
alkalommal, desztillalt vizzel biztositottuk. A csiraztatas laboratériumi koriilmények kozott,
20-22 °C-on, normal szobahdmérsékleten, temészetes fény mellett tortént. Az egyedek
nevelése alatt a csemetéket kiilon tap- és sdoldattal nem kezeltiik (1. sz. melléklet/1. abra).

5.2.1 Egyedfejlodés vizsgalata

Az ontogenezis korai szakaszaira tervezett vizsgalatokhoz elengedhetetleniil sziikséges
volt az egyedfejlodési allapotok reprodukalhatod és pontos rogzitése. Fejlodési allapotoknak a
csiranovény morfogenezisének fazisait, 0j szoveti strukturdinak kialakuldsat (gyokocske,
riigyecske, kifejlett karogyokér megjelenése, csucs- és oldal levelek kifejlodése) valasztottam.

Nyugalmi allapotu makknak a friss (Usztatott, csdvazott és mosott), meghamozott, és
tomeg, stirliség alapjan valogatott magvat tekintettem.
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A gyokocske megjelenéséig tartd, duzzadasi allapotnak (imbibicidnak) nevezett
csirdzasi szakaszban az egyedfejlodés nyomon kovetését a magvak tomegeloszlasa és a
morfologiai valtozasok hidnya megneheziti, ezért a duzzadasi allapot jellemzésére 4 napig,
kb. 10-15 % tomegnovekedésig csiraztatott, azonos tomegii €s stirliségli makkot valogattam.

Kovetkezd egyedfejlodési allapotnak a gyokocske megjelenését valasztottam. A
makkokat ezt kovetden 0.5 literes csiraztatd tolesérekbe, Florasca B tipusu foldbe iiltettiik at
és meleghazi koriilmények kozott neveltik tovabb (13 °C homérséklet, 970 hPa 1égkori
nyomds, ¢€s 75 % relativ paratartalom). Ezt kovetden a riigyecske kifejlodését tekintettem a
soron kovetkezd mintdzando stadiumnak (1. sz. melléklet/2. abra).

A gyokeres allapot vizsgalatira probaméréseket végeztink, a megfeleld méretii
gyokérrel rendelkezd fejlodési stadium kivalasztasahoz. Leveles allapot jellemzésére a
hatleveles csemetéket vizsgaltam. A mintavételi idopontokat a 9. tdblazat foglalja dssze.

9. tablazat Az egyedfejlodési allapotok mintavételi idépontjai.
_Egyedfejlédés Idépont

Vilogatas 2004. december 2.

Nyugalmi 2004. december 3.

Duzzadasi 2004. december 6.

Gyokocske 2004. december 9.

Riigyecske 2005. januar 6.

Gyokeres 2005. januar 12.

Leveles 2005. februar 3.

5.2.2 Tarolasi vizsgalatok

Az altalam alkalmazott raktarozasi mddszer soran, a magvakban lezajlo fizioldgiai és
biokémiai folyamatok tanulmanyozasara, 11 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom mellett,
hiitében tarolt, csavazott kocsanyos tolgy makkot vizsgaltam 2004 decemberétél — 2005
aprilisaig tartd iddszakban. A pdaratartalmat naponta hiitébe helyezett 0.5 liter forréviz
behelyezésével biztositottuk, folyamatosan ellendrizve a homérsékletet. A makktételt
lyukacsos kosarban, sziirdpapiron taroltuk, a lecsapodd para megkotése érdekében, a
papirokat hetente cserélve. A mintavételnél ép héjju, csiramentes magokat pucoltunk és
analizaltunk. A 10. tdblazatban a tarolasi vizsgalatok mintazasi iddpontjai lathatok.

10. tablazat A tarolasi vizsgéalatok mintavételi idopontjai.
Taroldas Idopont
1. 2004. december 3.
2005. januar 17.
2005. februar 21.
2005. aprilis 12.

8

5.2.3 Stresszvizsgalatok

A stresszvizsgalatok koziil a hideg, a fényhidny és a szarazsadg laborkoriilmények
kozott legkonnyebben modellezhetd abiotikus stresszhatasok kozé tartoznak, melyek a
novények életében leggyakrabban el6fordulhatnak, és a kocsanyos tolgy egyedfejlodésének
korai szakaszaban is domindnsak lehetnek. Ebben az egyedfejlédési allapotban a novények
sokkal érzékenyebben reagilnak a hoémérséklet, a fénymennyiség, és a vizellatottsag
csokkenésére.

Abiotikus stresszvizsgdlataimhoz a fentebb emlitett koriilmények mellett tarolt
magvakat eldzetes valogatds utdn félig perlitbe agyazva csirdztattam, a gyokocske
megjelenéséig, s ezutan kiillonb6zo idétartamu (0-100) hidegstressz-hatasnak tettem ki.
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Hatleveles allapotu csemeték stresszre adott valaszreakcidinak tanulmanyozasdhoz,
tomeg, stirliség alapjan valogatott makkokat 0.5 literes poharakba, Florasca B tipust foldbe
iiltettiink a késObbi stresszvizsgalatok konnyebb kivitelezhetdsége érdekében, s a csemetéket
szintén meleghazi koriilmények kozott neveltilk a megfeleld morfoldgiai fejlettségi allapot
eléréséig (1. sz. melléklet/3. abra). A mérési idopontok a 11. tablazatban talalhatok.

11. tablazat Stresszvizsgalatok idépontjai.

2005 2006 2007
Tolgymakk
Hidegstressz apr.28.-30.
Tolgycsemete
Kontroll jan. 30. apr. 26. marc.22.
Hidegstressz jan. 30. maj.3.  marc.22.
Feényhidanystressz  jan.31. maj.8.  marc.23.
Szarazsagstressz apr.20.-maj.3.
Kontroll marc.22.
L apr.20.
1L apr.26.
111. maj.3.

5.3 A meghatarozott fizikai és kémiai paraméterek

A kocsanyos tolgy korai ontogenezisének ¢élettani folyamatait az elsé négy
egyedfejlodési allapotban sziklevélbol, gyokeres allapotban sziklevélbdl és gyokérbol, mig
hatleveles stadiumban sziklevél-, gyokér- és levélszovetekbdl mért fizikai és kémiai
paraméterek segitségével kovettem nyomon. A tarolasi vizsgalatokat havi mintavételezéssel
sziklevélszovetekbdl végeztem el, ugyanazon komponensek mennyiségi valtozasa alapjan. A
hidegstressz fiziologids ¢&s élettani hatdsait csirdzdo makk sziklevélszovetébol, illetve
hatleveles allapotii kocsanyos tolgy csemeték levelébdl tanulméanyoztam. A fényhidny- ¢és
szarazsagstresszt ugyancsak hatleveles allapotii csemetéken vizsgaltam. A mérések idejét €s a
meghatarozott fizikai és kémiai paramétereket a 12. tablazat foglalja 6ssze.

12. tablazat A vizsgalatok ideje és a meghatarozott fizikai és kémiai paraméterek.

Elvégzett vizsgalatok / 2004. dec. - 2005. dapr.  2005. dec. - 2006. dapr.  2006. dec. - 2007. dpr.
Vizsgalatok ideje

Meghatarozott fizikai és kémiai paraméterek
relativ tomeg-strtiség,
I. Egyedfejlédés tanulmanyozasa HCHO, Osszfenol,
KAT, POD, PPO
tomeg-stiriiség,
II. Tarolasi vizsgalatok HCHO, Osszfenol,
KAT, POD, PPO

III. Stresszvizsgalatok
relativ tomeg-strliség,

a. makk HCHO, Osszfenol,
1. Hidegstressz KAT
b. csemete HCHO, Osszfenol, HCHO, Osszfenol, HCHO, Osszfenol,
KAT, POD, PPO KAT, POD, PPO KAT, POD, PPO
2. Fényhianystressz - csemete HCHO, Osszfenol, HCHO, Osszfenol, HCHO, Osszfenol,
KAT, POD, PPO KAT, POD, PPO KAT, POD, PPO
3. Szarazsagstressz - csemete HCHO, Osszfenol,
KAT, POD, PPO
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5.4 Mintael6készités, extrakcio, anyag, eszkoz és vizsgalati moédszer

Az egyes novényi részekbol meghatarozott kémiai és fizikai paraméterek a kovetkezok
voltak:

* makk tomege ¢&s stlirtisége,

= endogén formaldehidtartalom,

= fenoloidtartalom,

= kataldz enzim aktivitasa (KAT),

» peroxiddz enzim aktivitdsa (POD),

= polifenol-oxidéz enzim aktivitasa (PPO),

= sszfehérje-tartalom az enzim aktivitasok szamitasahoz.

Az analizalt novényi részek:

» makk sziklevélszovetébol készitett atlagminta,
= csemete novény sziklevelébol készitett atlagminta, teljes gyokérzet és levél.

A mintaeldkészités sziklevelek ¢és gyokér esetében folyékony nitrogénnel tortént, a
levélszoveteket a levelek tomegével megegyez6 mennyiségii kvarchomokkal dérzsoltem el.

7

5.4.1 A makk tomegének és siiriiségének meghatarozasa

A kocsanyos tolgy makkok mosdsa és a tapadonedvesség letorlése utan, tomegiiket,
Scaltec SBA 21 tipust analitikai mérleggel hataroztam meg. A slriiségiiket a mérleghez
csatlakoztathato stirliségméro-feltéttel meghatarozott felhajtoerobdl és a makk tomegébol
szarmaztattam.

5.4.2 Az endogén formaldehidtartalom meghatarozasa

Az endogén formaldehidtartalom meghatdrozasdhoz a dimedon (5,5-dimetil-ciklo-
hexéan-1,3-dion) formaldehid generatorokkal végbemend reakcidjat alkalmaztuk. A dimedon a
generatorokkal - a formaldehiddel in vitro lejatsz6dd reakcidjaban is keletkezé - addukt
szarmazékot, formaldemetont (1,1',3,3'-tetraketo-5,5,5',5'-tetrametil-2,2'-diciklo-hexil-metan)
képez (23. abra). A dimedonos minta-eldkészités utan a formaldemeton analizisével
hatarozhaté meg a mennyiségével aranyos endogén formaldehidtartalom.

0 0 0 0
0
HLC [l CH H:C CH
3 . C ¥ 3 - CHg i H.0
H.C H "H CH, H.C CH,
0 0 0 0

Dimedan Faormaldehid Formaldemetan

0 0 OH HO
HyC CH, CH; H.C CH, CH;
H.C CH; H.C CH,
0 0 0 0

Keto-enol tautaméria

Keto-forma Enolforma

23. abra A dimedon ¢és a formaldehid reakcidja és a képz6d6 formaldemeton keto-enol tautoméridja.
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Extrakcio

Az extrakciondl oldoszerként viz helyett metanolt alkalmaznak, mivel a
formaldemeton vizben rosszul, metanolban viszont jol oldédik. A reakcio soran keletkezd
formaldemeton oldatban marad. A varhat6 endogén formaldehidtartalom fogja meghatarozni
az extrahéldszer dimedon tartalmat. Fontos mintakészitési szabaly, hogy a 0.7-1 ml metanol
30-40-szer nagyobb anyagmennyiségben tartalmazzon dimedont, mint a 0.25 g tomegl
biologiai minta. Ebben az esetben a mintaelokészitési reakcioban a dimedontartalomnak csak
az endogén formaldehiddel ekvivalens mennyiségli kis hanyada (kb. 10 %) képez
formaldemetont. A kismértékli dimedon koncentracid csokkenés elhanyagolhaté mértékben
befolyasolja a mintakészitési reakcio sebességét, amelyet igy a koncentraciok szempontjabol
dontéen csak az endogén formaldehidtartalom hataroz meg. (A dimedon koncentracio
figgvényében a reakcio rendje megkozelitoleg kozel zérusrendiivé és sebessége maximalissa
valik.) Atlagos endogén formaldehidtartalomra tervezve a minta-elokészitést, az ismertetett
szempontok alapjan 0.25 g tomegl csiranévény mintat (sziklevél-, illetve gyokérszovet),
illetve 0.5 g kvarchomokkal egyenld tomegaranyban eldorzsolt levélszovetet 0.7 ml térfogata,
0.01 %-os dimedonos metanol oldattal egy hétig szobahémérsékleten extrahdltam eppendorf-
csOben.

Mérési modszer

A meghatarozas el6tt a mintakat 10 percig (16000 fordulat/s) centrifugaltam, majd az
endogén formaldehidtartalommal aranyos formaldemeton analizisére forditott fazisi nagy
nyoméasu folyadékkromatografiat (RP-HPLC) alkalmaztam (NEMETH, 2002). A mérést 2.62-
es pH-ju savas eluenssel (77 % metanol — 23 % 0,01 M sésav) 260 nm hulldmhosszon
végeztem el. A kromatogram felvételi ideje 7 perc volt. A jelfeldolgozast kromatografias
szoftverrel (NEMETH, 2002) standard vegyiilet segitségével, retencids id6 és spektrumkép
alapjan készitettem el. A retenciés id6 ~ 4.33 perc volt. A csucs azonositasa egyértelmi volt,
mivel az elvélasztas a formaldemetonra nézve szelektiv, a kromatogramban a detektalas
hulldmhosszan a matrix komponensek a holt térfogathoz kozel eludlodnak. A mennyiségi
kiértékelés a csucs lehatdrolésa, csucsteriilet meghatarozasa alapjan tortént. Mintanként harom
parhuzamos mérést végeztem. Az eredményeket minden szoveti struktira esetében nedves
tomegre vonatkoztatva adtam meg.

Eszko6zok, miiszerek

Automata pipettdk, Scaltec SBA 21 tipust analitikai mérleg, Hettich EBA 21
centrifuga, HPLC: Gradiens pumpa (Gynkotek M 480, Germering, Németorszag), Injektor
(Rheodyne 8125) + 20 pl mintabemérd hurok (Kalifornia, USA), Kromatografids oszlop
(forditott fazisu, C8, C18 allofazis), UV-detektor (TOSOH TSK 6040, Kyoto, Japan), 2102
ADDA konverter (Elektroflex GM, Szeged)

Vegyszerek és fogyoeszkozok

Folyékony nitrogén (Messer Hungarogaz Kft., Gyor), dimedon (Sigma, Budapest),
kvarchomok (Reanal, Budapest), sésav (Reanal, Budapest), HPLC-s metanol (Reanal,
Budapest), desztillalt viz (Millipore Elix 10 késziilék). A felhasznalt vegyszerek analitikai
tisztasaguak voltak.

5.4.3 A fenoloidtartalom meghatarozasa

A fenoltartalmat SINGLETON és ROSSI (1965) altal leirt fotometrids mdédon, Folin-
Ciocaltau reagens segitségével hataroztam meg, mely eljaras alapelve, hogy a reagens a

43



fenolok —OH csoportjaval kék szini komplexet képez, s az oldat abszorbancidja aranyos az
extraktum fenoloidtartalmaval.

Extrakcio

Az extrakciohoz 0.2 g novényi mintat (sziklevél, gyokér), valamint 0.4 g
kvarchomokkal egyenld tomegaranyban eldorzsolt levélszovetet 10 ml 80 %-os vizes
metanollal fél o6rdig lefedve extrahadltam, folyamatos magneses kevertetéssel. Az
extraktumokat Whatman GF/A (¢25 mm) iivegszalas szlirOpapiron szlirtem at, és analizalasig
hiitében taroltam (5 °C).

Mérési modszer

A sziirlet fényelnyelését 760 nm hulldmhosszon hatdroztam meg, mintanként harom
parhuzamos méréssel. Standardként kvercetint hasznaltam, minden mérési sorozat esetén
elvégezve a kalibracidt. Az eredményeket nedves tomegre vonatkoztatva adtam meg.

Eszkozok
Analitikai mérleg (Scaltec SBA 21), spektrofotométer (HITACHI U-1500), Varimag Polyl5
tipusu magneses keverd, automata pipettak.

Vegyszerek és fogyoeszkozok

Azonos fali kémcsovek (egységes hdatadds miatt), Whatman GF/A iivegszalas sziir6papir
(¢25 mm) (Sigma, Budapest), metanol (Reanal, Budapest), kvercetin-dihidrat (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Németorszag), desztillalt viz (Millipore Elix 10 késziilék). A felhasznalt
vegyszerek analitikai tisztasaguak voltak.

5.4.4 A katalaz enzim ativitasanak meghatarozasa

A kataldz enzim aktivitdsa az egységnyi tomegli novényi szovet altal egységnyi 1do
alatt fejlesztett oxigén géz anyagmennyiségével jellemezhetd. A meghatdrozéast Frenyo-féle
gazvolumetrias méroedény segitségével végeztem el (BOTZ et al., 1995).

Mintael6készités

A sziklevél koldokfeloli oldalanak felsé harmadabodl egy-egy, a kb. 20 cm-es fogyokér felsd
részEbol ketto, a levélbol, pedig tizenkét korongot vagtam ki {ivegeso segitségével, tomegiiket
meghatdroztam (~0.01 g) és 1.50 ml 3 %-os hidrogén-peroxiddal jelig toltve a korongokkal
teli Frenyo-féle gazvolumetrias méréedényt, majd a mintat hidrogén-peroxiddal érintkezésbe
hozva, stopperrel mértem az adott térfogatu oxigén gaz fejlodéséhez sziikséges idot.

Eszkozok
Frenyo-féle gazvolumetridas mérdedény (recipiens), kalibralt iivegesd, analitikai mérleg

(Scaltec SBA 21), stopper.

Vegyszerek és fogyoeszkozok
Hidrogén-peroxid (Reanal, Budapest), desztillalt viz (Millipore Elix 10 késziilék).

5.4.5 A peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek ativitisinak meghatarozasa
A mérés alapjaul SHANNON et al. (1966) fotometrids mérési mddszere szolgalt. Az

enzimaktivitas pH fliggésének meghatarozasdhoz sziikséges optimalis pH-t 5.0 és 6.5 kozotti
tartomanyban hatdroztam meg. Az eredmények alapjan az extrakciot és az aktivitadsok mérését
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sziklevél- €s gyokérszovetek esetében az 5.5-es, levélszovetnél, pedig a 6.0-os pH értéki
pufferrel végeztem.

Extrakcio

Az extrakciohoz sziklevél és gyokér esetében 0.6 g, mig levélszovetek esetében 1.2 g
kvarchomokkal azonos tomegaranyban eldorzsolt novényi mintat extrahaltam 20 percig
magneses keverdn 15 ml 5.5, illetve 6.0 pH-ju foszfat-pufferrel centrifugacsévekben. Majd 10
perc 6000/perc fordulatszamon torténd centrifugalds utan a feliiliszot leszivtam és azonnal,
vagy legkésobb masnap meghataroztam az enzimaktivitasokat.

Mérési modszer

Az enzimaktivitdisok meghatdrozasat az extrakcional alkalmazott pH értékii pufferrel
végeztem, mintanként harom parhuzamos méréssel. A mérési eredményeket Osszfehérje-
tartalomra vonatkoztatva adtam meg.

POD aktivitas mérése

és 30 pl 0.3 %-os hidrogén-peroxidot alkalmaztam. A puffer 1700 pl KH,PO4-
Na,HPO4.2H,O volt, a minta, pedig 5-30 pl. Az abszorbancidt 480 nm hulldmhosszon
hatdroztam meg. Egy Unit az 0.01 AA/perc.

PPO aktivitas mérése

A polifenol-oxidaz aktivitasok koziil a katekolaz aktivitdsat mértem kisérleteink soran, mely
enzim az o-difenolok oxidacidjat katalizdja o-kinonokkda. Szubsztratumként 0.2 M-os
pirokatechin oldatot alkalmaztam a megfelel6 pH-ju pufterben feloldva (1000 pl), a puffer
szintén KH,PO4-Na,HPO4.2H,0 volt 1000-1250 ul mennyiségben, az extraktum mennyisége,
pedig 250-500 pl volt. Az abszorbanciat 420 nm hulldamhosszon mértem. Egy Unit-nak 0.001
AA/perc-et vettem.

Fehérjetartalom meghatarozdsa

Ehhez a méréshez a fotometrids BRADFORD modszert hasznaltam (BRADFORD, 1976),
melyhez 0.05 g Coomassie Brillant Blue G-250 reagenst 25 ml 95 %-os etanolban, valamint
50 ml 85 %-os foszforsavban oldottam fel, és desztillalt vizzel 500 ml végtérfogatra
egészitettem ki. Az igy elkészitett szinezéket tobbszor atszlirtem Whatman GF/A {ivegszalas
szlropapiron az oldat barnds-zold szinéig. A meghatarozashoz 2400 pl reagenst elegyitettem
300 pl foszfat pufferrel és 300 pl extrahalt mintaval. A mérést 595 nm-en {liveg kiivettdban, a
homogenizalast kovetden inditottam és az abszorbancia értékeket 5 perc utan olvastam le.
Standartként 92 %-os Bovine Serum Albumin-t (BSA) alkalmaztam. A kiértékelést ThreeKey
1.0 szoftverrel tortént (HOFMANN, 2000).

Eszkozok
Variomag Polyl5 magneses keverd, Hettich EBA 21 centrifuga, Hitachi U-1500
spektrofotométer.

Vegyszerek és fogyoeszkozok

Pirokatechin, kalium-dihidrogén-foszfat, dinatrium-hidrogén-foszfat, Coomassie Brillant Blue
G-250, absz. etanol, metanol, foszforsav (Reanal, Budapest), hidrogén-peroxid, 92 %-o0s BSA,
3,3’-diaminobenzidin, Whatman GF/A {vegszéalas papirsziird (Sigma, Budapest). A
felhasznalt vegyszerek analitikai tisztasagliak voltak.
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5.4.6 A mérési eredmények feldolgozasa

A mérési eredményeim statisztikai kiértékelésénél az alabbi megfontolasok szerint

jartam el:

A mérési sorozatok kiugrd értékeinek kimutatdsat és szlirését Nalimov-probaval
végeztem.

Az egyes adatsorok szdrasanak Osszehasonlitdsdhoz Bartlett-probat (szorasnégyzetek
homogenitasvizsgalata) hasznaltam. A proba elonye, hogy egyszerre tobb adatsor
szorasanak Osszehasonlitdsara alkalmas, és nem befolydsolja az egyes adatsorok
sziirésbol adodo esetleges eltérd mintaszama.

Inhomogenitas esetén az Osszehasonlitanddé mérési pontok szdrasnégyzeteinek
vizsgalata F-probaval tortént.

Azonosnak tekinthetd széraseredményeknél a szignifikancia vizsgalathoz kétmintas t-
probat, eltérd szorasnégyzetek esetében korrigalt t’-probat alkalmaztam (SVAB,
1967). Az eredmények ellenérzésére ezekben az esetekben Tukey-Kramer tobbszoros
Osszehasonlitési tesztjét valasztottam.

A linedris regresszios vizsgalatoknal az egyenesek meredekségeinek sszehasonlitasat
kovariancia analizissel végeztem el.

A vizsgalati eredményeket tartalmazo dbrdk a parhuzamos mérések atlagat és a

konfidencia intervallumokat tartalmazzak. A mellékletben megtaldlhatok a hozzajuk tarsuld
statisztikai tabldzatok a szignifikancia vizsgalat eredményeivel. Az idében nyomon kovetett
stresszvizsgalatoknal a stressz hatasara bekovetkezd oszcillacid kihangsulyozasa érdekében
valasztottam az adott diagramtipust. A kovetkeztetések levonasahoz statisztikai tadblazatokban
kozlom a mérési eredmények szamszerisitett atlagértékeit, s a kozottik 1évo szignifikans
kiilonbségeket (95% feltételezési valoszinliség mellett). Jobb alsé indexben a vizsgalt mintak
szama, jobb felsé indexben a szignifikancia lathato. Az azonos betiik a szignifikancia hianyat,
a kiilonbozoek szignifikans eltéréseket jeleznek.

Az adatok elemzéséhez Microsoft Excel, valamint StatsDirect v. 2.6.5. (StatsDirect

Ltd., UK) statisztikai szoftvert hasznaltam.
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III. KISERLETI ERDMENYEK ERTEKELESE

6. A FIZIKAI ES KEMIAI PARAMETEREK VIZSGALATA

Az ontogenezis anyagcsere-folyamatai a novények fizikai és kémiai paramétereivel,
komponenseivel jellemezhetok. Mennyiségi ¢€és mindségi valtozasukon keresztiil
feltérképezhetdk a biokémiai folyamatok: a fejlodési allapotok uralkodd anyagcsere-utvonalai
és azok részfolyamatai. A kivalasztott paraméterekre szoritkoz6 vizsgalatokkal kivantam
minél atfogdbb képet kapni a kocsanyos télgy korai ontogenezisének folyamatairdl, a tarolas
alatt bekovetkez6 makkmindségbeli valtozasokrdl, valamint a makkot és a csemete novényt
érd lehetséges stressz eseményekrdl €s azok hatasairdl. A kovetkezd harom fejezetben e
témakoroket fogom taglalni szignalvegyiiletek mennyiségi valtozasan keresztil. A
haszonnovényekre és csertolgyre mar sikerrel alkalmazott endogén formaldehid ciklus
elméletét kiterjesztettem a kocsanyos tolgyre. A csertdlgynél elvégzett relativ tomeg-siirliség
vizsgalatokat megismételtem erre a fafajra vonatkozdélag. A biokémiai folyamatok
mélyrehatébb tanulmanyozéasa érdekében az indikatortényezdk spektrumat kibdvitettem
enzimvizsgalatokkal és Osszfenoloid-tartalom meghatarozassal, igy a mérési eredmények
értékelésénél lehetdség nyilt egy 1j kornyezeti-hatasvizsgéalati modszert kidolgozasara,
melyben a novény stresszre adott valaszreakcidja sordn megjelend fiziologiads események
nyomon kovetése enzimkorrelacids vizsgalatokkal tortént. Rogzitettem ezen eljaras kiindulasi
feltételeit, s bizonyitottam az enzimkorrelacid stressz-érzékenységét. Az alkalmazott kutatasi
eljarassal lehetdség nyilik a kornyezeti hatdsok finomabb feltérképezésére.

6.1 Biokémiai és fizikai paraméterek valtozasa az egyedfejlodés alatt

A noévény kiilonbozd fejlodési allapotaiban jelentkezd stressz beazonositdsdhoz
sziikséges az egyedfejlodési allapotokhoz tartozd paraméterek ismerete. A kocsanyos tolgy
egyedfejlddésének fizioldgiai, bioldgiai, biokémiai allapotvaltozasait, relativ tomeg-siirliség
fuggvénykapcsolattal, endogén  formaldehidtartalommal, ill.  fenoloidtartalommal,
oxidoreduktaz enzimek aktivitdsdval, enzimkorrelacidés vizsgéalatokkal é&s Osszfehérje-
tartalommal jellemeztem. A kisérleti eredmények statisztikai kiértékelését a 2. sz. mellékletek
tablazatai tartalmazzak.

6.1.1 A csirazas hatasa a kocsanyos tolgy makk fizikai sajatsagaira

A magvak duzzadasa fizikai, kémiai és biokémiai folyamatok Osszessége, ami a
raktarozott tapanyagok kolloid sajatsagaibdl fakad. A szénhidratok, lipidek és fehérjék
hidrofil funkcids csoportjai (-NH,, -OH, -COOH) elsdsorban hidrogénhid kolcsonhatason
keresztiil, magukhoz vonzzdk a vizmolekuldkat, maguk koriil hidratburkot kialakitva. A
makromolekuldk, illetve a raktarozott vizoldhat6 vegytiletek oldoédasa noveli az intracellularis
tér ozmozis nyomasat, ami a szabad kapillarisok oldattal torténd feltoltodését segiti eld. A
hidrolitikus biokémiai folyamatok a tarolt makromolekuldkat (lipidek, keményitd, fehérjék)
épitdegységeikre bontjak. A mdlszam noveld reakcidkban a kis molekulatomegl vegyiiletek
(cukrok, aminosavak) az intracellularis tér oldott anyagokkal valo telitddéséig novelik az
ozmdzisnyomast, fenntartvan a magvak duzzadasat kisérd folyamatos vizfelvételt.

A csirdzas sejtmegnyulassal jar6 szakasza tovabbi potlolagos vizfelvételt eredményez,
igy a magvak tomege ¢s térfogata a vizfelvétel és duzzadas eredményeként egyidejlileg
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novekedik. Ennek mértékét dontden a tapanyagok mobilizaciojaban résztvevo
makromolekuldk hidrolitikus bontdsanak intenzitasa hatarozza meg.

A tomegnovekedés a vizfelvétel, s egyszersmind a magok 1égzésének kovetkezménye.
A csiraz6 makk tomegét a raktarozd szovetekbe keriild viz és oxigén mennyisége noveli, mig
a kibocsatott szén-dioxidé csokkenti. Mivel az egységnyi makktérfogatra vonatkoztatott szén-
dioxid mennyisége kisebb a felvett, fajlagos viz és oxigén egyiittes mennyiségénél, ezért a
magok tomege novekedni fog.

Ezen folyamatok velejardja a makksiirliség megvaltozasa. A hidrolitikus folyamatok a
raktarozd szovetek szilard halmazallapotu, viznél nagyobb stlriiségli makromolekularis
anyagtartalmat csokkentik. A lebontott keményitd ¢és fehérjék térfogatat az intracelluldris tér
makromolekuldris anyagoknal kisebb siiriségli oldata tolti ki. A  tdpanyagok
mobilizaciojaban, a raktarozo sejteken beliil egyre csokken az oldat siiriségénél nagyobb
stiriiségli tapanyagok térfogata. Mindezek kovetkezménye a csirdzas alatti makksiirtiség
csokkenése lesz.

A NEMETH (2002) altal statisztikailag bizonyitott vizfelvétel fajlagos allandosaga
miatt, a makk abszolut tomegnovekedése mérettdl fiiggd, mig slirtiségesokkenése mérettdl
fuggetlen paraméterek. A fizikai sajatsdgokban adodd kiilonbség - a tomeg extenziv, a
stiriség intenziv (fajlagos) fizikai tulajdonsag - kikiiszobolhetové valt a csirazasi makktomeg
nyugalmi allapotti makktomegre valo vonatkoztatdsdval. Az igy definidlt relativ tomeg tehat,
a stiriséghez hasonldéan mérettdl fiiggetlen tulajdonsagga, fajlagos mennyiséggé valt, amely a
csirdzas folyaman az egységnyi makktomegre jutd tomegnovekedés mértékét fejezi ki.

Az 2. sz. mellékletekben (1.-2. tdblazat) nyugalmi allapoti kocsanyos télgy magvak
10-15 % tomegnovekedésig torténd csiraztatidsa sordan a makk-egyedek relativ
tomegnovekedésével egyidejiileg, striiségiik csokkenése figyelhetd6 meg. A relativ
stirliség és relativ tomeg adatparokra nagyon jo kozelitéssel egyenesek illeszthetok.

Az ontogenezis vizsgalatdhoz, a csirdztatasra szant valogatott magvak tomegét és
striiségét 5 napig folyamatosan mértem, s egy-egy egyedfejlodési allapot vizsgalatakor ujra
kontrolaltam. Adott fejlédési stadium jellemzésére azonos tomegll €s stlirliségli makkot
valogattam. A 24. abran a tolgymakk egyedfejlodését végigkisérd relativ tomeg-striiség
adatpont-parok lathatok egy-egy makk-egyedre vonatkozolag.

128 o duzzadasi m gyokocske rigyecske x gyokeres

X

(g/cm?3)

s

siirliség
-
N
o

0,95 1,00 1,05 1,10 1,15 1,20
relativ tomeg

24. abra A relativ tomeg és stirliség kozotti osszefliggések kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.
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A Kkorrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
duzzadasi:  slrliség = -0,4120 relativ tomeg + 1,684 1 R*= 0,9954
gyokocske:  sirliség = -0,5010 relativ tomeg + 1,7743  R*=0,9915
riigyecske:  stirliség = -0,4965 relativ tomeg + 1,7586 R = 0,9883
gyokeres:  siirliség = -0,4797 relativ tomeg + 1,7494 R*=0,9525

A korrelacidos egyeneseken az elsé 6t pont a duzzadasi allapotig meghatarozott
értékparokat, a hatodik pont az adott egyedfejlodési allapotban mért adatokat mutatja. Az
egyenesek meredeksége, mint fizikai sajatsag az egységnyi relativ tomegnovekedésre jutd
stiriségesokkenést fejezi ki. A korrelacios egyenesek meredekségei kozott szignifikans eltérés
statisztikailag nem mutathatd ki, tehdt az egységnyi relativ tomegnovekedésre jutd
stirtiségcsokkenés allandonak tekinthetd az ontogenezis folyaman, ami a csirdzo tolgymakk
bioldgiai sajatsaga (3. sz. melléklet).

A csertdlgyre vonatkozd megallapitasok  figyelembevételével, az azonos
egyedfejlodési allapotokhoz tartozd makk-egyedek kivalasztasdnak bizonytalansagat sikeriilt
ezzel a modszerrel lecsokkenteni, redukdlva ezzel a varhaté mérési eredményeink szdorasat is.

6.1.2 Az endogén formaldehidtartalom

Vizsgélatainkkal arra a kérdésre szerettiink volna valaszt kapni, vajon a csertolgynél
tapasztalt determinisztikus endogén formaldehidtartalom valtozds az ontogenezis kezdeti
szakaszaban érvényes-e a kocsanyos tolgyfaj makk-egyedeire vonatkozolag is (ALBERT et
al., 1998; NEMETH et al., 2000; NEMETH, 2002).

A 25.a.-b. abrdn a kocsdnyos tolgy egyedfejlodése soran sziklevél-, gyokér- és
levélszovetekbdl meghatarozott endogén formaldehidtartalmak lathatok.

40,0 - Endogén formaldehidtartalom (umol/100g 40,0 1 Endogén formaldehidtartalom (umol/100g
350 I novényi szovet) novényi szovet)
30,0 - I 30,0 1

I M sziklevél
25,0
20,0 - 20,0 - i gyokér
15,0 - L levél
10,0 - ‘ 10,0 -
50 -
0,0 - 0,0 -

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles gyokeres leveles

25.a. abra Az endogén formaldehidtartalom valtozasa 25.b. abra Az endogén formaldehidtartalom valtozasa
kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az kocsanyos tolgy csemete kiilonbozd szoveteiben az
egyedfejlodés alatt. egyedfejlodés alatt.

Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A széraz, nyugalmi allapotu kocsanyos tolgy makk szikleveleiben jelentds a
formaldehidtartalom, ami a duzzadds hatdsara megemelkedik, majd a riigyecske
megjelenéséig csokkend tendencidt kovet, s a csirdzas eldrehaladtaval mar szignifikans
valtozas nem kovetkezik be a sziklevelekben mennyiségét illetden. A kifejlett gyokérszovettel
rendelkezd makk gyokerébdl meghatarozott endogén formaldehid koncentraciok és
tendenciaszerli valtozasuk megegyezik a csertolgynél tapasztaltakkal. Leveles éllapotban
mennyisége megharomszorozddik. A levélszovetekben nagysagrendileg azonos értékek
adodtak a gyokeres allapotban gyokérbol meghatarozott értékekkel osszehasonlitva, mig a
hatleveles egyedfejlodési allapotban mérthez képest viszont szignifikansan alacsonyabb (4.
sz. melléklet/1.-2. tdblazat).
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Mérési eredményeimet a csertolgy finomabb felosztasu vizsgalataival 6sszehasonlitva
megallapithatd, hogy a csertolgyhoz képest a kocsanyos tolgy makkjaiban szignifikdnsan
magasabb az endogén formaldehidtartalom. Koncentracioja a csiranévény fejlodése folyaméan
a csertolggyel analog médon, meghatarozott titvonal szerint valtozik.

A két tolgyfajnal megallapitott tendenciaszerti endogén formaldehidtartalom véaltozés
egyedektol fliggetlen, legaldbb fajspecifikus sajatsagokra enged kovetkeztetni. Az
egyedfejlodés legkoraibb szakaszaban, a nyugalmi allapoti makk imbibicids allapotig
transzferének fokozodasat jelzi, majd azt kovetd csokkenése az endogén formaldehid metil-
csoportok formdjaban toérténd megkotését.

6.1.3 A fenoloidtartalom

A fenolos vegyiiletek fontos szerepet toltenek be a novények élettani folyamataiban.
Szerepiik nélkiilozhetetlen az anyagcsere-folyamatok szabdlyozasan keresztiil a sejtosztodasi,
novekedési, fejlodési folyamatok befolydsolasaban. Kisérleteim célja az volt, hogy képet
kapjunk a totalfenol-tartalom ontogenezist kisérd mennyiségi viszonyairdl.

A 26.a.-b. abran a kocsanyos tolgy ontogenezist kisérd szoveti 6sszes fenoltartalmai
lathatok. A 26.a. abran a sziklevélbdl, a 26.b. dbran a gyokeres €s leveles egyedfejlodési
allapotok sziklevélbdl, gyokérbol és levélbol meghatarozott értékei lathatok.

10,0 - Fenoloidtartalom (mmol/100g névényi 10,0 4 Fenoloidtartalom (mmol/100g névényi
szovet) szovet)

8,0 - 8,0 - | sziklevél
M gyokér

6,0 - 6,0 -
i levél

4,0 - 4,0 - I

2,0 - 2,0 1

00 - 0,0 -

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles gybkeres leveles

26.a. abra A fenoloidtartalom valtozasa kocsanyos 26.b. abra A fenoloidtartalom valtozasa kocsanyos
tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlodés  tolgy  csemete  kiilonboz6é — szdveteiben — az
alatt. egyedfejlodés alatt.

Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A sziklevelekb6l mért magas fenoloidtartalom az ontogenezis folyaman a nyugalmi,
szaraz allapotu makkban meghatarozottdl a hatleveles allapoti csemete novény kifejlodéséig
valtozatlan magas értéken marad. Statisztikailag szignifikdns kiilonbségek nem mutathatdk ki
az egyes allapotok eredményei kozott (4. sz. melléklet/3.-4. tablazat). A gyokérszovetek
morfogenezisének szakaszaban, a gyokerekbdl mért értékek szintén magas fenoloid
mennyiségre utalnak, a sziklevelekhez képest szignifikansan kevesebbre. A levelek
kifejlodésével ez tovabb redukdlodik, mig a levelek ehhez képest szignifikdnsan magasabb
értékeket mutatnak.
egylittesen befolyasoljak, mint példaul a fény, mely flavonolok szintézisét indukélhatja, vagy
a szénhidratok mennyisége, és szamos egyéb kornyezeti faktor. Ennek kovetkeztében
mennyisége egyarant novekedhet, illetve csokkenhet a germinacid kiilonbozd allapotaiban
(THOMAS ¢és RAVINDRA, 1999; OZYIGIT et al., 2007).
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Az irodalmakban k6zolt 6sszes fenoltartalom mennyiségében bekodvetkez6 barminemi
valtozast a csirdzas korai szakaszaban a vizsgalataim eredményei nem igazoltak vissza.

A fenoltartalom, tehat nem bizonyult hatékony egyedfejlodést mindsitd
jelzoparaméternek. A sziklevelek egyedfejlodés alatti magas fenoltartalmanak magyarazataul
szolgalhat, hogy az 0j szoveti strukturak (gyokocske, rigyecske, gyokér, levél) kialakulasahoz
elengedhetetlen fenolos anyagigény folyamatos poétlasara van sziikség, melyet a raktarozo
szovetek fenoltartalma biztosit. Az egyes novényi részek kozotti anyagaram fenntartasa
transzport folyamatokon keresztiil valosul meg, melyek miikodéséhez sziikséges
koncentracio-gradiens fenntartdsahoz jarulhat hozza a szovetek magas totalfenol-tartalma. A
szoveti struktirak kialakuldsaval fenolos anyagokat termeld folyamatok (ligninszintézis)
inicidlddnak, az esetlegesen csokkend mennyiségének podtlasara.

6.1.4 A katalaz aktivitas

Az enzimek aktiv jelenléte elengedhetetlen feltétele az €16 szervezetek in vivo zajld
kémiai 4talakuldsainak. Az enzimek az él6 szervezetek reverzibilis kémiai reakcidinak
sebességét gyorsitjak, anélkiil hogy a termodinamikai egyensulyt megvaltoztatnak, igy az
egyensulyi allapot sokkal gyorsabban beall. Az enzimek minden mas katalizatortdl rendkiviili
specifikussagukban kiilonboznek.

Az egyedfejlodéssel kapcsolatos enzimvizsgéalataimhoz olyan univerzalis enzimeket
igyekeztem valasztani, melyek szerepe az ontogenezisben meghataroz6 lehet, s az anyagcsere
foutvonalaival kapcsolatos. Az elsddleges szempont azonban az volt, hogy a késobbi stressz
elemzésekhez olyan enzimeket vizsgéaljak, melyek szakirodalmi adatok alapjan, bizonyitottan
stresszérzékenyek.

A valasztott enzimek a kataldz, peroxidaz és a polifenol-oxidaz enzimek voltak. A
kovetkezd két alfejezetben ezen enzimek aktivitas valtozasait fogom ismertetni.

A kataldz aktivitds mérésével képet kaphatunk arrdl, hogy az egyedfejlodés
transzmetilezésében bekovetkezd eredd intenzitds valtozas reduktiv vagy oxidativ folyamatok
elétérbe keriilésével megy e végbe.

A 27.a. és 27.b. dbran a kocsanyos tolgy egyedfejlodése soran kiilonbozo szévetekbol
mért kataldz aktivitdsok lathatok.

10,0 - Katalaz aktivitas (umol/gsec) 10,0 - Katalaz aktivitas (umol/gsec)
M sziklevél
8,0 - 8,0 - M| gyokér
i levél
6,0 - 6,0 -
40 - 4,0 - I
20 - 20 -
0,0 - 0,0 -

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles gyokeres leveles

27.a. abra A katalaz aktivitds valtozasa kocsanyos  27.b. dbra A katalaz aktivitas valtozasa kocsanyos
tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlodés — tolgy  csemete  kiilonbozd  szoveteiben — az
alatt. egyedfejlodés alatt.

Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Az enzim aktivitasa a kiilonbozé egyedfejlodési allapotokban valtozatlan értékeket
mutat. A szovetek egymashoz viszonyitott értékeit illetden, leveles allapotban a levélbdl mért

51



enzimaktivitasok szignifikdnsan alacsonyabbak a sziklevélbdl meghatarozotthoz képest (4. sz.
melléklet/5.-6. tablazat).

Olasz kutatdk szintén kocsanyos tolgy csemetéken elvégzett ontogenezis vizsgalatuk
soran ugyanilyen eredményeket kaptak (RACCHI et al., 2001).

A csermakk imbibiciojaban a kataldz aktivitas és az endogén formaldehidtartalom
ellentétes iranyu valtozast mutatott. Az endogén formaldehidtartalom emelkedése a
sziklevelek redukcids potencialjanak csokkenése mellett valosult meg. Vagyis a demetilezés
intenzivebbé valdsa a kataldz aktivitds csokkenéséhez jarult hozza. A véltozadsok
tendenciajaban tapasztalhatd kapcsolat ellenére statisztikai korrelaciot nem értelmeztek e két
paraméter kozott. Vizsgalataikban megallapitottak, hogy a katalaz aktivitds csokkenését nem
csak a demetilezési reakciok fokozddasa, hanem egyéb, a hidrogén-peroxidot
szubsztratumként felhaszndlé metabolizmusok (pl. a szénhidratok oxidacidja) egyiittesen
indukaljak NEMETH et al., 2000).

Kukoricara vonatkozolag a kataldz aktivitdsanak duzzadasi allapot utdni lassu
csokkenése egy specialis katalaz-inhibitor hatasival magyarazhaté (SZABO, 1980).

Sajat eredményeim alapjan a katalaz enzim a novényi szovetek fejlodési allapotanak
definidlasdban eredménytelennek bizonyult.

6.1.5 A peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitasok

A genotipusra jellemzd izoenzimek gyakran szervre, sejtorganellumra, sot fejlodési
allapotra is specifikusak. Az anyagcsere specidlis folyamatainak tiikkrében, mennyiségiiket és
ardnyukat a genetikai adottsagok és a kornyezeti hatasok egyiittesen szabjak meg (SZABO,
1980). A polifenol-oxidaz és peroxidaz az élovilag legelterjedtebb enzimei kozé tartoznak. A
peroxidazok az auxinok oxidalasaval, valamint az etilén bioszintézisében vald részvételiikkel
az egyedfejlodés szabalyozdsaban is részesek. Eloszlasuk az egyes szovetekben és szervekben
az egyedfejlodés sordan és szezondlisan valtozik. A polifenol-oxidazok aerob koriilmények
kozt monofenolokat és orto-dihidroxi-fenolokat oxidalnak (LANG, 2002).

A csertolgyre elvégzett csemete kisérleteket e két uj enzim vizsgalataval kivantam
kiterjeszti a kocsanyos tolgyre. Kisérleteimmel arrdl szerettem volna képet kapni, hogy az
ontogenezisben bet6ltott szerepiik, hogyan tiikr6zodik vissza aktivitasi értékeik alakulasaban
a csemete novény kifejlddése sordn, s vajon milyen kapcsolatban allnak az egyéb vizsgalt
paraméterekkel.

A 28.a.-b. abrdk a kocsanyos tolgy egyedfejlodése soran sziklevél-, gyokér- és
levélszovetekbdl meghatarozott POD és PPO enzimek aktivitasértékeit mutatjak.

HPOD HPPO

0,35 - Enzimaktivitas (U/ug fehérje) ®POD EPPO 10,0 1 Enzimaktivitas (U/ug fehérje)
0,30 - 80 -
0,25 -
0,20 - 6,0 1
0,15 - 40 -
0,10 -
2,0 -
0,05 -
I
0,00 - 0,0 -
nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles sziklevél(gy) sziklevél(l) gyokér(gy) gyokér(l) levél(l)
28.a. abra Az POD és PPO aktivitasok valtozasa 28.b. abra Az POD és PPO aktivitasok valtozasa
kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az kocsanyos tolgy csemete kiillonbozd szoveteiben az
egyedfejlodés alatt. egyedfejlodés alatt.
Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.
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A kisérleti eredményeket 0Osszefoglald éabrakrol és a szignifikancia vizsgalatot
tartalmazd tablazatokbdl (4. sz. melléklet/7.-8. tablazat) megallapithatd, hogy a nyugalmi
allapotu, szaraz makk PPO ¢és POD aktivitasa szignifikansan lecsokken a hidratacié hatasara.

Csirazo szdjamagbdl kivont és tisztitott peroxidaz enzim specifikus aktivitasa hasonlo
csokkenésen ment keresztiil a csirazas korai szakaszaban, mig egyéb riboszoma enzimeké
jelentdsen megemelkedett. (SZABO, 1980).

Azt ezt kovetd monoton novekedést mindkét enzimre vonatkozdlag a statisztikai
vizsgalat eredményei nem tamasztjak ald. A relative nagy szérasértékek miatt, a tobbi
egyedfejlodési allapotban, sem a peroxidaz, sem a polifenol-oxidaz aktivitdsai kozott nincs
meghatdrozo differencia, tehat a vizsgalt enzimek aktivitasainak abszolut értékén keresztiil a
novény fejlddése ebben az esetben nem kovethetd nyomon. A szovetek kozott mar
jelentésebb az eltérés, ami leginkdbb a POD-ra vonatkozolag a fotoszintetizald levélszovetek
esetében a legszembetlin6bb.

Jelen kortilmények mellett a novényi mintdkban az alacsony értékii POD
aktivitdsokhoz, alacsony értékli PPO aktivitdsok tarsulnak és forditva. Az enzimek aktivitasa
tehat az anyagceserében dsszehangoltan szabalyozott.

A két enzim aktivitdsvaltozasdnak hasonlo tendencidja inspiralt arra, hogy a két enzim
aktivitasértékei kozotti korrelacio 1étezését vizsgaljam. A regresszios egyenesek jellemzésével
a valtozok kozotti kapcesolat is mindsithetd. Az enzimkorrelacié meredekségének valtozasa
visszatiikr6zi, hogy az ontogenezis folyaman a novény a sejtjeiben az egyik enzim aktivitasat
a masikéhoz képest fokozza, vagy hattérbe szoritja. Az enzimkorreldcid hatarozottsdga a
novényi anyagesere szabalyozasanak ,,mindségérol” nyujt tajékoztatast. A novényi szovetek
anyagcsere-intenzitas eltéréseit, a novényi anyagcsere heterogenitdsat, s ennek mértékét a
regressziok érvényességi tartomanya tiikr6zi vissza.

A 29.a. dbran a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatti regresszidk, a 29.b. dbran a 29.a.
abran kozolt regresszids egyenesek sulypontjainak enzimaktivitasi sikban torténd vandorlasat
mutatja be. A 29.a. dbra a meredekség és a hatdrozottsagi fok értékeknek anyagcsere-
szabalyozashoz valé kapcsolatat, mig a 29.b. dbra a regresszids tartomanyok anyagcsere-
szabalyozasbol fakad6 eredetét hangstlyozza. A 29.b. dbra informdcidtartalmat tekintve
kihangsulyozando, hogy a megjelenitett eredmények a 29.a. dbra informaciotartalmatél nem
fiiggetlenek, csak a regresszios eredményeknek egy specifikus sajatossagat emeli ki. Ez az
abra azt szemlélteti, hogy az egyes egyedfejlodési idopontokban a regresszids adathalmazok
sulypontja statisztikailag szignifikans mdédon véltozik meg az ontogenezis folyaman.

¢ nyugalmi B duzzadasi a gyokocske x riigyecske x gyokeres @ leveles

0,09 + 0,07 1~
© 0,08 - ©
5 . 5 0,06 -
<£ 0,07 - <
2 6 R £ 0,05 -
25 £
S 005 - . S 004 1
2 0,04 - £ 0,03 -
S 003 - H
£ € 0,02 -
® 0,02 - i ° ©
o | = O 0,01 -
o 0,01 L &
0,00 T T T | 0,00 T T T |
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
POD aktivitas (U/ug fehérje) POD aktivitas (U/ug fehérje)
29.a. abra A POD ¢és PPO enzimaktivitaisok  29.b. dbra A korrelacids tartomanyok stlypontjanak
korrelacioja kocsanyos tolgy csemete dinamik4ja az egyedfejlodés alatt.

sziklevélszovetében az egyedfejlodés alatt.
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A Kkorrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
nyugalmi: ~ PPO=0,1371 POD +0,0351  R*=10,9310
duzzadasi:  PPO =0,2224 POD +0,0013  R*=0,9709
gyokocske:  PPO=0,0739 POD +0,0015  R*=0,9517
riigyecske:  PPO =0,1256 POD - 0,0006 R’= 0,7420
gyokeres: PPO =0,0607 POD + 0,0062  R*=10,9799
leveles: PPO =0,2029 POD - 0,0116 R*=0,9330.

E két enzim korrelacios egyeneseinek meredekségét kovariancia analizissel
megvizsgalva (5. sz. melléklet) megallapithatd, hogy kocsanyos tolgy makk ontogenezise
folyaman, a sziklevélbdl meghatarozott enzimaktivitasok regressziés egyeneseinek
meredeksége kozott szignifikans eltérés van, a gyokocske — riigyecske, valamint a riigyecske
— gyokeres allapotok kivételével, mely pontok kozott az Osszfehérje-tartalmat illetden
azonban meghatarozd kiilonbség mutatkozik (1d. kovetkezd alfejezet). A csemete novény
kifejlodése soran a regresszid €rvényességi tartomanya nem valtozik. A hatarozottsagi fokok
0.9-es érték kozelében vannak, ami az egyedfejlodés anyagcsere-folyamatainak robusztusos
szabalyozottsagat indikalja.

A meredekségek kiilonbozosége arra utal, hogy a novekedés folyaman a sejt
enzimaktivitasainak egymashoz viszonyitott ardnydn keresztiil szabédlyozza anyagcsere-
folyamatait. A regresszids egyenesek sulypontjainak enzimaktivitasi sikon beliili vdndorlasa
statisztikailag szignifikans mddon valtozik meg az egyedfejlodés folyaman.

Az anyagcsere erdteljes szabalyozottsagat kiilonb6zd novényi szovetek esetében is
visszaigazolandd, a linedris regresszid analizist a gyokeres és leveles allapotok kiilonb6zd
szoveti strukturaihoz tartozd adatpont-parokra is elvégeztem. A 30. dbran ennek eredményei
talalhatok.

."":’. 0,9 - o gyokeres (szl)

‘0

S 0,8 u leveles (szl)

= 0,7 -

" B

2 06 - x gyodkeres (gy)

2 05 - x leveles (gy)

w

S 04 - * leveles (1)

2 03

£ 02 -

s < F

o 01 -

& 00 # : : .
0,0 5,0 10,0 15,0

POD aktivitas (U/ug fehérje)
30. abra A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacioja kocsanyos tolgy csemete kiilonb6zo szoveteiben az
egyedfejlodés alatt.

A korrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
sziklevél (gy): PPO =0,0607 POD + 0,0062 R?=0,9799
gyokér (gy): PPO =0,5304 POD + 0,0494 R*=10,6870
sziklevél (1): PPO =0,2029 POD - 0,0116  R*=0,9330
gyokér (1): PPO =0,2323 POD +0,1836 R*=0,8212
levél (1): PPO =0,0376 POD +0,4211 R*=0,9618.

A sziklevél, gyokér és levél novényi részek esetében kapott regresszios egyenesek
hatarozottsagi fokai hlien visszatiikrozik, hogy ezekben a szovetekben is kivétel nélkiil erds
anyagcsere-szabalyozas uralkodik. Megallapithatd tovabba, hogy a fotoszintézist végzo
novényi szerv, a levél esetében a regresszio érvényességi tartomdnya tobb nagysagrenddel
kiszélesedik, az enzimaktivitasok jelentds mértékben megemelkednek a sziklevelekbdl és
gyokerekbol mért értékekhez képest.
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Az egyenesek meredekségeiben adodo szignifikdns kiilonbségek, valamint a
regresszid érvényességi tartomanyaban adddo differencidk arra engednek kovetkeztetni, hogy
az ontogenezis szabalyozédsaban az enzimek aktivitdsainak egymashoz viszonyitott aranyan,
illetve az anyagcsere intenzitdsan keresztiili modositdsok egyidejileg valésulnak meg. A
folyamatok erds szabalyozas alatt allnak, ami a hatdrozottsagi fokok értékében egyértelmiien
megnyilvanul.

A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacids vizsgalata megteremti annak a
lehetdségét, hogy azokban az esetekben is kimutathatok legyenek eredmények kozotti
szignifikans kiilonbségek, ha az aktivitdsok abszolut értékeinek nagy szorasa ezt nem teszi
lehetévé. Ez az értékelési mddszer alkalmas az egyedfejlodési allapotok jellemzésére. A
regresszids egyenesek meredekségei szignifikdnsan képesek megvaltozni a fejlodés
szakaszaiban mind azonos szovetek esetében, mind novényi részek egymashoz viszonyitott
Osszehasonlitasakor.

6.1.6 A fehérjetartalom

A germindcié kezdeti szakaszidban jelentds valtozdsok kovetkeznek be a magok
anyagkészletét illetden. Fehérjetartalomra vonatkozolag fajtol, novényi résztol, és a vizsgalt
egyedfejlodési allapottdl fiiggden eltérd adatok lelhetok fel a szakirodalomban. Mivel az
enzimaktivitasokat 0sszfehérje-tartalomra szokas vonatkoztatni, feltétlentil sziikséges volt az
erre vonatkoz6 adatok meghatarozasa és kiértékelése.

A sziklevél-, gyokér- és levélszovetekbdl ~meghatarozott fehérjetartalmak
Osszmennyisége a 31.a.-b. abran lathatok.

250,0 - Fehérjetartalom (ug/ml) 250,0 - Fehérjetartalom (ug/ml)  <aiklevel

200,0 - I I 200,0 - i gyokér
! Ll levél

150,0 - I 150,0

100,0 - I 100,0
50,0 - 50,0
0,0 0,0

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles gyokeres leveles

31.a. abra A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos  31.b. dbra A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos
tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlodés  tolgy csemete kiilonbozd szoveteiben az egyedfejlodés
alatt. alatt.

Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A mért adatok alapjan megéllapithatd, hogy a csirdzéas korai fazisdban, a riigyecske
megjelenésével az Osszfehérje mennyisége felére csokken, ezt kovetden értéke visszadll a
kezdeti allapotokban meghatéarozottra (4. sz. melléklet/9.-10. tablazat).

Brazil kutatok kiilonboz6 fajta babnovényeken elvégzett kisérleteiben, bab
szikleveleinek fehérjemennyiségét a csirdzas kezdeti szakaszaban, kiilonb6z6 kort egyedek
esetében meghatarozva, csokkend értékeket kaptak (DANTAS er al., 2007). Kisérletes
tapasztalataimat ugyancsak alatdmasztjak szezammagok nyolcnapos csirdztatasaval kapott
fehérjetartalmak, melyeknél szintén 50 %-kal esett vissza értéke (HEMALATHA és
PRASAD, 2003). Siitdtokre vonatkozoan ez a degresszio 30 %-os értéket mutatott két héttel a
csirdzas kezdete utdn (HARA et al., 1976).
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Az egyedfejlodés késdbbi szakaszaban, a riigyecskével rendelkezd sziklevél és a
kifejlett gyokérrendszerrel bird csemete sziklevele kozott fehérjekoncentraciot illetden
bekovetkezd emelkedés fehérjeakkumulaciora utal, melyet szintén babndvényeken elvégzett
eredmények igazolnak (TABE és DROUX, 2001).

Az egyes szovetekbol meghatarozott mérési adatok kozott jelentds differenciakat
figyelhetiink meg. A gyokeres ¢s leveles allapotokban sziklevelekbdl kapott eredményekhez
képest szignifikdnsan alacsonyabb a gyokér-, illetve levélszovetek fehérjetartalma. A
raktarozé alapszervek koziil a gyokérre vonatkozolag az iddsebb csemete novényekben
meghatarozoan kevesebb a fehérjék koncentracidja.

Osszességében vizsgilva levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a riigyecske allapot
kivételével, a sziklevelek gyakorlatilag azonos fehérjetartalommal rendelkeznek a csemete
novény kifejlddésének hatleveles allapotig tartd szakaszaban. Ez az eredmény aldtdmasztja az
enzimvizsgalatok egyik kisérletes elofeltételét, miszerint kozel allandénak tekinthetd
fehérjetartalom esetén az enzimaktivitdsok nem fiiggetlenek a reakciosebességektodl, s csak
abban az esetben szolgaltathatnak linedris korrelacidt, ha a bioldgiai rendszer e két enzim
aktivitasat egymashoz viszonyitva ardnyosan szabalyozza (NEMETH, 2007a).

A vizsgéalatokhoz valasztott biokémiai indikdtorok egyesitett halmazanak — az
indikatorok skaldris értékeibdl szarmaztatott vektorra — egyedfejlodés alatti valtozasi
mintazata a 13. tablazatban lathato.

13. tablazat Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata kocsanyos t6lgy egyedfejlodése alatt.

o Endogén . KAT POD PPO Osszfehérje-
Egyedfejlodés formaldehidtartalom Fenoloidtartalom aktivitas aktivitas aktivitas tartalom
nyugallfn'- T valtozatlan valtozatlan  valtozatlan 1 valtozatlan
duzzadasi
dufzz:dasn- l valtozatlan valtozatlan  valtozatlan valtozatlan  valtozatlan
gyokocske
g‘}‘fokocske- véltozatlan véltozatlan valtozatlan  valtozatlan  valtozatlan !
riigyecske
rugyecske- valtozatlan valtozatlan véltozatlan  valtozatlan véltozatlan il
gyokeres
ige{](;l;::es- valtozatlan valtozatlan valtozatlan  valtozatlan valtozatlan  valtozatlan

A vdalasztott biokémiai indikatorok kozott az endogén formaldehidtartalom vs.
peroxidaz és polifenoloxidaz aktivitasok esetében dllapithato meg jo hatarozottsagi foku
linearis korreldcios kapcsolat az ontogenezis kezdeti szakaszaban, a gydkérzet kifejlodéséig
tarto szakaszban. Ezen kiviil ugyanazon egyedfejlédeési szakaszokban (duzzaddsi és riigyecske)
a fenoloidtartalom vs. POD és PPO enzimaktivitasok, tovabba gyokeres allapotban a katalaz
és a két oxidoreduktaz enzim kozott. Megallapithato tehat, hogy a valasztott indikatorok az
ontogenezis folyamdn egymdssal szoros osszefiiggésben dllnak, s korrelacios kapcsolatukon
keresztiil lehetéség nyilik a noveny fejlodésének e markereken keresztiili dsszehangolt
feltérképezése (11. sz. melléklet).
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6.2 A tarolas, mint kornyezeti koriilmény hatasa a fizikai és biokémiai paraméterekre

Az erdészetben széleskoriien alkalmazott hiitbkamras tarolasi médszert (1 °C, 100 %
relativ paratartalom) a kisérletsorozat egyszeriibb kivitelezhetdsége érdekében annyiban
modositottam, hogy a kocsanyos tolgy makktételt 1+1 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom
mellett, httészekrényben taroltam. A tarolas folyaméan csokkend makkmindség nyomon
kovetésére a valasztott kémiai paramétereket alkalmaztam. A statisztikai vizsgalat eredményei
a 6. sz. melléklet tablazataiban talalhatok meg.

6.2.1 A tarolas hatasa a csiraképességre és a makk siiriiségére

A makkmindség tarolas alatti jellemzésére csiraképességi vizsgalatokat végeztem el.
Ehhez havi id6kozokkel a tarolt makktételbdl véletlenszerlien véalogatva, 50 darab maghéj
nélkiili kocsanyos tolgy makkot sterilizalt perlitigyba helyeztem ¢&s desztillalt vizzel
locsoltam a csirdk megjelenéséig. A mérési eredményeket a 14. tablazat foglaltam 6ssze.

14. tablazat Tarolas alatti csiraképességi vizsgalat eredményei.
Vizsgilat ideje  Csiraztatott egyedszim _Csiraképes egyedszam _ Csirdzasi szazalak

2004. december 50 50 100
2005. januar 50 46 92
2005. februar 50 43 86
2005. aprilis 50 29 58

Megallapithat6, hogy az alkalmazott koriilmények mellett, a csiraképesség decemberi
100 %-os értéke, négy hodnap elteltével kozel felére esik vissza, ami a magvak
nedvességtartalmaban bekovetkezd csokkenés eredménye.

A hosszabb idejli tarolds folyaman a makk nedvességtartalmanak jelentds hanyadat
elveszti, melyet a tarolds sordn végbemend suriiségnovekedés visszatiikroz. A 32. abra
makkslirtiség értékeit szemlélteti a raktarozasi iddszak alatt.

Makks(iriisé cm?
135 g (g/cm3)
1,3
1,25 l
12 < e N
2004. decemzb(%& januar R =" s
2005. februar
2005. aprilis

32. abra Makkslirtiség a tarolas alatt.

A makksiirliség atlagértékei ¢s a statisztikai kiilonbségek, valamint a vizsgalt mintak
szama a 15. tablazatban lathatok.

15. tablazat A makkstirtség atlagértékei a tarolas alatt.

Idépont 2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis

Siiriiség 1,262¢" 1,311 1,307 1,336
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6.2.2 Az endogén formaldehidtartalom

A ciklikusan jelentkezd, jo termésbdl szarmazo makk kezelésével és tarolasaval
foglalkozo6 témateriilet régre visszanyuld irodalmi hattérrel rendelkezik. Megallapitast nyert,
hogy a jelentés mindségromlas nélkiili, alacsony homérsékletii tarolas alapfeltétele a
szikkasztott makk gazcseréjének biztositdsa €és nedvességtartalmanak kb. 35-40 % kozotti
értéken tartdsa.

A térolas endogén formaldehid ciklusra gyakorolt hatdsanak vizsgdlatdhoz, a 2004.
december és 2005. aprilis kozotti idoszakban tortént a nyugalmi allapotti kocsanyos tolgy
magvak endogén formaldehidtartalménak meghatarozéasa (33. dbra).

40,0 - Endogén formaldehidtartalom (umol/100g
350 4 novényi szovet) I

30,0 -

20,0 -
15,0 - I
10,0 -
50 -
0,0 -

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis

33. abra Az endogén formaldehidtartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A mérési eredmények alapjan megallapithato, hogy a tarolt, nyugalmi allapoti makk
vegetacids idészakot megel6z6 endogén formaldehidtartalma valtozatlan értéken marad. Ezt
kovetden mennyisége szignifikansan megemelkedik, majd aprilis honapra tobb mint 50 %-kal
redukalddik (6. sz. melléklet/1. tablazat).

A kocsanyos tolgyre elvégzett kisérletben mar aprilisra bekdvetkezd redukcid egyik
lehetséges oka a tarolasi technikdban keresendd. Az alacsonyabb relativ paratartalom a makk
id6 eldtti nedvességtartalmanak kritikus érték ald vald csokkenését eredményezi, aminek
velejardja a makk endogén formaldehidképzd potencidljadnak minimalizalddasa.

A vegetaciés iddszak kezdetekor jelentkezd megemelt endogén formaldehid
koncentraci6 oka, a novények fejloddése soran jelentkezo ciklikussag. A mérsékelt égovi fak
esetében a periodicitds az életcikuson beliil is megtalalhato, ami rendkiviil szoros
kapcsolatban 4ll az évszakok valtakozasaval, ezért az éves cikluson belill lejatszodod
morfoldgiai valtozasok torvényszerli egymadasutanisiga mogott az évezredek kornyezeti
feltételeiben jelentkezd évszaki periodicitashoz valo alkalmazkodéds, s ennek genetikai
oroklodése rejlik. Ennek a ciklusnak képezi részét a riigyfakadas, melyet a megnovelt
endogén formaldehid koncentréacid visszatiikroz.

A csertolgy esetében megallapitdst nyert tendencia, miszerint a nyugalmi allapota
makk a vegetacio kezdetekor maximalis endogén formaldehidképz6 potenciéllal rendelkezik,
érvényes a vizsgalt kocsanyos tolgyfajra is. A tavaszi vetésen tuli tarolds soran az endogén
formaldehidszint csokken, ami a hosszabb idOtartamu makktarolas alatt bekovetkezo
mindségbeli csokkenéssel lehet kapcsolatban.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a tarolas koriilményeinek koriiltekintd
megvalasztasa ¢s betartasa elengedhetetlen feltétele a makk mindségének minél hosszabb tava
meg0drzésében. Fontos tény, hogy e kémiai paraméter alkalmas a makkmindség tarolas alatti
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jellemzésére. Ertéke determinisztikusan valtozik a tarolas folyaman, s e két tolgyfaj esetében
analég modon.

6.2.3 A fenoloidtartalom

Az  egyedfejlodés  korai  szakaszaban, sziklevelekben tapasztalt magas
fenoloidtartalomra vald tekintettel, arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy vajon ezt a
kontinudlisan fennallé nagy koncentracid értéket megdrzik-e a makk a raktarozési idészak
alatt is? Vizsgalataimban megallapitast nyert, hogy a hosszabb idejii tarolas folyaman a makk
nedvességtartalmanak jelentés hanyadat elveszti, melyet a tarolds soran végbemend
stirtiségnovekedés visszatiikroz. Arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy a kiszaradasnak lehet-
e indikatora az Osszfenoloid-tartalom mennyisége? Kozismert tény ugyanis, hogy a
kiszaradas, mint stressztényez6, hatast gyakorol a novényi anyagcsere-folyamatokra, melynek
egyik lehetséges velejardja a megnovelt fenolmennyiség.

A téarolt makktétel Osszes fenoloidmennyiségének tanulmanyozasdhoz az el6z6
alfejezetben mar emlitett iddszakban végeztem vizsgalatokat, ugyanazon makk-egyedekbdl
vett mintak esetében (34. abra).

14,0 - Fenoloidtartalom (mmol/100g novényi szovet)

10,0 -

8,0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 -
0,0 -

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis

34. abra A fenoloidtartalom valtozéasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A vizsgalt tarolasi idészak folyaman, az alkalmazott koriilmények mellett a nyugalmi
allapotu kocsanyos tolgy makk 6sszes fenoltartalma nem valtozott meg szignifikansan (6. sz
melléklet/2. tdblazat). A magvak az alacsony homérsékletii tarolds alatt is megorzik magas
fenoloidok koncentracidjukat.

Meérési eredményeimet nagymértékben alatamasztjdk SHIMADA (2001) Quercus
serrata és Quercus mongolica, valamint vadgesztenye (Aesculus hippocastanum 1L.)
novényfajokon elvégzett tanulmanyai, magokat eldso allatok vonatkozasdban. A novények
magjait egy ¢s harom honap iddtartamra nedves talajréteg taroltdk abbol a célbol, hogy
megvizsgaljdk okoz-e ez a magok tdpanyagtartalmaban valamiféle valtozast. Nem
tapasztaltak figyelemremélté modosuldsokat a tanninok koncentracio értékeiben.

Ugyancsak ilyen eredmények sziilettek fehér (Quercus alba) és vords tolgyfajok
(Quercus rubra) makkjain, hasonléan gytjtogetd allatokra vonatkozdlag elvégzett
kisérletekben. Sem a lipid-, sem a tannintartalom nem véaltozott meg dontden a tarolas alatt
(WOQD, 2005).

A raktarozas ideje alatti magas fenoloid koncentracié megdrzése, a makk-egyedek
késobbi novekedési és fejlodési folyamataihoz, az 0j szoveti struktiurdk kifejlddéséhez
sziikséges fenolos anyagigény biztositasat szolgalhatja, hasonléan az ontogenezisnél tett
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megallapitdsokhoz. A makktétel tarolas alatti kiszaraddsanak mértéke az eredmények alapjan,
tehat nem okozott stresszt.

6.2.4 A katalaz aktivitas

Hasonléan az el6bb emlitett fenoltartalom éallanddsédghoz, a katalaz enzim aktivitasa
sem valtozott meg mértékadd mddon az ontogenezis kezdeti stadiumaiban. Abbol kiindulva,
hogy a tarolas idejének eldrehaladtaval, a makk nedvességtartalmaban csokkenés kovetkezik
be, ok-okozati kacsolatot keresve vizsgaltam a kataldznak, mint az oxidoreduktaz enzimnek
az aktivitasat. Az eldzé alfejezetben mar emlitett megfontolasok alapjan, megnovelt
enzimaktivitasokban megnyilvanulé kompenzalast vartam a viztartalom csokkenésére.

A tarolas kataldz aktivitdsra gyakorolt hatdsanak tanulméanyozasdhoz, a 2004.
december ¢és 2005. aprilis kozotti idészakban hajtottam végre kisérleteimet, melynek
eredményei a 35. dbran lathatok.

8,0 - Katalaz aktivitas (umol/gsec)

7,0 -

6,0
5,0
4,0 -
3,0
2,0 ~
1,0 -
0,0 -

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis

35. abra A katalaz aktivitas valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A mérési eredményeket dsszefoglald abrardl megallapithatd, hogy az enzim aktivitasa
gyakorlatilag ugyanolyan nagysagrendli a tarolds 6t honapja alatt, mint a kiindulasi, friss
makké. Nem értelmezhetd statisztikai eltérés az egyes hdnapokban elvégzett mérések
atlagértékei kozott (6. sz. melléklet/3. tablazat).

Szintén ilyen eredményre jutottak az 1900-as évek elsd felében tolgyfajokra vonatkozd
tanulmany soran. Fehér tolgy (Quercus alba) katalaz aktivitdsa 1937 novemberétdl 1938
januarjaig tartd iddszakban 2.5 °C homérsékletii tarolas folyaman ugyancsak stagnald
adatokat mutatott nyugalmi allapota makk esetében. Csirazé makkra vonatkozdlag a katalaz
enzim aktivitdsa a novemberben meghatarozott értékekhez képest decemberre megemelkedett,
de ezt kovetden aktivitdsa janudrig valtozatlan nagysagi maradt. Nem csirdzd vords tolgy
(Quercus rubra) makkjai, ezen a tarolasi homérsékleten ugyancsak valtozatlan aktivitasi
értékeket produkaltak (BROWN, 1939).

A kataldz aktivitds mérése tehat, Iényegében nem jarul hozzd a tarolas alatt
bekovetkezd esetleges mindségromlas indikalasahoz.
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6.2.5 A peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitasok

A tarolas alatt a makktételt éré egyik lehetséges stresszhatas, viztartalmuk kritikus
érték ald torténd csokkenése. A novényekben a stressz altal eldidézett morfoldgiai és
fiziologiai valtozasok mellett, biokémiai modosulasok is végbemennek. Ezekben a
folyamatokban a stresszt okozo tényezok reaktiv oxigéngyokok keletkezését gerjesztik. Ezek
a folyamatok stressz-gatlo védekezési mechanizmusokat indukalnak. A rezisztens egyedek az
oxidacios stresszre, pl. megnovelt peroxiddz aktivitdssal és a gyokfogod vegyiiletek
intenzivebb szintézisével valaszolnak

Tehat a makktétel fizioldgiai €s biokémiai folyamatainak tdrolds soran bekovetkezd
valtozasait a peroxidaz €s polifenol-oxidaz enzimek aktivitasai jol reprezentalhatjak.

A 36. dbra a makk sziklevelébdl mért peroxiddz és polifenol-oxiddz enzimek
aktivitasainak atlagértékeit szemlélteti a raktarozasi periodusban.

0,3 - Enzimaktivitas (U/pg fehérje)

HPOD

0,2 - i PPO

0,0 -
2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis

36. abra A POD és PPO aktivitasok valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A 1£1 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom mellett hiitében tarolt kocsanyos tolgy
makk enzimaktivitasi értékeit decembertdl aprilisig nyomon kovetve azt tapasztaltuk, hogy a
peroxidaz és a polifenol-oxidaz aktivitasok abszolut értékei a tarolds masodik honapjara
jelentdés mértékii csokkenésen mentek keresztiil, majd ezt kovetden értékiik stagnalt, allandd
Osszfehérje-tartalom mellett (6. sz. melléklet/4. tablazat). Tendenciaként megallapithato, hogy
a két enzim aktivitasanak modositasa parhuzamosan, egymassal sszehangoltan torténik. Ha
az egyik enzim aktivitasa csokken, akkor hozzéa ugyanolyan mértékli csokkenés tarsul a masik
enzim részerdl, és forditva.

Azért, hogy megvizsgaljuk a két enzim mitkodésének szembetlind kapcsolatat, linedris
regresszid analizist végeztem a két enzim aktivitas-értékparjai kozott. A kapott eredmények a
37.a. dbran, az egyenesek sulypontjdnak regresszios sikban vald vandorlasa, pedig a 37.b.
abran lathato.
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37.a. abra A POD ¢és PPO enzimaktivitadsok 37.b. abra A korrelacids tartomanyok sulypontjanak
korrelacioja kocsanyos tolgy csemete dinamikdja a tarolas folyaman.

sziklevélszovetében a tarolas folyaman.

A Kkorrelacios egyenesek egyenletei és hatiarozottsagi fokai:
december: PPO=0,1371 POD + 0,0351 R*=10,9310
januar: PPO =0,0963 POD - 0,001 R*=0,7834
februar: PPO =0,3886 POD - 0,0026 R* = 10,8740
marcius: PPO =0,0435 POD + 0,0036 R*=0,8115.

Elvégezve a kovariancia analizist a regresszids egyenesek meredekségei kozott
tapasztalhat6 kiilonbségek igazoldsara az alabbi megéllapitasok tehetdk (7. sz. melléklet).

Az enzimaktivitdsok egymadshoz viszonyitott ardnyan keresztiil szignifikdns
kiilonbségek mutathatok ki a makktétel tarolds alatti allapotaban. A 2004. decemberi ¢s a
2005. januari regresszidos egyenesek meredekségei kozott szignifikans kiilonbség nincs,
azonban érvényességi tartomanya mindkét iranyban, jelentds mértékben lesziikiil. A magvak a
tarolas alatt bekovetkezd vizvesztésre ebben az iddszakban az enzimaktivitdsok dsszehangolt
valtozasat magaban foglald anyagcsereintenzitds-moddositassal reagalnak. Ezt kovetéen a
regresszios egyenesek meredekségei kozott szignifikans kiilonbségek mutatkoznak, a sejt
enzimaktivitasainak egymashoz viszonyitott ardnyan keresztiil szabalyozza anyagcsere-
folyamatait. A hatarozottsdgi fokok 0.9 kortli értéke a folyamatok erdteljes
szabalyozottsagara utal. A regresszios tartomanyok sulypontjai a tarolas folyaman a kiindulasi
allapottdl csokkend, majd januartdl februarig novekvd és végiil Gjra csokkend tendenciat
mutatnak. A stlyponti &bran szembetiind a februari kiugro érték, ami az endogén
formaldehidtartalomnal mar emlitett névényi életciklussal lehet kapcsolatban. Ez a tendencia
az abszolut értékekben egyaltalan nem kdszon vissza.

6.2.6 A fehérjetartalom

A peroxidaz és polifenol-oxidaz enzimek aktivitas értékeinek vonatkoztatasi alapjaul
szolgald fehérjetartalmat ugyancsak erre az iddszakra megvizsgalva, az alabbi eredmények
szlilettek. A 38. abran a tarolasi periddusban, makk sziklevélszovetébdl meghatarozott fehérje
koncentraciok atlagai és konfidencia intervallumai.
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38. abra A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A kapott adatok kozott statisztikailag kiilonbség nem értelmezhetd, a tarolas alatt a
makk fehérjetartalma allando értéki (6. sz. melléklet/5. tablazat). Tapasztalataim 6sszhangban
allnak Cleopatra mandarin (Citrus reticulata Blanco) magjainak kontrolalt kortilmények (16
°C, 40 % relativ paratartalom) melletti tarolasaval kapott fehérjekoncentraciokkal. A
mandarin magjai még harom hdnap utan sem veszitettek proteintartalmukbol. Vizsgalataikban
ez volt az egyik legérzékenyebb kémiai komponens, melyet a tarolas koriilményei leginkabb
befolyéasoltak (FAWUSI, 1989).

A fenoloidoknal mar emlitett tolgyfajokra (Quercus serrata és Quercus mongolica) és
vadgesztenyére (Aesculus hippocastanum L.) elvégzett tarolasi vizsgalatsorozatban a fehérje
mennyisége sem mutatott szamottevd redukciot a raktarozas harmadik honapjanak elteltével
(SHIMADA, 2001).

A vizsgéalatokhoz vélasztott biokémiai indikator paraméterek Osszesitett halmazanak
valtozasai lathatok a 16. tdblazatban a tarolds folyaman.

16. tablazat Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata kocsanyos t6lgy makktétel tarolasa alatt.

2005. december-
2006. januar
2006. januar-
2006. februar 1
2006. februar-
2006. aprilis

valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan ! valtozatlan
valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan

l valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan valtozatlan

A tarolasi vizsgdlatsorozatban a mért biokémiai jelzéanyagok értékei kozott,
hasonloan az ontogenezisnél tapasztaltakhoz, kapcsolat allapithato meg. A formaldehid
koncentracio és a POD, PPO enzimek kozott a raktarozas elsé két honapjaban, mig a fenoloid
és e két enzim esetében a két utolso mérési pont alkalmaval. Ezek az eredmények is azt
igazoljak vissza, hogy a novények fejlodésében, biokémiai folyamataiban fontos és kitiintetett
szerepe van e paramétereknek, s egymdssal osszehangoltan valtoznak meg (11. sz. melléklet).
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6.3 A kocsanyos tolgy stresszvizsgalatai

A novények fejlodését a genetikai adottsagok mellet a kérnyezeti hatasok is jelentds
mértékben befolydsoljak. Egyes biotikus és abiotikus kornyezeti tényezok korlatozo faktorai
lehetnek a fajok adott termdhelyen vald eléfordulasdnak. Azoknak a novényfajoknak az
¢letben maradasi esélyei nagyobbak, melyek alkalmazkododképesebbek, minél tobb tényezd
szempontjabol tagtiiréstick. A kornyezeti stresszre a novény elpusztul, vagy reverzibilis
stresszfolyamatokon megy keresztiil, s alkalmazkodoképessége erdsodik. A hatas erdsségét
dontden meghatarozza, hogy a fejlodés mely szakaszdban, milyen erdsségli €s idOtartamu
stressz éri a novényt.

A stressz hatasara reaktiv oxigén intermedierek képzddnek, melyek a stressz cellularis
indikétorai, valamint masodlagos hirvivok a stresszre adott valasz szignal transzdukcids
folyamataban. Mivel ezek az aktiv oxigénformak (AOF) mérgezoek a sejt szdmadra, s
egyszersmind jelzOfolyamatok résztvevdi is, a novényi sejteknek legalabb kétféle
mechanizmusra van sziikségiik, hogy szabdlyozzdk az intracellularis AOF koncentraciot,
illetve kozombositésiiket. Az egyiknek képesnek lennie arra, hogy rendkiviil finom
1évé AOF-kat detoxifikalnia kell, kiilonosen stressz alatt. Meghatarozé lehet a termelt reaktiv
oxigén intermedier tipusa és a kiilonbozd fajtak steady-state szintje kozotti egyensuly. A
termelt AOF és a scavenger (gyokfogd) folyamatok kozotti kolcsonhatas eredményeként,
mindezek a mechanizmusok egyértelmiien determinéltak, s a névény fiziologiai allapotatol,
valamint a kiilonbozdé kornyezeti, fejlodési és biokémiai ingerek integraciojatol fiiggden
drasztikusan meg is valtozhatnak. A kornyezeti, ill. stressz-tényezok fafajokra és egyedeikre
gyakorolt hatasanak a feltérképezését, valamint a fiziologids allapot mérésekkel vald
jellemzését a kovetkezo ismeretek teszik lehetové.

= A sejt (jelen kutatdsban a novényi sejt) optimalis novekedésének torvénye. A sejt
novekedésének ilitemét az adott, pillanatnyi kornyezeti adottsagokhoz igazitja és
optimalja.

= A sejt novekedésének adott pillanatban jellemzd sebességét a primer anyagcsere-
folyamatok sebessége hatiarozza meg. Novényi anyagcsere lefolyasat elsdsorban a
fotoszintézis intenzitasa uralja.

» Az el6bbi két tapasztalatbol kovetkezik, hogy a kornyezeti hatasok a metabolizmust
befolyasolni képesek, az extrém hideg, a fényhidnyos koriilmények, ill. a szarazsag
anyagcsere-folyamatokra gyakorolt szignifikans valtozasan keresztiil.

A kiilonboz6 eredetli kornyezeti hatasok leképezésére a novények enzimatikus és nem
enzimatikus antioxidans kapacitassal rendelkeznek. Ennek a komplex bioldgiai rendszernek
néhany enzim képviseldjét (katalaz, peroxidaz ¢és polifenol-oxiddz enzimek), valamint
aktivitdsukkal kapcsolatba hozhaté anyagcsere metabolitok (endogén formaldehidtartalom,
fenoloidtartalom és Osszfehérje-tartalom) mennyiségi valtozasait fogom taglalni a kovetkezo
fejezetekben kocsanyos tolgy makk €s csemete novény kiillonbozdé abiogén hatasra (hideg-,
fényhiany-, szarazsagstressz) adott stresszvalaszaival dsszefliggésben.

6.3.1 A kocsanyos tolgy makk hidegstressz vizsgalata

Szamos taroldsi technikat dolgoztak ki a nedvességtartalomra ¢és a relativ
oxigénhianyra érzékeny magvak életképességének megorzése céljabol. Az elsddleges
raktarozasi szempont a makk egyenletes gdzcseréjének biztositasa, valamint kiszdraddsanak
megakadalyozasa. Azonban a legkoriiltekintdbb eljarasok alkalmazéisa esetén is szamos
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stresszhatds ¢rheti a makktételt tarolasa folyaman. Ilyen kdros tényezd lehet példaul a
kornyezeti tényezokben bekovetkezd hirtelen véltozas (pl. hdmérséklet, paratartalom). Ezen
karok koziil minden bizonnyal az egyik leggyakrabban eléforduld a korai fagy okozta
mindségromlas, mely a nyugalmi és duzzadasi allapoti makk élettani folyamataira hatast
gyakorol.

Az egyedfejlodés korai allapotainak pontosabb behataroldsa lehetové tette, hogy
néhany novényfaj kornyezeti hatdsokra adott idofiiggd valaszreakcioi feltérképezhetové
valjanak. Az iddskalan nagyobb felbontds mellett végrehajtott stresszvizsgalatok a mért
biologiai paraméterek értékeiben szignifikans periodikus valtozasokat mutathatnak. Az alabbi
alfejezetekben kocsanyos tolgy makk hidegsokkra adott alarmfazisait fogom jellemezni
endogén formaldehidtartalom, fenoloidtartalom ¢&s kataldz aktivitds mennyiségi valtozasain
keresztiil (POZSGAI-HARSANYTI et al., 2005).

6.3.1.1 Az endogén formaldehidtartalom

Terméshéjuk eltavolitasa utdn, tomeg é&s sirliség alapjan valogatott, 10 %
tomegnovekedésig csiraztatott kocsanyos tolgy magvakat -20 °C hdmérsékletli hidegsokknak
tettem ki. A stresszhatas idOtartama 10 d6ra volt, orankénti mintavétellel. A makkokat idOben
késleltetve tettem ki a hideghatdsnak az Gsszehasonlithatosdg érdekében. A kisérlet teljes
idétartama harom nap volt. A 39. dbran a makk hidegsokkra adott valaszreakcidja lathatd
endogén formaldehidtartalom vonatkozéasaban.

Endogén formaldehidtartalom (umol/100g
ndvényi szovet)

id6 (6ra)
39. abra A kocsanyos tolgy makk endogén formaldehidtartalma a hidegsokk alatt.

A 17. tablazatban az endogén formaldehidtartalmak atlagértékei €s a statisztikai
Osszehasonlitdsok eredményei taldlhatéak a vizsgalt egyedszamokkal.

17. tablazat A kocsanyos t6lgy makk endogén formaldehidtartalméanak atlagértékei a hidegsokk alatt.
13,458, 3,150, 4,590," 3,640,° 3,580,° 13,370, 17,560;° 10,360;* 11,940,  12,340,* 13,490,

Csiraztatott kocsanyos tolgy makk 1 dras idétartamt hidegstressz hatdsdra endogén
formaldehidtartalmét a kiindulasi allapot negyedére redukalja. Helyi minimum elérése utan,
hat 6ra elteltével a formaldehidszint a kontrollt meghalado értéken maximumot ér el, majd
érteke lecsokken, s a kontroll allapotban meghatarozott érték kozelében stagnal.

Fusarium-mal fertdzott gorogdinnye (Citrullus vulgaris L.) véltozatok (Sugar Baby,
Charleston) endogén formaldehidtartalma ugyancsak periodikus valtozdsokat mutatott a
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stresszhatasra (SARDI és TYIHAK, 1995, 1998). A kapott valaszreakciokbol indirekt médon
a novények stressztlird-képességére lehetett kovetkeztetni.

Hasonlo6 eredményeket kaptak csertdlgy makkjaira vonatkozolag is. Kimutattak, hogy
a hidegsokk (-20 °C) a csirazé csermakk endogén formaldehidtartalméban oszcillaciot képes
indukalni, s néhany nap elteltével, a rezisztencia tartomdnyban a kiindulasinal magasabb
értéken allanddsul. Vizsgalataikban megallapitottak, hogy a kiillonb6zd kornyezeti hatdsoknak
kitett makk endogén formaldehidtartalma determinisztikusan koveti a Sellye-féle stressz-
szindréma fazisait (ALBERT et al.,1997, 1998; NEMETH, 1998).

A két faj makk-egyedeire vonatkozolag tehat analdg valtozasokat generalt a tobb orés
hidegstressz az endogén formaldehidtartalmat illetden. A stressz alarm fazisaban e vizsgalt
biokémiai paraméter szignifikans periodikus valtozasokat mutat mind cser, mind kocsanyos
tolgy makk esetében.

6.3.1.2 A fenoloidtartalom

Az emlitett stresszkoriilmények mellett, a tolgymakk Osszfenoloid-tartalma is
meghatarozasra keriilt, abbdl a célbol, hogy az irodalmakban kozolt stresszhatdsra
bekovetkezd megemelt fenolkoncentraciordl is képet kaphassunk. A stressz hatasara képzodo
gyokok kisoprésére a novények fenolos anyagok intenziv szintézisével reagdlnak, aminek
egyenes kovetkezménye a megemelt fenolkoncentracié. A 40. abran ennek a mérési
sorozatnak az eredményeit foglaltam ossze.

12,0 Fenoloidtartalom (mmol/100g n6évényi szévet)
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40. abra A kocsanyos tolgy makk fenoloidtartalma a hidegsokk alatt.

A 18. tablazatban kocsanyos tolgy makk fenolkoncentracidinak atlagértékei, vizsgalt
egyedszamai és a statisztikai vizsgalat szignifikans kiilonbségei talalhatok a hidegstressz alatt.

18. tablazat A kocsanyos t6lgy makk fenoloidtartalmanak atlagértékei a hidegsokk alatt.
kontroll 16

7,312;"° 4,875 6,115  5,922;"°  7,318;"® 9,342, 9,330, 9,075,"> 7,870,"> 10,483,° 7,231,

A csirazé tolgymakk fenoloidtartalma a stressz alarm fazisaban a kontroll allapothoz
képest lecsokken, majd megemelkedik, s Gjra csokken. Kilencoras hidegsokk hatasara a
fenolkoncentracié majd 40 %-kal nagyobb a kontroll allapothoz képest. Stasztikailag az 1
ords és a 9 Oras adatok kozott értelmezhetd kiilonbség, a vart koncentracidemelkedés
beigazolddott.
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6.3.1.3 A katalaz aktivitas

A makk hidegsokk alatti folyamatainak bruttdé hidrogén-peroxid sziikségletérdl a
katalaz enzim aktivitdsanak mérésén keresztiil tajékozddhatunk. A csertolgynél tapasztalt
hidegsokkra bekovetkezd periodicitds kimutatasa e vizsgalati paraméter esetében
kulcsfontossagu lehet abbol a szempontbol, hogy valtozasaik jellegében tapasztalhato
meghatarozott tendencidk esetén altalanos érvényl kovetkeztetéseket tudjunk levonni. A
bioldgiai rendszer altaldnos sajatsaga ugyanis a stresszhatasra bekovetkez6 oszcillacio. A 41.
abra imbibiciés allapoti kocsanyos tolgy makk katalaz enzim aktivitasdt mutatja a
hidegstressz folyaman.

70 Katalaz aktivitas (umol/gsec)
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41. abra A kocsanyos tolgy makk katalaz aktivitasa a hidegsokk alatt.

A 19. tablazatban kocsdnyos tolgy makk hidegstressz alatti kataldz aktivitdsainak

atlagértékei, vizsgalt mintaszdmai és a statisztikai Osszehasonlitd vizsgalat eredményei
talalhatok.

19. tablazat A kocsanyos t6lgy makk katalaz aktivitasanak atlagértékei a hidegsokk alatt.
kontroll 16 0 0 0

4,802 33757 4,560, 5,026, 4,191 5,098, 6,701 4,088,  3,486,° 3,034, 4,822,

Kataldz aktivitds vonatkozasdban a valtozas jellegében tapasztalhatdo tendencia
ellenére statisztikailag nem igazolhatok az egyes mérési pontok kozotti szignifikdns
kuilonbségek. A stresszmentes allapothoz képest a helyi minimum és maximum értékek itt is
jol megfigyelhetdk a stressz manifesztalodasa folyaman.

Osszefoglaldsként megdllapithaté, hogy a kocsdanyos tolgy makkjain elvégzett
hidegstressz a vizsgalt paraméterek koziil az endogén formaldehidtartalomban indukalt
periodikus valtozdsokat. Ertékében a kiinduldsi dllapothoz képest csékkend, minimum értéken
dthalado, majd novekvo, maximum értéket elérd és ujra csokkend tendenciat tapasztaltuk.
Valtozasa a stressz-szindroma fazisait kovette. A kivalasztott stresszmarkerek koziil a
legérzékenyebben az endogén formaldehid-, illetve a fenoloidtartalom tiikrozte vissza a
stresszhatasra bekovetkezo valaszreakciokat. Mindharom paraméter kozott a stressz lefolyasa
alatt jo korrelacios kapcsolat all fenn (11. sz. melléklet).
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6.3.2 A kocsanyos tolgy csemete hidegstressz vizsgalata

A homérséklet azon altalanos életfeltételek egyike, mely a biokémiai reakciok, s ezzel
az anyagcsere-folyamatok intenzitdsat alapvetéen meghatarozza. Az alacsony hémérséklet
hatasara karosodik a sejtek membranszerkezete, a membréanok elvesztik folyadékkristalyos
allapotukat, merevek lesznek. Ezaltal csokken a membranalkotok mobilitadsa, reakcidinak
intenzitdsa, lassul a tdpanyagok mobilizacidja. Szabadgyokok képzodnek, s az indukalt
gyoOkreakciok membrankarosodashoz vezetnek. A membranalkotok 6sszetételbeli valtozasa
kozvetett modon ugyan, de hatast gyakorol egyéb anyagcsere-metabolitok mennyiségi
viszonyaira is. Mindemellett az is fontos tény, hogy az enzimatikus reakciok sebessége
szintén homérsékletfiiggd, mely leginkdbb a membranhoz kotott enzimreakciok esetében
érvényesiil. Mivel ezek az enzimfolyamatok szoros kapcsolatban allnak a szolubilis
enzimreakciokkal, a normal anyagcsere elengedhetetlen feltétele e  reakcidk
kiegyensulyozottsaga. Az egyensuly felbomlasa anyagcsere-intermedierek
felhalmozodasahoz, s az anyagcsere karosodasahoz vezet (PETHO, 1993).

Az alabbi alfejezetekben a hidegstressz-hatds biokémiai kovetkezményeit
tanulmdnyozom a valasztott kémiai jelzOparamétereken keresztiil hatleveles allapota
kocsanyos tolgy csemetéken. Ehhez a vizsgalathoz az 5.2.3 fejezetben leirt koriilmények
mellett nevelt fiatal csemete novényeket 4.5 oras -20 °C hdmérsékletli hidegsokknak vetettem
ald. A reprodukalhaté eredmények érdekében a mintavételt idoben késleltetve végeztem el. A
mérésekhez a csemete Osszes levelét felhasznaltam €s atlagmintat készitettem, igy lehetdség
volt az Osszes kémiai paraméter egy extraktumbol torténd meghatarozasa, mely
elengedhetetlen feltétele a mérési eredmények Osszehasonlithatosdganak. A statisztikai
Osszehasonlito vizsgalatok eredményei a 8. sz. melléklet tablazatai foglaljak ossze.

6.3.2.1 Az endogén formaldehidtartalom
A vizsgalatokat 2005, 2006 és 2007 tavaszan végeztem kiilonbozo helyrdl szarmazo
makktételbol csiraztatott és nevelt novényekkel, hogy az eredet okdn fennalld esetleges

mindségi kiilonbségek kimutathatok legyenek. A 42. abra a levélszovetek hidegstressz
hataséara bekovetkezdé endogén formaldehidtartalmainak valtozasait szemlélteti.

15,0 - Endogén formaldehidtartalom (umol/100g

ndvényi szovet)
10,0 - i kontroll
L hideg
50 - ]:
! h‘lh;
00 | =
2005 2006 2007

42. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Megéllapithatd, hogy mindhdrom évben a 4.5 oras hideghatasra a levelek endogén

formaldehidtartalma szignifikans modon megemelkedik. TYIHAK (1989) babnévények
levelein elvégzett kisérleteiken ellenkezd megallapitasra jutott.
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Csermakk ellenben hidegsokkra (>72 6ra) megemelt endogén formaldehidtartalommal
reagalt (NEMETH, 2002).

A kiilonb6z6 makktételbdl szarmazod egyedeket 6sszehasonlitva kijelenthetd, hogy a
Gyulai Erdészetbdl szarmazé makk endogén formaldehidképzd potencidlja nagysagrendekkel
nagyobb volt, mint a Kisalfoldi Erdészeti Rt. vitnyédi telephelyérdl szarmazoké. A vitnyédi
makktételbdl nevelt csemeték 2006-ban és 2007-ben is azonos nagysagrendi tartomanyban
1évo értékeket mutattak és azonos mddon reagaltak a hidegstresszre.

6.3.2.2 A fenoloidtartalom

Kimagasld szerepet tulajdonitanak a fenoloidok szuperoxid- és hidroxil-
szabadgyokoket kozombosité aktivitdsanak (ROBAK és GRYGLWSKI, 1988). Ezen
vegyliletek sokfélesége ellenére, a novények élettani folyamatai soran betoltott szerepiik
hasonld. Sejtvédd funkcidval rendelkeznek. Az irodalmakban kozolt (RIVERO et al., 2000)
stresszhatdsra bekovetkezd dsszfenol-tartalombeli akkumulécié igazoldsara, meghataroztam a

cres

8,0 - Fenoloidtartalom (mmol/100g névényi szovet)

60 - M kontroll

i hideg

4,0 -

2,0 -

0,0 -
2005 2006 2007

43. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fenoloidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A 2006-0s és 2007-es évben elvégzett kisérletsorozatok eredményeiben tapasztalhatd
emelkedd tendencia ellenére, statisztikailag szignifikans eltérések nem voltak kimutathatok a
kontroll és a stresszelt novények kozott a relative nagy szordsértékek miatt. A csemeték
Osszes fenoltartalma egyik évben sem nétt meg szignifikans modon, tehat a kocsanyos tolgy
csemetéken elvégzett hidegstressz vizsgalat eredményei nem erdsitik meg az irodalmi
adatokat. Az egyes évek mérési eredményeit egymashoz viszonyitva viszont meghatarozd
csokkenés figyelhetd meg, mind a kontroll (stresszmentes), mind a stresszelt novények
fenoloidtartalmara vonatkozolag. A vitnyédi csemetekert makkjaibol nevelt egyedek levelei
harmadakkora  fenol  koncentraciéval  rendelkeztek. = Hasonléan az  endogén
formaldehidtartalomhoz, az azonos telephelyrdl szdrmazd novények azonos eredményeket
produkaltak.
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6.3.2.3 A katalaz aktivitas

A peroxiszomak és a glioxiszomak hidrogén-peroxid szintjének csokkentésében
résztvevO kataldz az egyik leguniverzalisabb enzim, mely mind a névény-, mind az
allatvilagban megtalalhatd. Hogy pontosabb képet kaphassunk a stressz kovetkeztében
kialakuld karosodasok mértékérol aktivitdsanak meghatarozasa kézenfekvonek bizonyult. A
44. 4bra a hidegstressz hatasra bekovetkezd katalaz enzim aktivitas értékeit szemlélteti a
kontroll novényekben mérthez képest az egyes vizsgalati években.

30,0 - Katalaz aktivitas (umol/gsec) H kontroll
M hideg

25,0 -
20,0 -
15,0 -
10,0 -

50 -
I

0,0 -

2005 2006 2007

44. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek katalaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A 44. 4bra alapjan elmondhato, hogy mindharom vizsgalati évben a kataldz enzim
aktivitdsa szignifikdns modon lecsokkent. Az egyes években elvégzett kisérletek
eredményeire tekintettel megallapithatd, hogy a vitnyédrél szarmazd makktételbdl nevelt
tolgyek enzimaktivitdsa négyszerese a gyulai erdészetbdl szarmazodkénak, tovabba, hogy a
vitnyédiek ugyancsak azonos értékeket mutatnak minden tekintetben.

Megallapitasaimat nagymértékben megerdsitik az irodalmi 6sszefoglaloban felsorolt
publikacidk eltéré novényfajokra (uborka, kukorica, buza) vonatkozolag. GECHEV et al.
2003-ban hasonld koriilmények mellett dohdnynovények levelein elvégzett hidegstressz
vizsgalataiban a kataldz enzim aktivitasanak redukciojat tapasztaltak mas enzimek (pl., POD)
valtozatlan aktivitasaval egyidejiileg.

A katalaz tehat stresszérzékeny enzim, hideg hatisara kocsanyos tolgy csemeték
leveleiben aktivitasa szignifikans médon lecsokken.

6.3.2.4 A peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitisok

A peroxidaz és a polifenol-oxidaz ugyancsak a novényi szervezetekben eléforduld
univerzalis enzimek kozé tartoznak. Kiemelkedd jelentdséglick, mint enzimatikus
antioxidansok, s mindkettd részt vesz fenolos anyagok oxidaldsdban is. Fontos informaciok
nyerhetdk aktivitdsuk meghatarozasaval a fenoloidtartalommal 6sszefiiggésben. A katalaz és a
peroxidaz kozotti kapcsolatok felderitése a stressz alatti hidrogén-peroxid-szint alakulasarol
nyujthat felvilagositast, hiszen a kataldz elsOsorban a szervezet szamdara karos hidrogén-
peroxid bontdsadt végzi, mig a peroxiddz hidrogén-donor vegyiiletek oxidaladsanal
szubsztratként hasznalja fel azt. Aktivitasaik hidegstresszre bekovetkezd valtozasai a 45. és
46. dbran lathatoak.
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150 - POD aktivitas (U/pg fehérje) i@ kontroll 4,0 1 PPO aktivitas (U/ug fehérje) & kontroll

M hideg M hideg

3,0 -
10,0

2,0 -
50 -

1,0 -
0,0 - 0,0 -

2005 2006 2007 2005 2006 2007

45. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy 46. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy
csemete leveleinek peroxidaz aktivitasara. csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Az egyes években levelekbdl mért enzimaktivitdsok a viszonylag nagy szorasértékek
miatt sem a peroxiddz, sem a polifenol-oxiddz esetében nem jeleznek meghatdrozo
differencidkat. A peroxidazra vonatkozolag a makktételek kozott sincs kiillonbség, ezzel
szemben a polifenol-oxiddz aktivitdsai a 2006-o0s és 2007-es mérési eredmények alapjan
szignifikansan magasabbak. Az azonos szadrmazasi korzet megintcsak azonos nagysagrendi
mérési adatokat szolgaltatott.

A kataldznal mar emlitett dohdnynovény hidegstressz kisérletére hivatkozva, mérési
eredményeim ebben a vonatkozasban is alatdmasztast nyertek (GECHEV et al., 2003). A
peroxiddz enzim valtozatlan aktivitasokat szemléltet a csokkent katalaz értékekkel
parhuzamosan.

6.3.2.5 A fehérjetartalom

A fehérjék hidrogén-peroxid altali oxidativ modosuldsainak egyik kovetkezménye
lehet, a fehérjék fragmentalddasa. A fehérjék aminosav maradékai allandé célpontjai a stressz
hatasara felszabaduld szabadgyokok tamadasanak. A szervezet lebontd folyamatokkal
védekezik a fiziologiailag inaktiv fehérjék sejtekben torténd felszaporodasa ellen. Az
oxidativan mddosult fehérjék eltavolitasa alapvetd fontossagi a sejtek szamara, mert az
inaktiv, gyakran mérgez6 hulladék a sejtek funkcioit gatolja (GOLDBERG, 1982).

A hidegstresszre bekovetkezo fehérjetartalombeli atalakuldsokat mutatja be a 47. abra.

200,0 - Fehérjetartalom (pg/ml) i kontroll
L hideg
150,0 -

100,0

50,0

0,0 -

2005 2006 2007

47. abra A hidegstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fehérjetartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.
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A vizsgalatok elsé évében stresszhatasra bekovetkezd fehérje-degradaciot a kovetkezo
évek mérései nem erdsitik meg. Az idofiiggd és idofliggetlen linedris enzimkorreldciok
létezésének egyik kiindulasi alapfeltétele tehat teljesiil, a sejtek Osszfehérje-mennyisége
allandonak tekinthetd.

A kisérleteimhez valasztott stresszmarkerek egyesitett halmazédnak — az indikétorok
skaléris értékeibdl szarmaztatott vektorra — hidegstressz alatti valtozasi mintazata a 20.
tablazatban lathato.

20. tablazat Az indikatorok egyesitett valtozasi mintdzata csemete hidegstressz vizsgalata alatt.

Kocsanyos

tolgy csemete B0 Fenoloidtartalom Lot LY 5y Osszfehérje-
5 gy formaldehidtartalom aktivitas aktivitas aktivitas tartalom

hidegstressz

2005: . . .

Kontroll-hideg i valtozatlan l valtozatlan ~ valtozatlan 1

2006: . . . .

kontroll-hideg T valtozatlan l valtozatlan  valtozatlan valtozatlan

AU 1 valtozatlan l valtozatlan  valtozatlan valtozatlan

kontroll-hideg

6.3.3 A kocsanyos tolgy csemete fényhianystressz vizsgalata

A novények novekedéséhez, fényre van sziikség. Fejlodésiiket, morfogenezisiiket a
gének és a kornyezet — elsddlegesen a fény — szoros kolcsonhatdsa jellemzi. Sotétben
novekedésiik lelassul, s morfoldgiai valtozasokon mennek keresztiil. A fényhiany morfologiai
¢és fizioldgiai jegyekben egyarant megjelend tlinetegyiittese az un. etiolaltsdg. A fényhidny
gatolja a szovetek differencidlodéasat, gyorsitja az oregedési folyamatokat. A levelekben
fényhidnystressz hatdsara fizioldgiai és biokémiai valtozésok torténnek. Lassulnak az
anyagcsere-folyamatok, igy kozvetett médon a metabolitok koncentracidja is megvaltozik
(PETHO, 1993).

Az alabbi alfejezetekben hatleveles allapotu kocsanyos tolgy csemeték fényhidny
stresszre bekovetkezd valaszreakcioit taglalom a valasztott kémiai paraméterek mennyiségi
viszonyain keresztiil. Ehhez a kisérlethez az 5.2.3 fejezetben leirt koriilmények mellett
kifejlett csemete novényeket idOben késleltetve 72  ordra sotétbe  helyeztem
szobahdmérsékleten. A kisérlettervezési szempontokat az el6bbiekben mar ismertetésre
kertiltek. A mérésekhez ugyanazon kontroll novényekhez viszonyitva hatdroztam meg
mindkét stresszesemény (hideg ¢és fényhiany) hatasat. A statisztikai Gsszehasonlitd
vizsgalatok eredményei a 8. sz. melléklet tablazataiban talalhatok.
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6.3.3.1 Az endogén formaldehidtartalom

A levélszovetek endogén formaldehidtartalménak fényhianystresszre bekovetkezo
kvantitativ valtozasait a 48. dbra mutatja be.

15,0 - Endogén formaldehidtartalom (umol/100g

névényi szovet)
10,0 - i kontroll
]: i fényhidny
50 -
: I
0,0 -

2005 2006 2007

48. abra A fényhianystressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Az osszefoglald 48. abra alapjan deklaralhato, hogy a harom egymast kovetd évben a
levelek endogén formaldehidtartalma szignifikansan megemelkedett a harom napos sététben
vald tarolas hatasara. A makktételeket Osszehasonlitdsabdl kideriil, hogy az eddigi
eredményekhez hasonldéan valtozik az egyes években a kontroll és a stresszelt novények
endogén formaldehid koncentracidja. A vitnyéd kornyékérdl szarmazd magvak csemetéi
azonosan egy nagysagrenddel alacsonyabb értékeket mutatnak a gyulaihoz képest. A 2006-o0s
és 2007-es években elvégzett méréseknél figyelemreméltdé a stresszre bekovetkezd
koncentraciondvekmény azonos mértéke. Tehat a hidegstressznél tapasztaltak e stressz

manifesztalddasakor is ugyanolyam moédon jutnak érvényre.
6.3.3.2 A fenoloidtartalom

A sotétben tartott csemeték leveleinek fenoloidtartamainak kontrollhoz viszonyitott
értékei a 49. dbran lathatdak.

8,0 - Fenoloidtartalom (mmol/100g névényi szovet)

H kontroll
6,0 -

M fényhidny

4,0 -

2,0 -

0,0 -
2005 2006 2007

49. abra A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.
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Kijelenthetd, hogy a 2005-6s és a 2007-es években végzett vizsgalatok esetében sem
valtozott meg a kocsanyos tolgy levélszovetek Osszes fenoltartalma, a szérasértékek nagyok.
A szignifikancia vizsgalat eredményei alapjan a masodik ¢évi kisérletek bizonyitanak
fenoltartalombeli novekedést. A hidegstressznél tapasztalt csokkend tendencia a 2005-ben
mért értékekhez képest itt is megallapithatd a két utolsd évben.

6.3.3.3 A katalaz aktivitds
A novények fényviszonyokhoz vald alkalmazkoddsa nem gyors folyamat. A

bekovetkezo valtozasokhoz sok esetben tobb napra van sziikséges (FOYER et al., 1989), ezért
a fényhianystressz vizsgalatat 3 napra terveztilk. A KAT aktivitasokat a 50. dbra szemlélteti.

40,0 - Katalaz aktivitas (umol/gsec) H kontroll
35,0 - i fényhiany
30,0 -

25,0
20,0
15,0 -
10,0 -

50 -

0,0 -

2005 2006 2007

50. abra A fényhianystressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek katalaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Az 0sszefoglalo dbra alapjan a katalaz enzim 72 6ras fényhianystresszre bekovetkezd
barminemi valtozdsa nem igazolhato vissza. A makktételek kozotti kiilonbségek azonosak a
hidegstressznél tapasztaltakhoz.

Az alacsony és nagy fényintenzitast Osszehasonlitva, szamos tanulmany szerint a
napos levelekbdl mért antioxidans enzimek aktivitdsa tobbszordse az arnyékosokébodl
mértnek. REDINBAUGH és SCANDALIOS (1990) a katalaz enzim szokatlan cirkadiam
ritmusat allapitottdk meg 12 6ras fotoperiddus alatt nevelt kukorica levelekbdl. A kései sotét
és a korai fényszakaszban az enzim aktivitasanak rendkiviil alacsony értékeit, mig a
fényszakasz végén, illetve a sotét szakasz kezdetekor magas aktivitdsokat tapasztaltak. Borso
katalaz aktivitdsa egy nap sotétben vald tartds utan valtozatlan maradt, csak a masodik nap
okozott szignifikdns novekedést aktivitasdban (MATAMOROS et al., 1999).

Tehat a mért aktivitdst nagyban befolyasolja a stressz iddtartama és a vizsgalt
novényfaj. Kocsanyos tolgy esetében a harom nap utdn meghatarozott enzimaktivitdsok nem
mutatnak eltérést a fényhianystressz esetében.

6.3.3.4 A peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitdasok

Az eddig vizsgalt jelzOmolekuldk (KAT, fenoloidtartalom) mennyiségi valtozasaiban
tapasztalt tendencia a két enzim aktivitdsanak eldirt megvaltozasat kell, hogy indukaljak. A
fenoltartalombeli novekedéshez csokkent PPO aktivitds, mig a valtozatlan katalaz
aktivitdsokhoz megnovelt POD aktivitds prognosztizalhatd. A peroxidaz aktivitdsai az 51.
abran, a polifenol-oxidazé az 52. dbran lathatok.
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15,0 1 POD aktivitas (U/ug fehérje) W kontroll 25 1 PPO aktivitas (U/pg fehérje) ™ kontroll

i fényhiany i fényhiany
2,0 -
10,0 -
15 -
1,0 .
50 -
0,5 -
0,0 - 0,0 -
2005 2006 2007 2005 2006 2007
51. abra A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy 52. abra A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy
csemete leveleinek peroxidaz aktivitasara. csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A peroxidaz aktivitds egyik évben sem valtozott meg szignifikansan a
fényhidnystressz hatasara, ami az egyedi sajatsagokbol fakado nagy szorasértékeknek tudhatd
be. Ezzel szemben a polifenol-oxidaz a vart csokkenést igazolta, aktivitasai mindhdrom évben
felére csokkentek a stressz kovetkeztében. A szaramazasi korzetek vonatkozdsdban a
peroxidazra nézve konkrét kovetkeztetéseket levonni nem lehet, a polifenol-oxiddz azonban,
hasonlodan a kataldz enzimhez, nagyobb aktivitasokat mutatott a 2006-os és 2007-es években a
Gyulai Erdészetbdl szarmazd magvak csemetéiben meghatarozotthoz képest. A Kisalfoldi
Erdészeti Rt. vitnyédi telephelyérdl szarmazoké mindkét évben azonos értékeket mutatott.

6.3.3.5 A fehérjetartalom

A kloroplasztiszok fehérjeszintézisének intenzitdsa sotétben mar az elsd nap utdn
jelentés mértékben lecsokken, a fényhiany tehat a kloroplasztiszok kéarosodasahoz vezet.
Tekintve, hogy a levelek fehérjetartalméanak nagy része a kloroplasztiszokban szintetizalodik,
ezért a sotétség, az arnyékos kornyezet a levelek id6 elbtti regedéséhez vezet (PETHO,
1993). A POD ¢és PPO enzimek aktivitdsainak vonatkoztatasi alapjaul szolgdld Osszfehérje
mennyiségének értékeit az 53. dbra foglalja 6ssze az egyes vizsgalati évek fliggvényében.

200,0 - Fehérjetartalom (pug/ml) i kontroll
ud fényhiany

I

150,0

100,0

50,0

0,0 -

2005 2006 2007

53. abra A fényhidnystressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.
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Lathato, hogy az eldjelzett fehérjemennyiségbeli csokkenést az elsé évben elvégzett
kisérletek eredményei produkaltdk szignifikdns moédon. A madasodik ¢s harmadik évben a
szorasértékek nagy értéke miatt a kontroll allapothoz képest nem mutathatéak ki a
differencidk fényhidnystressz folyaman. Borsdé novények mar emlitett ugyanilyen
vonatkozasu tanulmanyozasakor a fehérjetartalom az els napra szignifikansan redukaléddott,
majd a masodik napon ehhez képest valtozatlan maradt és a negyedik nap mar nem okozott
szamottevo kiilonbséget értékében (MATAMOROS et al., 1999).

A kisérletekhez alkalmazott biokémiai markerek egyesitett valtozasi mintazata a 21.
tablazatban lathato.

21. tablazat Az indikatorok egyesitett valtozasi mintdzata csemete fényhidnystressz vizsgalata alatt.

Kocsanyos tolgy

csemete LTt Fenoloidtartalom KAT POD PPO Osszfehérje-
P formaldehidtartalom aktivitas aktivitas aktivitas tartalom

fényhidnystressz

2005: T valtozatlan valtozatlan  valtozatlan ! !

kontroll-fényhiany

2006: . . . .

kontroll- fényhiany T valtozatlan valtozatlan  véltozatlan ! valtozatlan

2007: 7 valtozatlan valtozatlan  valtozatlan l valtozatlan

kontroll- fényhiany

Osszefoglaldsként elmondhato, hogy egyértelmii Gsszefiiggés a stresszviszgdlatokndl
2005-6s (hidegstressz és fenyhiany stressz), 2006-os évben (kontroll) volt az endogeén
Jformaldehid és a fenoloidok mennyisége kozott, valamint a mdsodik évben a formaldehid vs.
POD (kontroll, hidegstressz), és a fenoloid koncentracio vs. POD aktivitas (kontroll, hideg,
fényhiany), illetve a PPO aktivitas (kontroll, fényhiany) kozott. A vizsgalat harmadik évében
hidegsokk esetében jo hatdarozottsagi foku linearis kapcsolat allapithato meg az endogen
Jformaldehidtartalom és a PPO aktivitas értékei kozott (11. sz. melléklet).

6.3.4 A kocsanyos tolgy csemete szarazsagstressz vizsgalata

A viz éltalanos életfeltétel, ezért hidnya szelekcids tényezoként hat a novények adott
termOhelyen vald eldfordulasaban. Morfologiai, fiziologiai €s biokémiai adaptacion keresztiil
a novények alkalmazkodni képesek a megvaltozott kornyezeti feltételekhez. Az adott
termoOtertiilet vizellatottsdga nemcsak a novények elterjedését, hanem a termeszthetd fajokat,
fajtdkat is meghatdrozza. Természetesen kozottik jelentds kiilonbségek vannak
alkalmazkodoképesség tekintetében. Azonos mértékli vizdeficitet egyes novények
érzékenyebben, masok jobban elviselnek. Aszalyos iddszakokban csokken a talaj felvehetd
vizkészlete, ami az aktivabb parologtatas kovetkezménye. Kritikus csokkenésével a novény
gyokerének ¢s levelének vizpotencidlja tartosan és nagymértékben lesiillyed, aminek hataséara
a levelek hervadasnak indulnak. Az egyes anyagcsere-folyamatok eltérd érzékenységiliek adott
szoveti vizpotencidl siillyedésre. Mar kismértéki vizhidny esetén is ledll a sejtosztodas és a
sejtnagyobbodas, a sejtfal anyagainak szintézise, lassul a fehérjeszintézis. Morfologiai
kovetkezményként, csokken a levelek asszimilécios feliilete. Mindezeken tdl a vizhidny hatést
gyakorol a fotoszintézisre, a 1égzésre €s a szervesanyag-akkumulécidra, tdpanyagfelvételre. A
sztomak bezarddnak, csokken a fotoszintézis intenzitdsa, melyet a levelek csokkent szén-
dioxid ellatottsaga, valamint a citoplazma ultrastrukturalis karosodasaval jaro
enzimaktivitasbeli csokkenés egyiittesen eredményeznek (PETHO, 1993).

A kocsanyos tolgy a szarazsagtiird fajok kozé sorolhatd, mely kiterjedt gyokérzetének
koszonhetd. A vizhidny hatdsdnak modellezésére a hatleveles dallapoti csemetéket
kifejlodésiikig hetente egyszer azonos térfogati vizzel locsoltam. Majd megsziintetve a
vizellatast, heti mintavételezéssel vizsgaltam a stressz lefolydsadt a valasztott marker
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paraméterek mennyiségi valtozasan keresztil (1. sz. melléklet/3.-4. é&bra). Az aldbbi
fejezetekben a szarazsagstressz mérési eredményeit taglalom.

6.3.4.1 Az endogén formaldehidtartalom

Az eddigi vizsgalatok alapjan rendkiviil stresszérzékenynek mindsiildé endogén
formaldehidtartalom szarazsagstressz hatasara bekovetkez0 kvantitativ valtozasait az 54. dbra
mutatja be. A 22. tdblazatban az endogén formaldehid koncentraciok atlagai és kozottiik 1évo
statisztikai eltérések, valamint a mintaszamok lathatok.

Endogén formaldehidtartalom (umol/100g

50 névényi szévet)

45
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

2 LI
o L D
0,0 N ' ,\7
e _

i kontroll
il
Ll

54. abra A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy leveleinek endogén formaldehidtartalmara.

22. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalma szarazsagstressz alatt.
4,616 0357 0,192 0,164,

Lathato, hogy a kontroll névény magas endogén formaldehidtartalma mar az elsd
mintavételezés alkalmaval rendkiviil alacsony értékre csokkent, s ezutan koncentracidja mar
nem is valtozott meg szamottevoen. A vizhidny soran tehat az endogén formaldehidképzo
potencial redukalodott. A novény metilezési és demetilezési folyamatai kozotti egyensuly
felborult. Az endogén formaldehidtartalom csokkenése a csemete szarazsagstresszre
bekovetkezd demetilezési folyamatainak hattérbe szorulasara utal. A novény ellenalld-
képessége a fiziologias kiindulasi érték ala esik, kronikus tiinetek jelennek meg rajta, melyet a
novény pusztuldsa kovet. A stressz lefolyasa alatt a csemeték apoptdzis kozeli allapotba
kertiltek, a folyamat visszafordithatatlanna valt.

6.3.4.2 A fenoloidtartalom

Az eddigi stresszvizsgalataimban sem a hideg, sem a fényhidny nem okozott jelentds
mértékli valtozast a fenoloidok Osszmennyiségében. A szarazsdg idOben végig kovetett
valaszreakcioit fenoltartalomra vald tekintettel az 55. dbra szemlélteti. A 23. tdblazat a
fenoloidtartalom atlagértékeit, mintaszamait és szignifikans eltéréseit tartalmazza.
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Fenoloidtartalom (mmol/100g n6évényi szévet)
9,0 '1

8,0 -
7,0 -
6,0 -
50 -
4,0 -
3,0 1
2,0 -
1,0 A
0,0 -

H kontroll
I
[*NIN

LI

55. abra A szaraszagstressz hatdsa kocsanyos tolgy leveleinek fenoloidtartalmara.

23. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalma szarazsagstressz alatt.

6,135  8,1365"  7,2665 2,658,

Az 55. abra jol szemlélteti a fenoloidtartalom csokkend koncentracidjat a stressz
lefolydsa soran. A bioldgiai rendszer a stressz hatdsdra a fenolos anyagokat termeld
folyamatok intenzitasat csokkenti, a fenoloidok mennyisége harmadara esik vissza a stressz
kimeriilési szakaszaban. Tehat a fenoloidtartalomban gyakorlatilag nem kovetkezik be

szignifikans valtozads a vizsgalat masodik iddpontjaig, ezt kovetden értéke dramai modon
redukalodik.

6.3.4.3 A katalaz aktivitds

A hidegstresszre bekovetkezd kataldz aktivitasbeli csokkenés, s a fényhidny esetében
tapasztalt valtozatlan értékek a katalaz enzim aktivitasanak stresszérzékenységére utalnak,
melyet az adott stresszesemény mindsége, a stressz idGtartama és még szamos tényezd
egyidejlleg befolyasol. Az irodalmi hivatkozasokban k6zolt megemelt antioxidans aktivitas
tanulmanyozéasara meghatdroztam a levelek kataldz enzim aktivitasat. A kapott eredményeket
az 56. abran foglaltam Gssze, a 24. tablazatban pedig a kataldz aktivitas atlagai, statisztikai
kiilonbségei, és a vizsgalt novényi mintaszdmok talalhatok.

Katalaz aktivitas (umol/gsec)
35,0 W

30,0 -
25,0 -
20,0 - H kontroll
150 - Ml

X
100 1 il

50 1 .

0,0

56. abra A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy leveleinek katalaz aktivitasara.

24. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasa szarazsagstressz alatt.

14,515 33,209  23,927" 17,039,
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Az els0 mérési pontban az enzim aktivitdsa tobb mint kétszerese a kiindulési
allapotban mértnek, ami feltehetéleg a stressz hatasara felboruld antioxidansok és
prooxidansok kozotti egyensuly soran felszaporodd AOF kozombdositésében aktivan résztvevo
enzim mikodésének kovetkezménye. Ezt kovetden intenzitdsa a harmadik mérési pontban
szignifikansan lecsokken. A vizhidny mértéke ebben a pontban mar olyan mértékii, hogy a
novény apoptdzis kozeli allapotba keriil, amit a csokkent enzimaktivitasi értékek abszolut
visszatiikroznek. A reaktiv oxigénformak felszaporodasat a sejt mar nem képes szabalyozni, s

ennek kovetkeztében a novény elpusztul. Olajfadkra vonatkozoan is ilyen ereményeket kaptak
(SOFO et al., 2005, 2007)

6.3.4.4 A peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitdasok

Az eddigi tapasztalok tiikrében a POD ¢és PPO enzimek aktivitasainak vizsgalata
kiszélesitheti annak a lehetdségét, hogy a szarazsag alatt lezajlé anyagcsere-folyamatokrdl
komplexebb képet kaphassunk. Az 57.-58. abrakon e két enzim aktivitdsait mutatom be a
vizhidny id6tartaménak fiiggvényében. A késobbi korrelacids vizsgalatok finomabb felosztasa
érdekében e vizsgélat sordn beiktattunk egy tovabbi mérési pontot a kontroll és az eddig I.-es
allapottal jelzett pontok kozé. Ebben az iddpontban a csemetét1 0 napos vizhianystressz érte.

A 25. tdblazatban a parhuzamos mérések szama, az enzimaktivitdsok atlagértékei és a
kozottiik 1évo szignifikans eltérések lathatok.

400 POD aktivitas (U/ug fehérje) 50 PPO aktivitas (U/ug fehérje)
0 1 ]
35,0 A 8,0 1
7,0 -
30,0 - f
H kontroll 60 - H kontroll
25,0 - ,
50 -
20,0 1 oI, , |l
el #0 |l
15,0 b : 3,0 4 !
10,0 - . 2,0 - @Il
>0 MV 101 V.
0,0 0,0
57. abra A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy 58. abra A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy
csemete leveleinek peroxidaz aktivitasara. csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.

25. tablazat Kocsanyos t6lgy csemete POD és PPO aktivitasa szarazsagstressz alatt.

kontroll L 1L 1L Iv. |
POD 28,8528 22,2238 37,0868 1,759 0,637
PPO 8,3674" 5,253, 1,031, 0,2814° 0,279

A peroxiddz enzim esetében az elsd két mérési pontig bekovetkezd vizdeficit nem
okoz valtozast az enzim miikodésében. Aktivitdsa valtozatlan marad, majd ezt kdvetden egy
nagysagrendi tartomdnyt felolelo csokkenés tapasztalhatd értékében. A polifenol-oxidaz
aktivitasa ezzel szemben szignifikdns mértékli fokozatos csokkenésen megy keresztiil. Mar az
els6 vizsgalati alkalom utan aktivitasa kozel felére esik vissza, ami aztan tovabb redukalddik,
s hasonloan a POD-hoz alig detektalhato szinten allanddsul.

Ugyanilyan eredmények sziilettek az irodalmi sszefoglaloban mar megemlitett oliva
facsemeték szarazsagstressz vizsgalata sordn (SOFO et al., 2005, 2007). A KAT és POD
magas aktivitasaval parhuzamosan a PPO aktivitasa csokken6 tendenciat kovetett.
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6.3.4.5 A fehérjetartalom

A vizhidnyban szenvedd novények fehérjeszintézise jelentdsen mérséklédik, amit a
csokkent viztartalmu szovetek alacsonyabb poliriboszéma szamanak tulajdonitanak (PETHO,
1993). A 59. abran a széarazsagstressz alatti 0sszfehérje-tartalmak lathatok, a 26. tablazat a
statisztikai eredményeket foglalja 6ssze, mintaszdmokkal és atlagértékekkel.

Fehérjetartalom (ug/ml)

80,0 -J
70,0

60,0 -

i kontroll

50,0 -

40,0 - [*}R

30,0 - [=RIN

20,0 - [=RIIR
10,0 7 V.

0,0

59. abra A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalmara.

26. tablazat Kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fehérjetartalma szarazsagstressz alatt.
kontroll I 11 I11. 1V.

| 453185 51,1825 74,3135 52,6685  73,8835"

Vizsgélataim alapjan az irodalmakban ko6zolt fehérjetartalombeli csokkenés nem
mutathato ki (FAZELI et al., 2007). Gyakorlatilag 4llandénak tekinthetd a sejtek 6sszfehérje-
mennyisége, mely tapasztalat jelentds értelmet az enzimkorrelaciok 1étezésének
bizonyitasanal kapott.

A vialasztott indikatorok egyesitett adathalmazanak szarazsagstressz alatti valtozasi
mintdzata a 27. tdblazatban talalhato.

27. tablazat Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata csemete szarazsagstressz vizsgalata alatt.

kontroll-I. 1 véltozatlan i véltozatlan l valtozatlan
kontroll-II. 1 véltozatlan i véltozatlan l valtozatlan
kontroll-III. 1 l véltozatlan l l valtozatlan
kontroll-IV. l l valtozatlan

A paraméterek egyesitett halmazan kolcsonhatasok az endogén formaldehidtartalom
és fenoloidtartalom kozott értelmezhetok, valamint a POD és PPO enzimek esetében csokkend
tendencia szerint (11. sz. melléklet).

6.3.5 A stressz jellemzése enzimkorrelacios vizsgalatokkal

A novényi stressz szignifikans véltozasokat képes el6idézni az anyagcserében, ami
magaban foglalja az enzimaktivitdsok értékeinek, ill. az aktivitas eloszlasok paramétereinek
az ,,eloirt” megvaltozasat. A novényi enzimek aktivitdsanak mérésével a stresszt érzékelni s
lefolyasat nyomon kovetni lehet. Az enzimaktivitasok értékeivel torténd stressz-jellemzés
altalanossa és elterjedté valasat, azonban a mérési eredmények viszonylag nagy, elsésorban az
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1dofiiggetlen eloszlasbol szarmazd szorasértékei, valamint az egyedi sajatsagokbdl fakado
eltérések jelentdsen korlatozzak. Két aktivitds atlagérték kozotti szignifikans eltérés
kimutatdsa, igy sok esetben nagyszamu parhuzamos mérés végrehajtasat igényli, ami a
relative nagy szords 0sszehasonlitast rontd szerepét statisztikailag kompenzalja.

Az enzimaktivitasokon alapuld hatékony stressz-mindsitd értékelési rendszerek
kidolgozéasanak alapfeltétele a mérési eredmények szoradsanak csokkentése. A statisztikai
Osszehasonlitas javitdsahoz, ill. a nagy szorasok szerepének kikiiszoboléséhez feltétleniil
sziikséges ismerni az enzimaktivitdsok eltéréseinek okait, ill. eredetét. Adott kornyezeti
koriilmények mellet €s adott fejlodési allapotban egy novényfaj egyedei kozott tapasztalt
aktivitds eltéréseket gyakran a fajon beliili egyedi jellegzetességet visszatiikr6zo
informacioként kezeljiik. Hasonld, de kisebb mértékii aktivitasszoras jellemzi egy egyed adott
szoveti struktirdjanak kiilonb6zé mintarészleteit is. Az aktivitds szdérasat az analitikai
modszer véletlen hibdja, a fejlodési allapot behataroldsanak bizonytalansaga és a biologiai
mintdk eltérd anyagcsere-intenzitasai eredményezik. A harom szorast el6idézd hatas kozott a
sejtek kozotti anyagesere-folyamat intenzitas-eltérései a dominans szereptick. Igy a stressz-
vizsgélatok enzimaktivitdsokkal torténd mindsitésénél a modszer hatékonysagat fokozni
leginkabb a metabolizmus intenzitas-eltéréseinek hattérbe szoritasaval lehetséges.

Enzimaktivitdsok id6to]l fuggetlen linedris korrelacidjanak eredetvizsgalataban a
peroxidaz és a polifenol-oxidaz, Michaelis-Menten katalitikus hatdsu enzimeket valasztottuk.
Az enzimaktivitdsok a bioldgiai mintdkban allandd Osszfehérje-tartalom mellett eltérd
értékekkel rendelkeznek. Az alkalmazott aktivitds meghatarozasi modszernél biztositottuk,
hogy a szubsztratok koncentracidi legalabb két nagysagrenddel nagyobbak legyenek
enzimjeik Michaelis konstans értékeinél, igy a biokémiai reakcidik sebességei a Briggs-
Haldane 6sszefiiggés zérus-rendli tartomanyaba tolddnak. Figyelembe véve a szovetekben
mért enzimaktivitdsok eloszlasanak normadl jellegét és értékeiknek legaldbb egy nagysagrendi
tartomanyra kiterjedd megjelenésiiket, tovabba a novényi anyagcsere szoveten beliili
inhomogenitasat, az idofiiggetlen linedris enzimkorrelaciok érzékelésének sziikséges feltétele,
hogy az aktivitdsok mérése ugyanabbdl a novényi kivonatbdl torténjék.

E Kkisérletes kikotések teljesiilése esetén ¢és alloszterikus hatds hidnyaban a
fotometridsan nyomon kovetett biokémiai reakcio idében egyenletes termékkoncentracio
valtozasrdl tajékoztat benniinket (60.a. €s 61.b. abra).

0,45 + POD 0,26 + PPO

0,40 0,26
© 0,35 © 0,25
2 0,30 § 0,25
©
-g 0,25 'g 0,24

N

g 0,20 y=0,0707x + 0,1198 é 0,24 y = 0,0099x + 0,2248
< 0,15 R?=0,9997 0,23 R2=0,998

0,10 0,23

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
id6 (perc) id6 (perc)

60.a. abra A POD enzim abszorbancia valtozasa az 61.b. abra A PPO enzim abszorbancia valtozasa az
id6 fuggvényében. ido6 fuggvényében.

A reakciosebességek jO  kozelitéssel egyenesen ardnyosak az  enzimek
koncentracioival. Ezen enzimek linedris regresszid analizisekor a korrelaciok abban az
esetben fedik fel magukat, ha a bioldgiai rendszer az enzimek aktivitdsat egymdashoz
viszonyitva ardnyosan szabdlyozza. A POD ¢és PPO enzimek aktivitdsainak korrelaciojat
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hideg-, fényhidny-, valamint szarazsagstressz alatt vizsgaltam. Az enzimaktivitasi regresszios
egyenesekkel szemléltetett korreldciok paramétereinek valtozdsa visszautal az anyagcsere-
szabalyozasban bekovetkezd valtozasokra. A kornyezeti tényezOk valtozdsa a szabalyozasi
mechanizmusokon keresztiil befolydsolja a PPO-POD enzimkorrelacié meredekségét,
tengelymetszetét, a regresszio hatarozottsagi fokat €s a mért enzimaktivitasok altal behatarolt
regresszid érvényességi tartomanyat.

6.3.5.1 A hideg és fényhidanystressz enzimkorreldcios vizsgdlata

Az el6zd fejezetekben tapasztalt mérési eredmények kiillonbozo eredetii relative nagy
szorasértékei, valamint a két enzim miikodésében tapasztalt ardnyos szabalyozas vezetett arra,
hogy aktivitasaik kozott linearis korrelaciot feltételezziink és keressiink. Az 61. abran a 2005-
ben kocsanyos tolgy csemetéken elvégzett hideg- és fényhidnystressz esetében kapott linearis
regresszids analizis eredményei lathatoak. Az abran az egyes pontok egy-egy csemete dsszes
levelébol készitett atlagminta hdrom parhuzamos mérésbol kapott aktivitds értékparjait
azonositja.

*
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5 10 = hideg
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POD aktivitas (U/ug fehérje)
61. abra A kocsanyos t6lgy csemete enzimkorrelacios egyenesei hideg ¢és fényhianystressz alatt 2005-ben.

A korrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
kontroll: PPO =0,0381 POD +0,3883 R2=0,9650
hideg: PPO =0,0755 POD + 0,3849 R2=10,8723
fényhiany: PPO =0,0139 POD +0,1490 R?=0,9099.

A regresszids egyenesek meredekségeinek Osszehasonlitasara kovariancia analizist
végeztem (9. sz. melléket), mely vizsgalat eredményei alapjan megallapithatd, hogy a stressz
hatasara az egyenesek meredekségeiben szignifikans eltérések kovetkeznek be. Az egyenesek
0.9-es érték kortli hatdrozottsadgi fokai az anyagcsere erdteljes szabéalyozottsdgara utalnak.
Hidegstressz hatdsara a PPO enzim aktivitdsainak abszolut értékei kozott statisztikai eltérés
nem all fenn. A 61. 4bra jol szemlélteti azt a megallapitast, hogy a korrelacid paraméterei (pl.
a regresszid meredeksége) akkor is szignifikans eltérést mutatnak, amikor az a levél
anyagcsere heterogenitdsa eredményeként az aktivitdsok atlagértékeinek statisztikai
Osszehasonlitasa statisztikai eltérést, s igy stressz-hatas fennallasat nem tadmaszt ala.

Kisérleteinket a kovetkezd évben az eltérd termdhelyrdl szarmazo makktételbdl nevelt
csemetékkel megismételtiik. A kapott eredményeket az 62. dbra szemlélteti.
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POD aktivitas (U/ug fehérje)
62. abra A kocsanyos t6lgy csemete enzimkorrelacios egyenesei fényhianystressz alatt 2006-ban.

A Kkorrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
kontroll: PPO =0,3494 POD - 1,6870 R*=0,9903
fényhiany: PPO=0,1071 POD-0,3103 R?=0,9196.

A vart eredményeket hidegstressz esetében reprodukdlni nem tudtunk, ami
valészintisithetéleg a kisérleti koriilmények pontatlan beéllitasanak tudhatd be (fagyasztd
hémérséklete). Azonban mind a kontroll, mind a fényhidnystressz sordn kapott peroxiddz és
polifenol-oxiddz enzimek aktivitds adatpont-parjaira nagyon jo kozelitéssel (>0.9) linearis
regresszids egyenesek illeszthetdk. Az egyenesek meredekségei szignifikansan eltérnek
egymastol, tehat a novényi sejt a stresszhatdsra bekovetkezd anyagcsere-folyamatokat
enzimaktivitasainak egymdashoz viszonyitott ardnyan keresztiil szabalyozza (9. sz. melléklet).
Az enzimek aktivitdsanak abszolut értékei kozott szignifikans eltérések nem mutatkoztak.
Tehét a korrelacids analizis ebben az esetben is alkalmas volt az adott kornyezeti hatas
leképezésére.

Az ugyancsak Vitnyéd vonzaskorzetébdl beszerzett makktétel esetében ugyanolyan
kisérleti koriilmények k6zott nevelt csemete novényeket hideg és fényhianystressznek kitéve
az alabbi linearis regresszids eredményeket kaptuk (63. dbra).

3,50 -+ 2007

3,00 - m
* kontroll
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200 - / ® hideg

150 - fényhiany

1,00 - /

0,50 -
0,00 . . .
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POD aktivitas (U/ug fehérje)

63. abra A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacios egyenesei hideg €s fényhidnystressz alatt 2007 -ben.

PPO aktivitas (U/ug fehérje)

A korrelacios egyenesek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
kontroll: PPO =0,1925 POD + 0,5289 R?*=0,9883
hideg: PPO =0,2367 POD + 0,4569 R?>=0,5401
fényhiany: PPO =0,0722 POD + 0,6082 R?=0,9005.
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A kapott eredményeket kiértékelve a kovetkezd megallapitasok tehetdk. A kovariancia
analizis alapjan a korrelacios egyenesek meredekségei kozott a kontroll és a fényhidnystressz
esetében szignifikdns eltérések vannak, hasonloan az elmult évek tapasztalataihoz (9. sz.
melléklet). A hatarozottsdgi fokok a kontrollra és a fényhidnystresszre vonatkozdlag 0.9
felettieck, ami a szabalyozds robosztusos jellegérol nyujt felvilagositast. A hidegstressz
esetében tapasztalt gyengébb hatarozottsagi fok a biologiai rendszer szabalyozott
vezérlésének gyengiilését jelzi. A kontrollhoz képest hidegstressznél meredekség novekedést,
mig fényhidnystressznél csokkenés tapasztalhatdé az egyenesek meredekségét illetden
mindhérom év kisérleti eredményeit 6sszehasonlitva.

6.3.5.2 A szdarazsdgstressz enzimkorreldcios vizsgdlata

Annak érdekében, hogy az idoben nyomon kovetett stresszvizsgalatoknal tapasztalhato
enzimkorrelacid mindségérdl képet kaphassunk, a szdrazsagstressz enzimaktivitasainak
regresszid analizisét is elvégeztem, melynek eredményeit a 64. dbran foglaltam Ossze. A 65.
abra a regresszios egyenesek sulypontjainak enzimaktivitdsi sikban torténd vandorlasat
mutatja be.
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64. abra A  kocsianyos tolgy  csemete 65. abra A korrelacios tartomanyok sulypontjanak
enzimkorrelacios egyenesei szarazsagstressz alatt. dinamikaja a szarazsagstressz alatt.

A korrelacios egyensek egyenletei és hatarozottsagi fokai:
kontroll: PPO =0,2824 POD +0,2199 R?>=0,9977

I.: PPO =0,2320 POD + 0,0969 R>=0,6378
II.: PPO=0,0113 POD +0,6117 R>=0,4134
IIL.: PPO =0,0618 POD + 0,1720  R*=0,3430
Iv.. PPO =-0,1415 POD + 0,3689 R>=0,1203.

Az enzimkorrelacids vizsgalat alapjan megallapithatd, hogy a kontroll és az I
allapotok kozott a regresszids egyenesek meredekségei kozott nincs szignifikancia, mint
ahogyan az abszolut értékeik kozott sem PPO-ra vonatkozoan (10. sz. melléklet). Azonban a
regresszid érvényességi tartomanya jelentdsen lecsokken. A kontroll allapothoz képest a II.
idopontban a meredekség €s az érvényességi tartomany is drasztikusan megvaltozik. Mig a
PPO aktivitds lecsokken, addig a POD aktivitds novekszik, a korrelacidés egyenes
meredeksége egy nagysagrenddel lecsokken. A kontroll és a III. allapot kozott szintén
szignifikdns a meredekségek kozotti differencia, a regresszios egyenes adatai gyakorlatilag
egy pontban, az origo kornyezetében csoportosulnak, hasonléan a IV. mérési ponthoz. Az
egyenesek hatérozottsagi foka egyenletes mértékben lecsokken a stressz lefolyésa alatt (R%:
0,9; 0,6; 0,4; 0,3; 0,1). A regresszios egyenesek sulypontjainak enzimaktivitasi sikban torténd
vandorlasarol megallapithatd, hogy a szarazsagstressz a kezdeti enzimaktivitas csokkenést
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kovetden a fokozodd hatas kovetkezményeként novekszik, majd a sulypont a nullaba tart,
mely eklatdns példdja a Sellye-féle stressz-szindroma kifejezédésének. A regresszids
tartomanyok modosulésai a stressz manifesztalédasa folyaman arrdl tdjékoztatnak, hogy a sejt
az anyagcsere-intenzitds modositasan keresztiil is reagal a stresszre. A kiszaradas mértékének
novekedésével ez a tartomany jelentdsen besziikil, ami a novény pusztuldsanak
kovetkezményeként jelentkezik.
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IV. OSSZEFOGLALAS

7. AZ ELVEGZETT KiSERLETES MUNKA OSSZEGZESE

Az erddtelepitési programok megvaldsithatosdganak alapvetd feltétele az egyenletes
szaporitdanyag- ¢€s csemeteellatds biztositdsa. Ehhez sziikséges a szaporitdanyag
mindségromlas nélkiili tarolasa, a tarolt makktétel mindségének jellemzése, valamint a
kornyezeti hatasokhoz leginkdbb alkalmazkodni képes egyedek kivalasztasa. Ismerniink kell,
hogy adott termohelyen a kornyezeti paraméterek hirtelen valtozasabol eredd stresszhatasok,
milyen valaszokat indukéalnak az egyes novényfajokbdl. Elengedhetetlen feladat tehat, az
egyedek biologiai allapotdnak jellemzéséhez olyan gyors, hatékony, konnyen kivitelezhetd
mérési modszerek kidolgozasa, melyek a novények egyedi élete soran a kornyezeti feltételek
megvaltozasabol adodo hatdsokat egzakt mddon visszatiikrozik.

Kutatdsaim célja a kocsdnyos tolgy tarolasa és korai ontogenezise folyaman
bekovetkezd abiogén hatasok leképezése, valamint egyedfejlodése folyaman lezajld élettani
folyamatok nyomon kovetése volt. A valaszott markerek az endogén formaldehidtartalom, az
Osszes fenoloidtartalom, 6sszfehérje-tartalom, illetve a katalaz, peroxidaz, és polifenol-oxidaz
enzimek aktivitasa.

Az endogén formaldehidtartalom mérésével az enzimkatalizalt szubsztitucids reakciok
csoportjaba tartoz6 transzmetilezési folyamatokban bekovetkezd valtozasokrdl nyerhetd
informécio, mely minden bioldgiai rendszer kozos és altalanos tulajdonsaga. A metilezési-
demetilezési folyamatok, tobbek kozott enzimek és szubsztratok biologiai aktivitasat
befolyasoljak. A bioldgiailag aktiv anyagok metil-csoportjainak transzfere a formaldehid
cikluson keresztiil endogén formaldehid kozti termék keletkezése kozben valosul meg. A
sejtek transzmetilezési folyamatait az endogén formaldehid ciklus paraméterein keresztiil a
kornyezeti hatdsok jelentdsen befolyasoljak. Az endogén formaldehidtartalom mérésével a
transzmetilezésben bekovetkezod valtozasok nyomon kovethetoek.

A novényvilag elterjedt metabolitjai kozé tartozé fenolos anyagok nagy jelentdségliek
az élettani folyamatokban, az anyagcsere-folyamatok irdnyitdsan keresztiil a sejtosztodas,
novekedés, érés, oregedési folyamatok befolyasolasdban, a stresszvalaszban. Kiemelkedd
szerepiik van a kiillonb6z6 eredetii aktiv oxigénformak semlegesitésében.

A kataldz jelentds szerepet jatszik a peroxiszomak és a glioxiszomak hidrogén-
peroxid-szintjének csokkentésében, ahol foleg a fotorespiracid és a zsirsavak bontasa soran
keletkezé hidrogén-peroxid lebontasaért felelds. Savas kozegben (in vitro) az enzim
peroxidativ aktivitadst is mutat, hidrogén-peroxiddal szubsztratokat képes eloxidalni. A
szubsztratok lehetnek alkoholok, fenolok, hangyasav, formaldehid.

A peroxidaz tobb kiilonbozd funkcidval is rendelkezik a novényekben: részt vesz a
sejtdifferencidlodasban, az IES oxidaciojaban, lignifikdcidban, a gesztképzddésben. A sejten
beliili hidrogén-peroxid bontdsa sordn felszabaduld oxigént haszndlja fel oxidacios
reakciokban. Egyes esetekben a POD a H,0, bontdsa nélkiil, kozvetleniil a molekularis
oxigén felhasznalasaval is képes oxidalni. Szubsztratumként felhasznalhat tobbek kozott
kiilonboz6 fenolokat, indolecetsavat, aszkorbinsavat. Fontos szerepe van a ndvények oxidativ
stresszre adott valaszreakcidiban

A polifenol-oxidaz o-difenolok oxidacidjat katalizalja o-kinonokka, illetve a fenolok
orto hidroxilalasat o-difenolokka hidrogén-peroxid bontdsabdl szarmazd molekularis oxigén
segitségével. A keletkezd vegyiileteknek és oxidativ polimerizacidjukkal képz6dod
termékeknek aktiv szereplik van a novényi szervezet védekezési reakcidjdban biotikus és
abiotikus hatasokkal szemben egyarant.
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A fehérjetartalom meghatarozésa sziikséges az enzimaktivitasok kiszamitasdhoz (U/pg
fehérje), masrészt utal az enzimek koncentracidjara is, mivel a szoveti fehérjetartalom az
enzimek mennyiségével ardnyos. Az altalam alkalmazott un. Bradford-modszer a fehérjéket
felépitd aminosavak szines komplexképzésén alapszik. A reagens a kiilonbozd
aminosavakhoz eltérd sebességgel kotodik, igy a fehérje primer szerkezetének fiiggvényében
eltérd intenzitasu szint ad. Standardként BSA fehérjét haszndltam, ezért az eredmények relativ
fehérjetartalmakat jelolnek. Mivel az enzimaktivitdsok valtozasainak tendenciait kivantam
meghatdrozni -nem az abszolut aktivitdsokat- a modszert alkalmazhatonak talaltam.

A mérésekhez 2005-ben a Délalfoldi Erdészeti Zrt. Gyulai Erdészetébodl, 2006-ban és
2007-ben pedig a Kisalfoldi Erdogazdasag Zrt. Rabakozi Erdészetének vitnyédi
csemetekertjébdl szarmazo magvakat hasznaltam fel, abbol a megfontolasbol, hogy vajon
kimutathatok-e kiilonbségek a két eltérd szarmazasi korzet makkjai kozott mindségre
vonatkozolag, valamint az azonos eredetlick kozott reprodukalhatéak-e a kapott mérési
eredmények.

A szakirodalmi 4ttekintés sordn a konkrét fajra (Quercus robur L.) vonatkozd
hivatkozasokat foglaltam Ossze, az esetleges analdgiak és divergencidk megallapithatdsaga
érdekében. Kapott mérési adataim zome alatdmasztast nyert, masok merdben 11 eredményeket
szolgaltattak, melyek mibenléte az eltérd faj eredetében, faj-, vagy fajtaazonossag esetén a
kilonbozd egyedfejlodési allapotokban, illetve az alkalmazott kisérleti koriilmények
differencidiban keresenddk.

EGYEDFEJLODES

Csiraztatasi kisérleteimhez tomeg ¢és siiriség alapjan valogatott makkegyedeket
vizsgaltam. A tolgymakk relativ tomege és siirlisége kozotti lineédris korrelacid kisérletes
nyomon kovetésével az azonos egyedfejlodési allapotokhoz tartozé makkegyedek kivalasztasi
bizonytalansagat sikeriilt csokkenteni, redukalva ezzel a mért indikatorok értékeinek szdorasat
is. A kocsanyos tolgy makk egyedfejlodését végigkisérd relativ tomeg - stirliség adatparokra
illesztett linearis korreldcids egyenesek meredekségei kozott szignifikans —eltérés
statisztikailag nem volt kimutathato, tehat az egységnyi relativ tomegnovekedésre jutd
stiriségesokkenés allandonak tekinthetd az ontogenezis folyamdn, ami a csirdzé tolgymakk
bioldgiai jellegzetessége. A csertdlgyre vonatkozé ugyanilyen szakirodalmi adatok alapjan
feltehetd, hogy egyedektdl fiiggetlen legalabb fajspecifikus bioldgiai sajatsag a makk relativ
tomegnovekedése mellett bekdvetkezo stirtiségesokkenés.

Az endogén formaldehidtartalom kezdeti novekedése intenziv demetilezési
folyamatokra, mig azt kovetd csokkenése metilezési folyamatok eldtérbe keriilését tiikrozi
vissza. Kijelenthetd, hogy ez a vizsgalati paraméter érzékeny indikatora az ontogenezisnek.
Ertékeiben bekovetkezd véltozasok determinisztikusan kovetik az egyes egyedfejlodési
allapotokat, s mind a csertolgynél, mind az altalam vizsgalt kocsanyos tolgynél
tendenciaszerlien azonos utvonal szerint, mely ugyancsak egyedektdl fliggetlen legalabb
fajspecifikus sajatsagra enged kovetkeztetni.

A fenoloidtartalom és a kataldz aktivitds az egyedfejlodés jellemzésében nem
bizonyultak eredményes indikatoroknak az alkalmazott vizsgalati eljarassal. Az ontogenezis
folyaman értékeikben bekovetkezd valtozasok kozott szignifikdns statisztikai kiilonbségek
nem voltak kimutathatok.

A peroxiddz és polifenol-oxidaz enzimek aktivitdsai hasonld eredményeket mutattak,
azonban korrelacios vizsgalatukkal a hatleveles allapoti csemeték kifejlodéséig tartd
egyedfejlodési szakasz anyagcsere-intenzitds eltérései kozvetett uton jellemezhetokké valtak
alland6 6sszfehérje-tartalom mellett.
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Az alkalmazott enzimkorrelacids vizsgalattal az ontogenezis fiziologias eseményeinek
nyomon kovetése az abszolit enzimaktivitasi értékekkel torténd jellemzéshez képest a
novényi fejlodés finomabb feltérképezését tette lehetdvé. Az alkalmazott korrelacids
Osszefliggések paraméterei (regresszios egyenesek meredeksége, regresszio érvényességi
tartomanya, regresszid hatarozottsagi foka, tengelymetszet) az enzimaktivitdsok abszolut
értékeihez viszonyitva a fejlddés alatt bekovetkez6 folyamatokkal szemben érzékenyebbek. A
regresszid ¢érvényességi tartomanyanak kiszélesedése az intenziv fotoszintézist vEégzo
levélszovetek esetében egyértelmii bizonyitéka annak, hogy e regresszids paraméter az
anyagcsere-intenzitaseloszlas . tiikorképe”. A  regresszids egyenesek sulypontjainak
enzimaktivitasi térben vald vandorlasa az egyedfejlddésben fellépd szignifikdns valtozasok
jellegzetes utvonalait szimbolizalja. Az ontogenezis erdteljes szabalyozdsdban az
enzimaktivitdsok egymashoz viszonyitott ardnyan, illetve az anyagcsere intenzitasan
keresztiili modositasok egyidejiileg valdsultak meg. Az ontogenezis szabalyozott voltardl
tajékoztatott minket az enzimkorreldcid linearis jellege, nagy hatarozottsdgi foka ¢&s
enzimkorrelacid érvényességi tartomdnya. Ez utdbbi paraméter az anyagcsere-intenzitds
eloszlasanak megvaltozasat képezi le.

TAROLAS

A 1£1 °C-on, 80-90 % relativ paratartalom mellett, hiitészekrényben tarolt kocsanyos
tolgy makk mindségében bekovetkezd valtozasokon tul, biokémiai folyamatok inicidlodésa is
leképezhetd az endogén formaldehidtartalom szignifikdans megvaltozasan keresztiil. A 2004
decemberében mért magas endogén formaldehid koncentracioja februdr kozepére
megnovekedett, majd 4prilisra lecsokkent. A vegetacios idoszak kezdetén jelentkezd
megemelt endogén formaldehid koncentracido a makk életciklusaban jelentkezd riigyfakadas
lehetséges indikdtora. A tavaszi vetésen tali tarolds soran bekovetkezd endogén
formaldehidszint csokkenése a hosszabb id6tartami makktarolds alatti mindségbeli
redukcidval hozhato kapcsolatba. Mivel csermakkra vonatkozodlag is ugyanilyen eredmények
sziilettek, kijelenthetd, hogy az endogén formaldehid mennyisége celluldris indikatora a
tarolds soran jelentkezd fiziologiai és biokémiai valtozasoknak. Ertéke determinisztikusan
valtozott a raktarozas folyaman, s e két tolgyfaj esetében analdg mddon.

Az egyedfejlodésnél tapasztalt valtozatlan fenoloidtartalom ¢és kataldz aktivitds a
tarolasi kisérletsorozatra vonatkozoan is megallapithaté volt, amit a szakirodalmi adatok is
alatamasztottak.

A peroxiddz és a polifenol-oxidaz aktivitdsok abszolut értékei a tarolds januar
hénapjara jelentds mértékii csokkenésen mentek keresztill, majd ezt kovetden értékiik
stagnalt, allando6 Osszfehérje-tartalom mellett.

Az enzimkorrelaciok paramétereinek vizsgalata soran is szignifikdns kiilonbségek
voltak kimutathatok a magvak taroldsi intervallumai kozott. A raktarozashoz tarsulo
szignifikans anyagcsere-mddosulasok a vizsgalt enzimaktivitasok értékeiben, s kozottiik 1évo
korrelacidkban is megjelentek. A tarolas, mint egy specifikus, hosszu id6tartamu kornyezeti
kortilmény egyarant hatdst gyakorolt a korrelacié meredekségére ¢&s érvényességi
tartomanydara. A regresszios tartomanyok sulypontjai altal, az enzimaktivitasi sikban kirajzolt
utvonalak determinisztikusan véltoztak meg a raktarozds honapjai alatt. A térolds
koriilményeinek koriiltekintdé megvalasztasa és betartasa tehat elengedhetetlen feltétele a
makk mindségének minél hosszabb tavlii megdrzésében. Az alkalmazott két vizsgalati eljaras
(endogén formaldehidtartalom, POD és PPO enzimek korrelacios analizise) alkalmas a
makkmindség tarolas alatti jellemzésére.
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STRESSZVIZSGALATOK
Kocsanyos tolgy makk hidegstressz vizsgalata

A -20 °C-os hidegstressznek kitett, 10 % tomegnovekedésig csirdztatott kocsanyos
tolgy makk endogén formaldehidtartalmét 1 6ra elteltével a negyedére csokkentette. Hat ora
elteltével a formaldehidszint a kontrollt meghaladd értéken maximumot ért el, majd értéke
ujra lecsokkent, s a kontroll allapotban meghatarozott érték kozelében stagnalt.

A hidegsokk alatt a vizsgalt makktétel totdlfenol-tartalma a stressz vészreakcio
szakaszaban a kontroll allapothoz képest lecsokkent, majd megemelkedett, ¢s Gjra csokkent.
A periddus hossza 4 ora volt. Kilencérds hidegsokk hatasara a fenoloidok 6sszkoncentracidja
tobb mint 40 %-kal nagyobb volt a kontroll allapothoz képest.

Katalaz aktivitas vonatkozédsaban a stresszmentes allapothoz képest a helyi minimum
¢s maximum értékek itt is jol megfigyelhetok voltak a stressz lefolydsa alatt. A valtozas
jellegében tapasztalhato tendencia ellenére statisztikailag nem voltak igazolhaték a mérési
pontok kozotti szignifikans eltérések.

Megéllapithatd, hogy a vdlasztott stresszmarkerek koziil a legérzékenyebben az
endogén formaldehid-, illetve az Osszfenol-tartalom tiikkrozte vissza a stresszhatasra
bekovetkezd valaszreakciokat. A fenoloidok mennyisége szignifikdnsan megemelkedett a
hidegstressz kilencedik o6rdjara. A kocsanyos tolgy makkjain elvégzett hidegstressz a
Shannon-féle mintavételi torvény alapjan determinisztikus periddikus valtozast indukalt
endogén formaldehidtartalom vonatkozdsdban. Valtozasa a stressz-szindroma fazisaival
kapcsolatba hozhato. A szakirodalomban is ilyen eredmények lelhetdk fel csertélgy makkjaira
vonatkozolag. A két faj makkegyedeiben tehat analdég valtozasokat generalt a tobb oras
hidegstressz az endogén formaldehidtartalmat illetden. A stressz alarm fazisdban e vizsgalt
biokémiai paraméter szignifikans periodikus valtozasokat mutat mind cser, mind kocsanyos

crcr

endogén formaldehidtartalom szignifikdnsan képes jelezni.
Kocsanyos tolgy csemeték hidegsressz vizsgalata

Mindhdrom vizsgalati évben a levelek endogén formaldehidtartalma a 4.5 6ras -20 °C-
os hideghatasra szignifikdns modon megemelkedett. Az dsszfenol-tartalom mennyiségében
azonban a hidegsokk nem okozott szamottevd valtozast. A kataldz enzim aktivitasértékei
kocsanyos tolgy csemeték leveleiben egyontetlien lecsokkentek. Az egyes években levelekbdl
mért enzimaktivitdsok a viszonylag nagy szoérdsértékek miatt sem a peroxiddz, sem a
polifenol-oxidaz esetében nem jeleztek meghatarozé differencidkat. Mindezen tapasztalatok
az irodalomban fellelhetd eredmények alapjan aldtdmasztdst nyertek. A fehérjék
Osszmennyiségének csokkenését 2005-ben lehetett kimutatni, azt kdvetden koncentracidja
egyik évben sem valtozott meg szignifikansan.

A kiilonb6z6 szarmazasi helyli makktételbol nevelt csemeték vizsgalati paraméterek
alapjan Osszehasonlithatokka valtak. Egyértelml kiilonbségek adodtak minden egyes
indikator vonatkozasaban a Gyulai Erdészetbdl szarmaz6 makk ¢s a Kisalfoldi Erdészeti Rt.
vitnyédi telephelyérdl szarmazd kozott. A Vitnyéd korzetébdl begytlijtott makk endogén
formaldehidképz6é potencidlja nagysagrendekkel kisebb volt az Alfoldrél szarmazokénal,
hasonléan a totdlfenol-tartalomhoz, ugyanakkor a gyulai makktételt magasabb
enzimaktivitasok  jellemezték. A  stresszre bekovetkezd  valtozasok  mértékének
Osszehasonlitdsaval ugyancsak azonos nagysagrendi adatokat tapasztaltam minden paraméter
vonatkozasaban.
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Kocsanyos tolgy csemeték fényhianysressz vizsgalata

A harom egymast kovetd kisérleti évben a levelek endogén formaldehidtartalma
szignifikdnsan megemelkedett a harom napos sotétben vald tarolds hatdsiara. A
hidegstressznél tapasztalt stagnald 6sszfenol-tartalom e stresszesemény kifejezodése folyaman
is valtozatlan koncentracidkat eredményezett. A kataldz és peroxiddz enzimek 72 Orés
fényhianystresszre  bekovetkez0 barmineml  aktivitdsbeli  valtozasai nem  voltak
visszaigazolhatdak. A polifenol-oxidaz ezzel szemben szignifikdnsan lecsokkent. A vizsgalat
elsoé évében tapasztalt fényhidnystresszre bekovetkezd fehérjemennyiségbeli csokkenést a két
utols6 év kisérleti eredményei nem erdsitettek meg.

A makktételek egymashoz vald 0Osszehasonlitasabdl kideriilt, hogy az eddigi
eredményekhez hasonléan a csemeték fényhidnystresszre adott valaszreakcioja
tendenciajaban €s mértékében egyarant ugyanolyan modon jutott kifejezésre.

A kiilonb6z6 eredetli stresszhatasok ¢érzékelése folyaman a valasztott vizsgélati
paraméterek eltérd érzékenységli valaszreakcidkat indikaltak. Az alkalmazott kémiai
molekulak tehat alkalmasak voltak a hideg- ¢és fényhidnysressz alatt bekovetkezo valtozasaik
alapjan a makktételek esetleges mindségbeli kiillonbségeinek szignifikans kimutatasara. Az
azonos eredetl csemeték eredményei kozott meghatarozo kiillonbségek nem voltak.

Kocsanyos tolgy csemeték szarazsagsressz vizsgalata

A szarazsag kocsanyos tolgy csemetékre gyakorolt hatasanak vizsgalata sordn idében
kovettem nyomon a kiszdradds mértékét. A tolgy csemeték levelébdl meghatdrozott magas
endogén formaldehidtartalom mar az elsé mintavételezés alkalmaval a kimutatasi hatarérték
kozelébe csokkent, s ezt kovetden értéke mar nem is valtozott. A vizhiany mértékének
fokozodasaval az endogén formaldehidképzd potencidl alacsony értékre esett vissza. Az
endogén formaldehidtartalom csokkenése a csemete szarazsagstresszre bekovetkezd
demetilezési folyamatainak hattérbe szoruldsara utalt. A novény ellendllo-képessége a
fiziologias kiindulasi érték ala esett, kronikus tiinetek jelentek meg rajta, melyet pusztulasa
kovetett. A stressz lefolyasa alatt a csemeték apoptozis kozeli allapotba keriiltek, a folyamat
irreverzibilissé valt.

A bioldgiai rendszer a stressz hatasara a fenolos anyagokat termeld folyamatainak
intenzitdsat 5 hét utan drasztikus mértékben lecsokkentette, a fenoloidok mennyisége
szdmottevo valtozas.

A katalaz enzim aktivitasa egy honap szarazsag utin tobb mint kétszeresére
emelkedett a kontroll névényben mérthez képest, ami feltehetdleg a stressz hatasara felboruld
antioxidansok és prooxidansok kozotti egyensuly soran felszaporodé AOF kozombositésében
aktivan résztvevo enzim muikodésének kovetkezménye (SIES, 1991). Ezt kdvetden intenzitasa
egy Ujabb hét vizmentes idészak multdn szignifikdnsan lecsokkent. A vizhidny mértékét
ebben a pontban a csokkent enzimaktivitasi értékek egyértelmiien visszatiikrozték.

A peroxidaz enzim esetében a kezdeti vizdeficit nem okozott valtozast az enzim
muikodésében. Aktivitasa valtozatlan maradt, majd ezt kovetden egy nagysagrendi tartomanyt
feloleld hirtelen csokkenést tapasztaltam értékében. A polifenol-oxidaz aktivitdsa ezzel
szemben szignifikans mértékli fokozatos csokkenésen ment keresztiil. Mar az elsé mérési
alkalom utan aktivitasa kozel felére esett vissza, ami aztan tovabb redukalddott, s hasonldan a
POD-hoz, rendkiviil alacsony szinten allandosult. Olajfa csemetéiben ugyanilyen valtozasok
kovetkeztek be a hdrom végoxidaz enzim vonatkozasaban (SOFO et al., 2007). Az enzimek
aktivitdsainak megvaltozasa a sejtek allando 6sszfehérje-mennyisége mellett valosult meg.
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Enzimkorrelacios vizsgalatok
Hideg- és fényhidanystressz

Az extrém, hirtelen bekovetkezd hideg és a fényhidnyos allapot esetében tapasztalt
allandonak tekinthetd peroxidaz €s polifenol-oxidaz enzimaktivitdsok ardnyosan valtoztak
meg a stresszesemények folyaman. Az adott koriilmények mellett alacsony POD aktivitashoz
alacsony ¢értékli PPO aktivitdsok tarsultak és forditva, tehat az enzimek aktivitdsa az
anyagcserében 0sszehangoltan szabalyozott volt.

Kisérleteim mindharom évében a 72 6rdig fényhianyos koriilmények kozott tartott
hatleveles allapoti 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 kaptam joval gyengébb R? (0.54) értékkel. A hatarozottsagi fokok relative nagy
értékei az anyagcsere szabdalyozott voltat tiikrozik vissza. Az enzimkorrelacidk érvényességi
tartomanyai szignifikansan valtoztak meg, ami az anyagcsere heterogenitasabol ered, s a
metabolizmus intenzitas-eltéréseit egzakt modon szimbolizélja.

Szdrazsagstressz

A peroxiddz és polifenol-oxiddz enzimek korrelacios egyenesei a csemeték vizhidnyos
allapotanak fokozodasaval dramai valtozasokon mentek keresztiil. A korrelacié hatarozottsagi
fokanak egyenletes csokkenésével a regresszids sulypontok enzimaktivitasi sikban kirajzolt
utvonala a stressz-szindréma fazisait kovette. A meredekség csokkenésével egyidejlleg a
regresszids tartomanyok sziikiilését, kiszélesedését, majd ujabb erdteljes beszilikiilését
tapasztaltam. A regresszios paraméterekben a szarazsag tehat minden tekintetben szignifikéns
modosulasokat eredményezett. A sejt enzimaktivitdsait szdrazsdg esetében is egymashoz
viszonyitva ardnyosan szabdlyozta. A metabolizmus szarazsagra bekovetkezd fiziologias
allapotvaltozdsa koszont vissza az enzimkorreldciot jellemzd regresszids egyenesek
paramétereinek, nevezetesen a meredekségnek, a hatarozottsagi foknak és az érvényességi
tartoménynak a megvaltozasaban.
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8. TEZISEK

A dolgozatban kozolt célkitlizések megvalositdsa és a kivitelezett kisérletek
eredményei a kovetkezd megallapitasokat tamasztjak ala:

1. A kocsanyos tolgy egyedfejlodése soran magvak esetében tapasztaltak a csertolggyel
teljesen analdg modon =zajlanak le, igy egyedektdl fliggetlen legalabb fajspecifikus
kovetkeztetések vonhatok le:
- az egyedfejlodést jellemzo relativ tomegnovekedéshez tarsuld strliségesokkends linearis
korrelacidt szolgaltat, melynek meredeksége azt jelzi, hogy az egységnyi relativ
tomegnovekedésre esd slirliségesokkenés a csirdzd tolgymakk 4ltalanos bioldgiai
tulajdonsaga,
- az ontogenezis kezdeti szakaszdban az endogén formaldehidtartalom értékeiben
bekovetkezd determinisztikus valtozasok tendenciaszerlien azonos utvonal szerint zajlanak
mindkét novényfajra vonatkozdan,
- a tarolds kezdetekor a nyugalmi dallapotua tolgymakk maximalis endogén
formaldehidképzd potencidllal rendelkezik, ami a tavaszi vetésen tuli tarolas alatt
lecsokken, a makkmindségben bekovetkezd csokkenés hatasara,
- a tolgymakk hidegsokkra adott, idében nyomon kovetett stresszvalaszaban jelentkezo
oszcillalo endogén formaldehidtartalom a transzmetilezési folyamatok egyensulyanak
felborulasat tiikkrozi vissza, mely indirekt médon a novények stressztlir6-képességérol
nyujthat informaciot.

2. Az alkalmazott vizsgalati paraméterek felhasznalhatéak a kiilonbozd szdrmazasi korzet
makkjai k6zott fenndllo mindségbeli kiillonbségek indikalasara:
- a hideg- ¢s fényhidnystressz hatdsara minden mérési paraméter tekintetében
szignifikans kiilonbségek adddtak a Gyulai Erdészetbdl, illetve a Kisalfoldi Erdészeti
Rt. vitnyédi telephelyérdl szarmazd makktétel valaszreakcidi kozott,
- az azonos szarmazasi korzetli magvak azonban azonos eredményeket szolgaltattak
mind a stresszre bekovetkezd mennyiségi valtozds irdnyultsagat, mind mértékét
tekintve.

3. Hatékony mindsitési eljarast alkalmaztam a fajok egyedeit jellemzd tulajdonsagbeli
eltérések kikiiszobolésére:
- a peroxiddz ¢és polifenol-oxiddz aktivitasok anyagcserén beliili Osszehangolt
szabalyozasanak érzékelését az azonos idopontban vett, azonos noévényi mintak
enzimaktivitasi analizise teszi lehetové,
- a korrelacids vizsgalat soran kapott linearis egyenesek az egyedfejlodési allapotok
karakterisztikus jellemzésén tul, a tarolds alatt bekovetkezd makkmindségbeli
valtozasokat is determinisztikusan kovetik.

4. Megallapitottam, hogy enzimkorrelacids vizsgalattal a sresszt érzékelni, lefolyasat nyomon
kovetni lehetséges:
- a korrelacio hatarozottsagi foka az anyagcsere szabalyozottsagarol egyértelmii képet
szolgaltat,
- a meredekségek valtozasabol, az enzimek aktivitdsainak egymashoz viszonyitott
aranyara vonatkozolag nyerhetdk informaciok,
- a novényl szovetek anyagcsere-intenzitds eltéréseit, a ndvényi anyagcsere
heterogenitdsat, s ennek mértékét a regressziok érvényességi tartomanya tiikrozi vissza.
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5. Bebizonyosodott, hogy az enzimkorreldcid paraméterei stresszérzékenyek, s abban az
esetben is szignifikans valtozasok jelzésére alkalmasak, amikor az a vizsgalt novényi szovet
anyagcsere heterogenitdsa eredményeként az aktivitasok atlagértékeinek statisztikai
Osszehasonlitdsa eltérést, s igy stresszhatds fennallasat nem tdmaszt ala:
- a kornyezeti hatdsok szignifikdnsan képesek megvaltoztatni az enzimkorrelaciok
érvényességi tartomanyat,
- a regresszids tartomanyok sulypontjai altal, az enzimaktivitasi sikban kirajzolt
utvonalak stresszhatés specifikusak,
- a korrelacids egyenesek meredekségeiben mutatkozd eltérések egy altalanosnak
tekinthetd, kornyezeti hatdsokkal szembeni adaptacios valaszreakcidt fejezhetnek ki.
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9. KIVONATOK

ABIOTIKUS HATASOK KEMIAI,VIZSC,{ALATA A KOCSANYOS TOLGY
(QUERCUS ROBUR L.) MAKK TAROLASA ES KORAI ONTOGENEZISE
FOLYAMAN

A vizsgalatok célja a kocsanyos tolgy makk korai egyedfejlodési szakaszaban
jelentkezd stressz események érzékelése €s nyomon kovetése, valamint a tarolas, mint egy
specifikus hossz idétartamu kornyezeti koriilmény hatasdnak tanulméanyozasa a makkban
lezajlé fizioldgiai és biokémiai folyamatokra endogén formaldehidtartalom, fenoloidtartalom,
kataldz, peroxidaz és polifenol-oxidaz aktivitas, mint indikator paraméterek mennyiségi
valtozasan keresztil. A kisérletek a Gyulai Erdészetbdl, és a Vitnyédi Csemetekert
vonzaskorzetébol begylijtott makktétellel lettek elvégezve.

Egyedektdl fiiggetlen, legalabb fajspecifikus biokémiai jellegzetességek valtak
beazonosithatova. Az egyedfejlodést jellemzd relativ  tomegnovekedéshez  tarsuld
stirliségcsokkenés allando meredekségli linearis korrelacidt szolgdltatott. Az ontogenezis
kezdeti  szakaszaban az endogén formaldehidtartalom  értékeiben  bekdvetkezd
determinisztikus valtozasok tendenciaszerlien azonos Utvonal szerint zajlottak, mint csertolgy
esetében, hasonldéan a tarolds folyamdn bekovetkezd valtozasokhoz. A tolgymakk
hidegsokkra adott iddben nyomon kovetett stresszvélaszdban jelentkezd oszcilldlo endogén
formaldehidtartalom a transzmetilezési folyamatok egyensulyanak felboruldsat tiikrozte
vissza, mely indirekt modon a novények stressztlird-képességérdl nytjthat informéciot.

A felhasznalt marker anyagok értékeiben stresszhatdsra bekovetkezd valtozasok
alapjan, indirekt modon mindsithetévé valtak az eltérd szarmazasi korzet makktételei.

Hatékony mindsitési eljarast sikeriilt kidolgozni a fajok egyedeit jellemz6
tulajdonsagbeli eltérések kikiiszobolésére, s altala lehetdség nyilt a stressz lefolyasanak
finomabb feltérképezésére, valamint a raktdrozds és ontogenezis anyagcsere-folyamatainak
jellemzésére. A modszer alapjat a peroxidaz és polifenol-oxiddz enzimek korrelacios
vizsgalata képezi, melynek kisérletes érzékelésének feltételei rogzitésre kertiltek. A korrelaciod
paraméterei — hatarozottsagi fok, meredekség, regresszio érvényességi tartomanya — az
anyagcsere szabalyozottsaganak mindségérol, az enzimek egymashoz viszonyitott aranyardl,
illetve a novényi szovetek anyagcsere-intenzitds -eltéréseirdl, a novényi anyagcsere
heterogenitasardl, s ennek mértékérdl tajékoztatnak. Bebizonyosodott, hogy az
enzimkorrelacid paraméterei stresszérzékenyek, s abban az esetben is szignifikéns valtozasok
jelzésére alkalmasak, ha az enzimaktivitasok abszolut értékein keresztiil az nem lehetséges.
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CHEMICAL INVESTIGATIONS OF ABIOTIC EFFECTS DURING THE
STORAGE AND EARLY ONTOGENESIS OF THE PENDUNCULATE OAK
(QUERCUS ROBUR L.)

Abstract

The aim of the investigations was to detect and track the stress events occurring in the early
ontogenesis of the pendunculate oak acorn and, moreover, to study the effect of the storage
itself as a specific long-time environmental factor on he physiological and biochemical
processes in the acorn. The chosen indicator parameters are the endogenous formaldehyde
level, the total phenol content and the activities of catalase, peroxidase and polyphenol-
oxidase. To the investigation the acorns have been gathered from the vicinity of Gyula town
and the seedling-nursery of Vitnyéd, Hungary. An effective qualification method have been
developed to eliminate the significant deviations in the main features of the species, which
made stress syndrome available for being mapped more precisely manner, and to characterize
the storage and the metabolic process of the ontogenesis. The method was based on the
correlation of peroxidase and polyphenol-oxidase activities. It has been established that the
parameters of the enzyme correlation are stress-sensitive and they were even able to show the
significant alteration if not possible via the absolute values of enzyme activities.
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31.a. abra

A kétszikl makk felépitése.

Kocsanyos tolgy makk viztartalma az érés alatt (PREWEIN ez al., 2006).

A vizfelvétel harom fazisa alatt lejatszodo biokémiai folyamatok (BEWLEY, 1997).

Arpa oxigén felvételének és fehérje szintézisének kapcsolata a csirdzas korai szakasziban
(Abdul-Baki, 1969).

Az ATP-szintézis Utja a csirazas kezdeti szakaszaban (MAL - malat; OA — oxal-acetat; PEP -
foszfo-enol-piroszélésav; NMN - nikotin-amid-mononukleotid; a *-gal jelzett vegytiletek az
érés soran felhalmozodnak).

Tolgymakk tarolasi lehetdségei (Piotto és Di Noi, 2001).

Kocsanyos tolgy makk tarolas alatt bekovetkezd valtozasai 5 °C-on (kor), 15 °C-on (négyzet)
és +0,-el (rombusz). (a) csirazasi szazalék 5 °C-on (haromszog) €s a normal csemetefejlddés,
(b) lipidperoxidacio, (c) elektron paramagneses rezonancia (EPR) szabadgyok mérések, (d)
SOD aktivitas, (¢) GPOD aktivitas, (f) embridtengely dsszes tokoferol-tartalma.

Kocsanyos tolgy 1égzése a kibocsatott CO, szint alapjan 5 °C-on (kor), 15 °C-on (négyzet) és
+0,-el (rombusz).

A stressz-szindréma fazisai (LICHTENTHALER, 1996).

A polifenol-oxidaz altal katalizalt reakciok (HOFMANN, 2004).

Burgonyabdl izolalt polifenl-oxidaz térszerkezete (KLABUNDE et al., 1998).

A PPO enzim Cu-ionjainak szerepe az elektronatvitelben ¢és a molekuldris oxigén
redukciéjaban (LANG, 1998). (E: enzim-alegység, q: kinon, d: difenol, Ed: enzim-difenol
komplex, Eq: enzim-kinon komplex).

A torma peroxidaz szerkezete (BERGLUND et al., 2002).

A peroxidaz szerepe a ligninképzddésben.

A katalaz enzim (Neurospora crassa) haromdimenzids struktaraja (DIAZ et al., 2004).
Metil-csoport donorok (NEMETH, 2002).

Endogén formaldehid ciklus (TYIHAK et al., 1998).

Fenoloidok szintézisének altalanos utvonala (HELLER és FORKMANN, 1988).
Homérsékletvaltozas hatdsa a bab  (Phaseolus vulgaris L.) leveleinek endogén
formaldehidtartalmara.

A szarazsagstressz hatdsa oliva fa élettani folyamataira a csokkend levél vizpotencidlja
fuggvényében.

Szarazsagtiir0 és szarazsagra érzékeny bab endogén formaldehidtartalma.

Szarazsagtiir0 és szarazsagra érzékeny bab POD aktivitasa.

A dimedon és a formaldehid reakcioja és a képz6doé formaldemeton keto-enol tautoméridja.

A relativ tomeg ¢és striiség kozotti dsszefliggések kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Az endogén formaldehidtartalom valtozasa kocsanyos télgy csemete sziklevélszovetében az
egyedfejlodés alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Az endogén formaldehidtartalom valtozasa kocsanyos télgy csemete kiillonb6z6 szoveteiben az
egyedfejlodés alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A fenoloidtartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlodés
alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A fenoloidtartalom valtozasa kocsanyos t6lgy csemete kiilonbozd szdveteiben az egyedfejlodés
alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A katalaz aktivitas valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlodés
alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A katalaz aktivitas valtozasa kocsanyos tolgy csemete kiillonb6z6 szoveteiben az egyedfejlodés
alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A POD és PPO aktivitasok valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az
egyedfejlodés alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A POD ¢és PPO aktivitasok valtozasa kocsanyos tolgy csemete kiilonb6z0 szoveteiben az
egyedfejlodés alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacidja kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az
egyedfejlodés alatt.

A korrelacids tartomanyok sulypontjanak dinamikaja az egyedfejlodés alatt.

A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacidja kocsanyos tolgy csemete kiilonbozd széveteiben
az egyedfejlodés alatt.

A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében az egyedfejlédés alatt.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.
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A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete kiilonbozd szoveteiben az egyedfejlodés
alatt. Hibasavok: konfidencia intervallumok.

Makkstirliség a tarolas alatt.

Az endogén formaldehidtartalom valtozdsa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a
tarolas alatt. Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A fenoloidtartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolds alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A katalaz aktivitds valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolds alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A POD és PPO aktivitasok valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacioja kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a
tarolas folyaman.

A korrelacids tartomanyok stlypontjanak dinamikaja a tarolas folyaman.

A fehérjetartalom valtozasa kocsanyos tolgy csemete sziklevélszovetében a tarolas alatt.
Hibasavok: Konfidencia intervallumok.

A kocsanyos tolgy makk endogén formaldehidtartalma a hidegsokk alatt.

A kocsanyos tolgy makk fenoloidtartalma a hidegsokk alatt.

A kocsanyos tolgy makk katalaz aktivitasa a hidegsokk alatt.

A hidegstressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalmara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A hidegstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek peroxiddz aktivitasara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A hidegstressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A hidegstressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalmara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalmara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek peroxidaz aktivitdsara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.
Hibasavok: konfidencia intervallumok.

A fényhianystressz hatdsa kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalmara. Hibasavok:
konfidencia intervallumok.

A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalmara.
A szaraszagstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fenoloidtartalmara.

A szaraszagstressz hatasa kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasara.

A szaraszagstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek peroxidaz aktivitasara.

A szaraszagstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasara.

A szaraszagstressz hatasa kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fehérjetartalmara.

A POD enzim abszorbancia valtozasa az id6 fiiggvényében

A PPO enzim abszorbancia valtozasa az id6 fliggvényében

A kocsanyos t6lgy csemete enzimkorrelacids egyenesei hideg és fényhianystressz alatt 2005-
ben.

A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacids egyenesei fényhianystressz alatt 2006-ban.

A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacios egyenesei hideg és fényhianystressz alatt 2007-
ben.

A kocsanyos tolgy csemete enzimkorrelacids egyenesei szarazsagstressz alatt.

A korrelacids tartomanyok sulypontjanak dinamikaja a szarazsagstressz alatt.
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Quercus robur L. makk kémiai dsszetétele (RAKIC ef al., 2006).

Tolgyfajok makkjainak kémiai dsszetétele (BONNER és VOZZO, 1987).

Tolgyfajok dsszfehérje- és aminosavtartalma (kivonat: OZCAN, 2006).

Csirazo kocsanyos t6lgy makkok enzim gsszetétele.

Kocsanyos télgy makk atlagos nutrienstartalma kiilonb6z6 szovetekben.

Kocsanyos tolgy és csertolgy makk fenoloid- és flavonoidtartalma (RAKIC et al., 2007).
Enzimkorrelacio targykorti publikacidk €s megallapitasaik.

Novényi fenolos vegyiiletek legfontosabb csoportjai.

Az egyedfejlodési allapotok mintavételi idépontjai.

A tarolasi vizsgalatok mintavételi idépontjai.

Stresszvizsgalatok idépontjai.

A vizsgalatok ideje és a meghatarozott fizikai és kémiai paraméterek.

Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.
Tarolas alatti csiraképességi vizsgalat eredményei.

A makkstirtiség atlagértékei a tarolas alatt.

Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata kocsanyos t6lgy makktétel tarolasa alatt.

A kocsanyos t6lgy makk endogén formaldehidtartalmanak atlagértékei a hidegsokk alatt.
A kocsanyos tolgy makk fenoloidtartalmanak atlagértékei a hidegsokk alatt.

A kocsanyos tolgy makk katalaz aktivitdsanak atlagértékei a hidegsokk alatt.

Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata csemete hidegstressz vizsgalata alatt.

Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata csemete fényhianystressz vizsgalata alatt.
Kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalma szarazsagstressz alatt.
Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalma szarazsagstressz alatt.

Kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasa szarazsagstressz alatt.

Kocsanyos tolgy csemete leveleinek POD és PPO aktivitasa szarazsagstressz alatt.
Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalma szarazsagstressz alatt.

Az indikatorok egyesitett valtozasi mintazata csemete szarazsagstressz vizsgalata alatt.
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Mellékletek jegyzéke

1. melléklet

Csiraztatasi és csemetenevelési fényképek.

. abra Kocsanyos t6lgy makkok csiraztatasi kisérletei.

. abra Kocsanyos t6lgy csemeték.

. abra Kocsanyos t6lgy csemeték szarazsagstressz vizsgalata.

. abra Kiszaradt kocsanyos tolgy csemete €s tovében a sarjado Gj €let.

BN =

. melléklet
. tablazat Valogatott makkok relativ tomege, stirlisége, ¢s a linearis korrelacios adatok.
. tablazat Valogatott makkok relativ tomege, stirlisége, ¢s a linearis korrelacios adatok.

N o= N

3. melléklet

Tomeg és siiriség linearis regresszids egyeneseinek kovariancia analizise az egyedfejlodés alatt.

4. melléklet

Az egyedfejlodés alatti paraméterek atlagértékei sziklevelekben, gyokérben, és levélben.

1. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.
2. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei kiilonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.
3. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

4. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei kiillonbozo szévetekben az egyedfejlodés alatt.

5. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

6. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei kiillonbozo szévetekben az egyedfejlodés alatt.

7. tablazat A POD ¢és PPO aktivitasok atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

8. tablazat A POD és PPO aktivitasok atlagértékei kiilonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.
9. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

10. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei kiillonbozo szévetekben az egyedfejlodés alatt.

5. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise nyugalmi és duzzadasi
allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

b. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise duzzadasi és gyokocske
allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

c. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise gyokocske €s riigyecske
allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

d. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise riigyecske és gyokeres
allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

e. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise gyokeres €s leveles allapotok
kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

6. melléklet

A tarolas alatti paraméterek atlagértékei sziklevelekben, gy6kérben, és levélben.

1. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei sziklevelekben a kocsanyos télgy makk tarolasa alatt.
2. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei sziklevelekben a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

3. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei sziklevelekben a kocsanyos t6lgy makk tarolasa alatt.

4. tablazat A POD ¢és PPO aktivitasok atlagértékei sziklevelekben a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

5. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei sziklevelekben a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

7. melléklet

a. A POD és PPO enzimaktivitdsok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise 2005. december és 2006.
januar kozott a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

b. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise 2006. januar és 2006. februar
kozott a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

¢. A POD és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise 2006. februdr és 2006. aprilis
kozott a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.
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8. melléklet

A kocsanyos tolgy csemeték hideg-, fényhidnystressz alatti paramétereinek atlagértékei levélszovetekben.

. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalma hideg és fényhiany stressz alatt.
. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalma hideg és fényhiany stressz alatt.

. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek katalaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek peroxidaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

. tablazat Kocsanyos tlgy csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fehérjetartalma hideg és fényhiany stressz alatt.

AN AW =

9. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise kocsanyos t6élgy csemeték
leveleiben a hideg- és fényhidnystressz alatt 2005-ben.

b. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise kocsanyos tolgy csemeték
leveleiben a fényhianystressz alatt 2006-ban.

c. A POD és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise kocsanyos tolgy csemeték
leveleiben a fényhianystressz alatt 2007-ben.

d. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise kocsanyos tolgy csemeték
leveleiben a hidegstressz alatt 2007-ben.

10. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll és 1. pontok kozott
kocsanyos t6lgy csemeték szarazsagstressze alatt.

b. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll és II. pontok
kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

c. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll és III. pontok
kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

d. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll és IV. pontok
kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

e. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a I. és II. pontok kozott
kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

f. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a II. és I1I. pontok k6zott
kocsanyos t6lgy csemeték szarazsagstressze alatt.

g. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a III. és IV. pontok kozott
kocsanyos t6lgy csemeték szarazsagstressze alatt.

11. melléklet

a. Paraméterck kozotti kapcsolat az egyedfejlodés folyaman.

b. Paraméterek kozotti kapcsolat a tarolas folyaman.

c. Paraméterek kozotti kapcsolat a kocsanyos tolgy makk hidegstressz vizsgalata folyaman.
d. Paraméterek kozotti kapcesolat a stresszvizsgalatok folyaman.
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VII. MELLEKLETEK
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1. melléklet
Csiraztatasi és csemetenevelési fényképek.

1. abra Kocsanyos tolgy makk csirdztatasi kisérletei.

2. abra Kocsanyos 6lgy magvak csirdztatd tolcsérbe iiltetve.

3. abra Kocsanyos tolgy csemeték.



4. abra Kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressz vizsgalata.

5. abra Kiszaradt kocsanyos tolgy csemete és tovében a sarjado uj élet.












t=1,888862 (18df) P =0,0751
line 1 (duzzadasi) vs. line 3 (rigyecske) vertical separation = 0,015852
95% CI = 0,010408 to 0,021295
t=6,117699 (18 df) P <0,0001
line 1 (duzzadasi) vs. line 4 (gybkeres) vertical separation = 0,007305
95% CI = 0,001676 to 0,012934
t=2,726294 (18 df) P =0,0139
line 2 (gytkdceske) vs. line 3 (rigyecske) vertical separation = 0,010964
95% CI = 0,005779 to 0,016149
t=4,442576 (18 df) P =0,0003
line 2 (gytkdcske) vs. line 4 (gydkeres) vertical separation = 0,002418
95% CI =-0,003004 to 0,007839
t=0,936915 (18 df) P =0,3612
line 3 (rugyecske) vs. line 4 (gydkeres) vertical separation = -0,008547
95% CI =-0,014027 to -0,003066

t=-3,276457 (18 df) P =0,0042



4. melléklet

Az egyedfejlodés alatti paraméterek atlagértékei sziklevelekben, gyokérben, és levélben.
A kisbetlik szignifikans kiilonbségeket jelolnek 95% feltételezési valosziniiség mellett. A jobb alsé indexben a
vizsgalt mintak szama lathato.

Jelolések:

Gyokeres (szl): gyokeres egyedfejlodési allapotban a sziklevélszovet

rrrrrr

rrrrrr

------

1. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles
25,4464 22,3624 4,0224° 11,650 4,372° 25,4464

2. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei kiilonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.

gyokeres (szl) leveles (szl)
25,4464 22,3624 4,022, 11,650 43724

3. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles
7,5835" 7,006 6,834" 7,126 7,1504" 7,767

4. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei kiilonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.

gyokeres (szl) leveles (szl) gyokér (gy) gyokér (1) levél (1)
7,1504" 7,7674" 5,353 3,2804° 4,0434°

5. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres leveles
5,364 5,786 4,895 6,614 6,354 7,084

6. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei kiilonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.

gyokeres (szl) leveles (szl) gyokér (gy) gyokér (1) levél (1)
6,354 7,084 5,516 5,375 4,655

7. tablazat A POD ¢és PPO aktivitasok atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske gyokeres
POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO

0,1895 oeie 00775 0,018, 0,100s* 0,0095° 0,103, 0,012,° 0,1425" 0,0155° 0,147, 0,018,

8. tablazat A POD ¢és PPO aktivitasok atlagértékei kiilonbozo szovetekben az egyedfejlodés alatt.
gyokeres (szl) leveles (szl) gyokér (gy) gyokér (1) levél (1)
POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO
0,142 0,015 0,147 0,018, 0244,  0,179¢ 0,524 03058 6,022, 0,648;°

9. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei sziklevelekben az egyedfejlodés alatt.

nyugalmi duzzadasi gyokocske riigyecske leveles
192,4064" 183,125, 191,7194 120,560, 169,318 138,553,

10. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei kiillonb6z6 szovetekben az egyedfejlodés alatt.
gyokeres (szl) leveles (szl) oké levél (1)

192,4064" 183,1254" 117,1165 78,0265° 77,2964°




5. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korreldcios egyeneseinek kovariancia analizise
nyugalmi és duzzadasi allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DFE MSq VR

Common slope 0,001477 1 0,001477 137,720586 P < 0,0001
Between slopes 0,000083 1 0,000083 7,747858 P =0,0318
Separate residuals  0,000064 6 0,000011

Within groups 0,001624 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,138607 vs. 0,222176
Difference (95% CI) = 0,083569 (0,010105 to 0,157032)
t=-2,783497 P = 0,0318

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,00458 0,012005 0,031472 1
Within 0,001624 0,008826 0,05275 8
Total 0,006204 0,020831 0,084222 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,000904 1 0,000904 42,930978
Within 0,000147 7 0,000021

Total 0,001051 8

P =0,0003

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,1335:
Y'=0,051814 +0,002338
Y'=0,027786 +0,002338

Line separations (common slope = 0,167309):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,024028
95% CI = 0,015356 to 0,032699

t=6,552174 (7 df) P =0,0003



b. A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacidos egyeneseinek kovariancia analizise
duzzadasi és gyokocske allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000813 1 0,000813 190,082555 P < 0,0001
Between slopes 0,000212 1 0,000212 49,506598 P =0,0004
Separate residuals  0,000026 6 0,000004

Within groups 0,00105 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,222176 vs. 0,076525
Difference (95% CI) = 0,145651 (0,094998 to 0,196303)
t=7,036093 P = 0,0004

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,00023 -0,000552 0,001322 1
Within 0,00105 0,005725 0,040324 8
Total 0,00128 0,005173 0,041647 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,000401 1 0,000401 11,817599
Within 0,000237 7 0,000034

Total 0,000638 8

P =0,0109

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,0889:
Y'=0,020033 + 0,002625
Y'=0,007167 +0,002625

Line separations (common slope = 0,141964):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,012865
95% CI = 0,004016 to 0,021715

t=3,437673 (7df) P =0,0109



c. A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise
gyokocske és riigyecske allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000197 1 0,000197 31,584704 P =0,0025
Between slopes 0,000011 1 0,000011 1,768824 P =0,241
Separate residuals  0,000031 5 0,000006

Within groups 0,00024 7

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,076525 vs. 0,130277
Difference (95% CI) = 0,053753 (-0,050141 to 0,157646)
t=-1,329971 P = 0,241

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,00003 0,000023 0,000018 1
Within 0,00024 0,002302 0,026832 7
Total 0,00027 0,002325 0,02685 8
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,000027 1 0,000027 3,759338
Within 0,000042 6 0,000007

Total 0,000069 7

P =0,1006

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,101667:
Y'=0,008909 +0,001188
Y'=0,012364 +0,001328

Line separations (common slope = 0,08579):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = -0,003455
95% CI =-0,007816 to 0,000905

t=-1,938901 (6 df)y P =0,1006



d. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise
riigyecske ¢s gyokeres allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000217 1 0,000217 36,649831 P =0,0018
Between slopes 0,000022 1 0,000022 3,655835 P =0,1141
Separate residuals  0,00003 5 0,000006

Within groups 0,000268 7

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,130277 vs. 0,058603
Difference (95% CI) = 0,071674 (-0,024687 to 0,168034)
t=1,912024 P = 0,1141

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,000012 0,000198 0,003337 1
Within 0,000268 0,003328 0,051141 7
Total 0,00028 0,003527 0,054478 8
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 1,03E-07 1 1,03E-07 0,012062
Within 0,000051 6 0,000009

Total 0,000051 7

P =0,9161

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,124778:
Y'=0,013901 +0,001486
Y'=0,013679 +0,001325

Line separations (common slope = 0,065085):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,000222
95% CI =-0,004725 to 0,005169

t=0,109826 (6df) P =0,9161



e. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise gyokeres
¢s leveles allapotok kozott a kocsanyos tolgy egyedfejlodése alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000551 1 0,000551 84,271854 P < 0,0001
Between slopes 0,000235 1 0,000235 36,025036 P =0,0005
Separate residuals  0,000046 7 0,000007

Within groups 0,000832 9

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,058603 vs. 0,200764
Difference (95% ClI) = 0,14216 (0,086154 to 0,198167)

t =-6,002086 P = 0,0005

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,000031 0,000047 0,000073 1
Within 0,000832 0,005845 0,062051 9
Total 0,000863 0,005892 0,062124 10
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,000023 1 0,000023 0,643069
Within 0,000281 8 0,000035

Total 0,000304 9

P =0,4458

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,144818:
Y'=0,015065 + 0,002652
Y'=0,017945 +0,002421

Line separations (common slope = 0,094194):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = -0,00288
95% CIl =-0,011162 to 0,005402

t=-0,801916 (8 df) P =0,4458



6. melléklet

A tarolas alatti paraméterek atlagértékei sziklevelekben, gyokérben, és levélben.
A kisbetlik szignifikans kiilonbségeket jelolnek 95% feltételezési valosziniiség mellett. A jobb alsé indexben a
vizsgalt mintak szama lathato.

1. tablazat Az endogén formaldehidtartalom atlagértékei sziklevelekben a tarolas alatt.

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis
27,5854 23,4231 34,5376b 14,3124°

2. tablazat A fenoloidtartalom atlagértékei sziklevelekben a tarolas alatt.

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis
7,583¢" 7,448 7,5325" 9,452

3. tablazat A katalaz aktivitas atlagértékei sziklevelekben a tarolas alatt.

2004. december 2005. januar 2005. februar 2005. aprilis
5,364 4,554 4,634" 4,145"

4. tablazat A POD ¢s PPO aktivitasok atlagértékei sziklevelekben a tarolas alatt.

2004. december 200S. januar 2005. februar 2005. aprilis
POD PPO POD PPO POD PPO POD PPO
0,189 00614 00714 00065 0084 0030 0064 0006

5. tablazat A fehérjetartalom atlagértékei sziklevelekben a tarolas alatt.

2004. december 2005. januar 2005. februar

192,407, 169,7774" 152,4174" 155,8554"




7. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise 2005.
december €s 2006. januar kozott a kocsanyos tolgy makk tarolésa alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000703 1 0,000703 77,554349 P =0,0001
Between slopes 0,000007 1 0,000007 0,77918 P=0,4114
Separate residuals  0,000054 6 0,000009

Within groups 0,000765 8

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,138607 vs. 0,097444
Difference (95% CI) = 0,041163 (-0,072943 to 0,155269)
t=0,882712P =0,4114

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,007618 0,016312 0,034928 1
Within 0,000765 0,005262 0,039374 8
Total 0,008382 0,021574 0,074303 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,002057 1 0,002057 234,192056
Within 0,000061 7 0,000009

Total 0,002118 8

P < 0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,1305:
Y'=0,053301 + 0,001592
Y'=0,013899 +0,001592

Line separations (common slope = 0,13365):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,039403
95% CIl = 0,033314 to 0,045491

t=15,303335 (7 df) P <0,0001



b. A POD és PPO enzimaktivitdsok korreldcios egyeneseinek kovariancia analizise 2006.
januar és 2006. februar ko6zott a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,001197 1 0,001197 34,393377 P =0,0011
Between slopes 0,000268 1 0,000268 7,699847 P =0,0322
Separate residuals  0,000209 6 0,000035

Within groups 0,001674 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,097444 vs. 0,389185
Difference (95% CI) = 0,291741 (0,03448 to 0,549003)
t=-2,77486 P = 0,0322

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,00144 0,000756 0,000397 1
Within 0,001674 0,004111 0,014117 8
Total 0,003114 0,004867 0,014514 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,001005 1 0,001005 14,754309
Within 0,000477 7 0,000068

Total 0,001482 8

P =0,0064

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,0777:
Y'=0,007835 +0,003717
Y'=0,028165 +0,003717

Line separations (common slope = 0,291205):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = -0,020331
95% CI =-0,032847 to -0,007815

t=-3,841134 (7 df) P =0,0064



c. A POD és PPO enzimaktivitdsok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise 2006.
februar és 2006. aprilis kozott a kocsanyos tolgy makk tarolasa alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,000822 1 0,000822 24,471563 P =0,0026
Between slopes 0,000615 1 0,000615 18,305713 P =0,0052
Separate residuals  0,000202 6 0,000034

Within groups 0,001639 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,389185 vs. 0,039955
Difference (95% CI) = 0,34923 (0,149503 to 0,548957)
t=4,278518 P = 0,0052

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,001392 0,001156 0,00096 1
Within 0,001639 0,004085 0,020293 8
Total 0,003032 0,005242 0,021254 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,000922 1 0,000922 7,902246
Within 0,000817 7 0,000117

Total 0,001739 8

P =0,0261

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,0742:
Y'=0,028027 +0,004888
Y'=0,008373 +0,004888

Line separations (common slope = 0,201309):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,019654
95% CI = 0,003122 to 0,036187

t=2,811093 (7 df) P =0,0261



8. melléklet

A kocsanyos tolgy csemeték hideg-, fényhianystressz alatti paramétereinek atlagértékei

levélszovetekben.
A kisbetiik soron beliili, a nagybetiik oszlopon beliili szignifikans kiilonbségeket jelolnek 95% feltételezési
valdszintiség mellett. A jobb alséd indexben a vizsgalt mintak szdma lathato.

1. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek endogén formaldehidtartalma hideg és fényhiany stressz alatt.

formaldehid 2005 2006 2007
kontroll 6,5005™* 0,557, 0,462,
hideg 93515 1,254, 2,146
fényhiany 8,512, 3,652, 2,903,

2. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek fenoloidtartalma hideg s fényhiany stressz alatt.

fenoloid 2005 2006 2007
kontroll 5,763 1,783 2,226
hideg 49465 2,520 3,282,
fényhiany 4,463, 3,050 2,827,

3. tablazat Kocsanyos t6lgy csemete leveleinek katalaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

katalaz 2005 2006 2007
kontroll 6,994 20,6114 24,2705
hideg 4,063, 14,7218 20,1938
fényhiany 7,167, 19,4905 27,2254

4. tablazat Kocsanyos tolgy csemete leveleinek peroxidaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

1 0))) 2005 2006 2007
kontroll 5,598 8,800, 5,905
hideg 4,229 8,820 7,760,*
fényhiany 5911 10,4595 6,6205*

5. tablazat Kocsanyos t6lgy csemete leveleinek polifenol-oxidaz aktivitasa hideg és fényhiany stressz alatt.

PPO 2005 2006 2007
kontroll 0,602 1,388, 1,666
hideg 0,704 1,413, 2,270,
fényhiany 0,231 0,809°* 1,0864™
6. tablazat Kocsanyos t6lgy csemete leveleinek fehérjetartalma hideg és fényhiany stressz alatt.
fehérje 2005 2006 2007
kontroll 89,6495 128,197 110,684
hideg 70,4735 122,7665** 118,162,
fényhiany 74,2365 106,4755" 141,294,




9. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise
kocsanyos tolgy csemeték leveleiben a hideg- és fényhianystressz alatt 2005-ben.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,228771 1 0,228771 51,578816 P < 0,0001
Between slopes 0,093076 2 0,046538 10,492457 P =0,0044
Separate residuals  0,039918 9 0,004435

Within groups 0,361765 12

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (C) vs. slope 2 (D) = 0,038076 vs. 0,07553
Difference (95% CI) = 0,037453 (0,004927 to 0,069979)
t=-2,604861 P = 0,0285

slope 1 (C) vs. slope 3 (E) = 0,038076 vs. 0,013938
Difference (95% CI) = 0,024139 (-0,006698 to 0,054975)
t=1,770827 P = 0,1104

slope 2 (D) vs. slope 3 (E) = 0,07553 vs. 0,013938
Difference (95% CI) = 0,061592 (0,03113 to 0,092054)
t=4,573925 P = 0,0013

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,618778 -1,754136 8,00758 2
Within 0,361765 5,682682 141,158138 12
Total 0,980543 3,928546 149,165718 14
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,744084 2 0,372042 30,77175
Within 0,132994 11 0,01209

Total 0,877078 13

P < 0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 5,24599:
Y'=0,587327 + 0,049282
Y' =0,745265 + 0,050067
Y' =0,204572 + 0,049558

Line separations (common slope = 0,040258):
Lines not parallel

line 1 (C) vs. line 2 (D) vertical separation = -0,157938
95% CI =-0,313521 to -0,002355

t=-2,234304 (11 df) P =0,0472

line 1 (C) vs. line 3 (E) vertical separation = 0,382754
95% CI = 0,22956 to 0,535949

t=5,499126 (11 df) P =0,0002

line 2 (D) vs. line 3 (E) vertical separation = 0,540693
95% CI = 0,383841 to 0,697545

t=7,587122 (11df) P <0,0001



b. A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a
kocsanyos tolgy csemeték fényhianystressze alatt 2006-ban.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 5,344985 1 5,344985 297,38693 P < 0,0001
Between slopes 1,107473 1 1,107473 61,618142 P =0,0005
Separate residuals 0,089866 5 0,017973

Within groups 6,542323 7

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (D) vs. slope 2 (E) = 0,349408 vs. 0,10706
Difference (95% CI) = 0,242348 (0,162985 to 0,321711)
t=7,849722 P = 0,0005

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,743004 -2,132139 6,118423 1
Within 6,542323 20,714494 80,279045 7
Total 7,285328 18,582355 86,397468 8
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 2,091299 1 2,091299 10,479732
Within 1,197339 6 0,199556

Total 3,288637 7

P =0,0177

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 9,721406:
Y'=1,625502 +0,228038
Y'=0,619118 +0,203133

Line separations (common slope = 0,258031):
Lines not parallel

line 1 (D) vs. line 2 (E) vertical separation = 1,006384
95% CI = 0,245695 to 1,767073

t=3,237241 (6df) P=0,0177



c. A POD és PPO enzimaktivitdsok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a
kocsanyos tolgy csemeték fényhianystressze alatt 2007-ben.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,668253 1 0,668253 215,42087 P < 0,0001
Between slopes 0,150771 1 0,150771 48,603035 P =0,0002
Separate residuals 0,021715 7 0,003102

Within groups 0,840739 9

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (U) vs. slope 2 (V) = 0,192499 vs. 0,0722
Difference (95% CI) = 0,120299 (0,079496 to 0,161102)
t=6,971588 P = 0,0002

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,91587 -1,12971 1,393478 1
Within 0,840739 5,307695 42,157092 9
Total 1,756609 4,177985 43,55057 10
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 1,183312 1 1,183312 54,882942
Within 0,172485 8 0,021561

Total 1,355797 9

P < 0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 6,295292:
Y'=1,714803 + 0,066256
Y'=1,045308 + 0,060394

Line separations (common slope = 0,125903):
Lines not parallel

line 1 (U) vs. line 2 (V) vertical separation = 0,669494
95% Cl = 0,461099 to 0,87789

t=7,408302 (8df) P <0,0001



d. A POD és PPO enzimek korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a kocsanyos
tolgy csemeték hidegstressze alatt 2007-ben.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 1,294918 1 1,294918 12,245585 P =0,0173
Between slopes 0,013504 1 0,013504 0,127698 P =0,7354
Separate residuals 0,528728 5 0,105746

Within groups 1,837149 7

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (Y) vs. slope 2 (Z) = 0,192499 vs. 0,236724

Difference (95% CI) = 0,044226 (-0,273911 to 0,362363)
=-0,357349 P = 0,7354

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,42701 1,025362 2,462157 1
Within 1,837149 6,204005 29,723652 7
Total 2,26416 7,229367 32,185809 8
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,098115 1 0,098115 1,085676
Within 0,542232 6 0,090372

Total 0,640347 7

P =0,3376

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 6,373223:
Y'=1,76336 +0,136893
Y'=1,982012 +0,153729

Line separations (common slope = 0,208723):
line 1 (Y) vs. line 2 (Z) vertical separation = -0,218652
95% CIl =-0,732131 to 0,294826

=-1,041958 (6 df) P =0,3376



10. melléklet

a. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll
¢s 1. pontok kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 22,660067 1 22,660067 166,987702 P <0,0001
Between slopes 0,058145 1 0,058145 0,428487 P =0,537
Separate residuals 0,814194 6 0,135699

Within groups 23,532407 8

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,28237 vs. 0,231945
Difference (95% CI) = 0,050425 (-0,138067 to 0,238917)
t=0,654589 P = 0,537

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 24,239376 51,601894 109,852474 1
Within 23,532407 81,4911 293,061765 8
Total 47,771783 133,092993 402,914238 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 2,935386 1 2,935386 23,554708
Within 0,872339 7 0,12462

Total 3,807725 8

P =0,0018

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 25,5374
Y'=7,445171 +0,172033
Y'=6,174629 +0,172033

Line separations (common slope = 0,278068):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 1,270543
95% CIl = 0,651512 to 1,889574

t=4,853319 (7df) P =0,0018



b. A POD és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll
¢s II. pontok k6zott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 3,48203 1 3,48203 28,979082 P =0,0017
Between slopes 18,364781 1 18,364781 152,840304 P < 0,0001
Separate residuals 0,72094 6 0,120157

Within groups 22,567751 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,28237 vs. 0,011312
Difference (95% CI) = 0,271057 (0,217408 to 0,324706)
t=12,36286 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 134,534904 -151,018447  169,521593 1
Within 22,567751 117,557748 3968,898888 8
Total 157,102655 -33,460699 4138,420481 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 137,746391 1 137,746391 50,520739
Within 19,085721 7 2,726532

Total 156,832112 8

P =0,0002

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 32,9691:
Y' = 8,488753 +0,746292
Y' =0,909047 + 0,746292

Line separations (common slope = 0,02962):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 7,579707
95% CI = 5,058086 to 10,101327

t=7,107794 (7 df) P =0,0002



c. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll
¢s III. pontok kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 21,201372 1 21,201372 1617,12255 P < 0,0001
Between slopes 0,186773 1 0,186773 14,245997 P =0,0092
Separate residuals 0,078663 6 0,013111

Within groups 21,466808 8

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,28237 vs. 0,061894
Difference (95% CI) = 0,220476 (0,077543 to 0,363409)
t=3,774387 P = 0,0092

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 163,466576 547,686412 1834,995344 1
Within 21,466808 75,933579 271,959212 8
Total 184,933384 623,619991 2106,954556 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,087843 1 0,087843 2,316568
Within 0,265436 7 0,037919

Total 0,353279 8

P=0,1718

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 15,3056:
Y'=4,584573 +0,182125
Y' = 4,062827 +0,182125

Line separations (common slope = 0,279209):

Lines not parallel

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,521746
95% CIl =-0,288839 to 1,332332

t=1,522028 (7dffy P=0,1718



d. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacios egyeneseinek kovariancia analizise a kontroll
¢s IV. pontok kozott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 21,337558 1 21,337558 1542,953084 P < 0,0001
Between slopes 0,040115 1 0,040115 2,900752 P =0,1394
Separate residuals  0,082974 6 0,013829

Within groups 21,460647 8

Common slope is significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,28237 vs. -0,141196
Difference (95% CI) = 0,423566 (-0,184967 to 1,032098)
t=1,703159 P = 0,1394

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 163,531272 570,477017 1990,102704 1
Within 21,460647 75,660707 268,284804 8
Total 184,991919 646,137724 2258,387508 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,005091 1 0,005091 0,289548
Within 0,123089 7 0,017584

Total 0,12818 8

P =0,6072

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 14,7447:
Y' = 4,388367 +0,128688
Y' =4,257433 +0,128688

Line separations (common slope = 0,282016):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,130934
95% CI =-0,444445 to 0,706312

t=0,538096 (7 df)y P =0,6072



e. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a L. és I1.
pontok k6zott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,609763 1 0,609763 2,549933 P=0,1614
Between slopes 1,208838 1 1,208838 5,055167 P =0,0656
Separate residuals  1,434775 6 0,239129

Within groups 3,253376 8

Common slope is NOT significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,231945 vs. 0,011312
Difference (95% CI) = 0,220633 (-0,019483 to 0,460748)
t=2,24837 P = 0,0656

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 44,56321 -156,883187 552,301649 1
Within 3,253376 47,66424 3725,838607 8
Total 47,816586 -109,218947  4278,140256 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 42,384664 1 42,384664 112,229999
Within 2,643613 7 0,377659

Total 45,028277 8

P < 0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 29,6547:
Y' =5,348073 +0,284833
Y' =0,935927 +0,284833

Line separations (common slope = 0,012793):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 4,412146
95% CI = 3,427324 to 5,396967

t=10,593866 (7 df) P < 0,0001



f. A POD ¢és PPO enzimaktivitdsok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a II. és II1.
pontok k6zott kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,47857 1 0,47857 4,106463 P =0,0891
Between slopes 0,009963 1 0,009963 0,08549 P =0,7798
Separate residuals  0,699244 6 0,116541

Within groups 1,187777 8

Common slope is NOT significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,011312 vs. 0,061894
Difference (95% ClI) = 0,050582 (-0,372724 to 0,473887)
t=-0,292386 P = 0,7798

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 1,40775 66,273452 3119,992323 1
Within 1,187777 42,106719 3704,736054 8
Total 2,595528 108,380171 6824,728377 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,165188 1 0,165188 1,630435
Within 0,709207 7 0,101315

Total 0,874395 8

P =0,2424

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 19,4229:
Y'=0,830243 + 0,169692
Y'=0,481357 +0,169692

Line separations (common slope = 0,011366):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = 0,348886
95% CI =-0,297205 to 0,994977

t=1,276885 (7df) P =0,2424



g. A POD ¢és PPO enzimaktivitasok korrelacids egyeneseinek kovariancia analizise a III. és
IV. pontok k6zo6tt kocsanyos tolgy csemeték szarazsagstressze alatt.

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR

Common slope 0,010666 1 0,010666 1,044346 P =0,3462
Between slopes 0,008729 1 0,008729 0,854679 P =0,3909
Separate residuals 0,061278 6 0,010213

Within groups 0,080673 8

Common slope is NOT significant
Difference between slopes is NOT significant

Slope comparisons:

slope 1 (POD) vs. slope 2 (POD) = 0,061894 vs. -0,141196
Difference (95% CI) = 0,20309 (-0,334443 to 0,740623)
t=0,924488 P = 0,3909

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 0,000006 0,004487 3,146088 1
Within 0,080673 0,209678 4,12197 8
Total 0,08068 0,214165 7,268058 9
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,004362 1 0,004362 0,43612
Within 0,070007 7 0,010001

Total 0,074369 8

P =0,5301

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 1,1985:
Y'=0,252068 + 0,052569
Y'=0,307532 + 0,052569

Line separations (common slope = 0,050868):

line 1 (POD) vs. line 2 (POD) vertical separation = -0,055464
95% CI =-0,254061 to 0,143132

t=-0,660394 (7 df) P =0,5301



11. melléklet

a. Paraméterek kozotti kapcsolat az egyedfejlodés folyaman.

HCHO-fenoloid 0,179 0,032 -0,299 0,089 -0,037 0,001 -0,114 0,013 0,280 0,078 -0,436 0,190
HCHO-KAT -0,345 0,119 0,542 0,294 0,333 0,111 0,077 0,006 0,190 0,036 0,270 0,073
HCHO-POD -0,953 0,908 0,737 0,543 -0,884 0,782 0,627 0,393 -0,199 0,040 -0,536 0,288
HCHO-PPO -0,874 0,764 0,622 0,386 -0,815 0,664 0,797 0,635 -0,084 0,007 -0,647 0,419
fenoloid-KAT  -0,603 0,364 -0,689 0,475 -0,082 0,007 -0,449 0,202 -0,473 0,224 0,171 0,029
fenoloid-POD  -0,178 0,032 -0,782 0,612 -0,311 0,097 0,988 0,977 -0.412 0,170 0,014 0,000
fenoloid-PPO  -0,109 0,012 -0,825 0,681 -0,218 0,048 0,927 0,860 -0,300 0,090 -0,075 0,006

KAT-POD 0333 0,111 0,647 0419 0,004 0,000 -0,532 0,283 0,946 0,896 0,032 0,001
KAT-PPO 0,430 0,185 0,640 0,410 -0,076 0,006 -0,118 0,014 0,920 0,846 -0,052 0,003
POD-PPO 0,965 0,931 0,985 00971 0,976 0,952 0,861 0,742 0,990 0,980 0,966 0,933

b. Paraméterek kozotti kapcsolat a tarolas folyaman.

HCHO-fenoloid 0,229 0,052 -0,005 0,000 -0,296 0,087 -0,618 0,383

HCHO-KAT -0,345 0,119 0,123 0,015 0,346 0,120 0,753 0,567
HCHO-POD -0,953 0,908 -0,759 0,577 0,170 0,029 0,402 0,161
HCHO-PPO -0,874 0,764 -0,784 0,614 0,505 0,255 0,107 0,011
fenoloid-KAT -0,620 0,385 -0,219 0,048 -0,087 0,007 -0,789 0,622
fenoloid-POD -0,414 0,171 0,283 0,080 -0,965 0,932 -0,916 0,838
fenoloid-PPO -0,385 0,148 0,033 0,001 -0,941 0,885 -0,674 0,455
KAT-POD 0,333 0,111 -0,062 0,004 -0,151 0,023 0,431 0,186
KAT-PPO 0,430 0,185 -0,501 0,251 -0,153 0,023 -0,616 0,379
POD-PPO 0,965 0,931 0,885 0,783 0,935 0,874 0,901 0,811

c. Paraméterek kozotti kapcsolat a kocsanyos tolgy makk hidegstressz vizsgalata
folyaman.

HCHO-fenoloid R  -0,273 -0,178 -0,094 -0,787 -0,616 0,100 -0,981 0,640 0,878 -0,330 0,214

HCHO-KAT 0,145 0,915 0,098 0,837 0473 0453 0,745 -0,730 0,941 -0,118 0,757
fenoloid-KAT 0,991 -0,559 -1,000 -0,321 -0,985 0,932 -0,599 0,058 0,664 0,976 0,800
HCHO-fenoloid R> 0,075 0,032 0,009 0,620 0380 0,010 0,961 0410 0,771 0,109 0,046
HCHO-KAT 0,021 0,838 0,010 0,700 0,224 0205 0,555 0,532 0,885 0,014 0,572

fenoloid-KAT 0,983 0313 1,000 0,103 0,971 0,869 0,359 0,003 0,441 0,953 0,641




d. Paraméterek kozotti kapcsolat a stresszvizsgalatok folyaman.

HCHO-fenoloid 0,259 0,067 -0,702 0,493 0,951 0,905
HCHO-KAT -0,236 0,056 0,184 0,034 -0,593 0,352
HCHO-POD -0,676 0,457 0,116 0,014 0,119 0,014
HCHO-PPO -0,619 0,383 -0,104 0,011 -0,032 0,001
fenoloid-KAT 0,148 0,022 -0,593 0,352 -0,593 0,351
fenoloid-POD -0,342 0,117 -0,610 0,372 0,215 0,046
fenoloid-PPO -0,287 0,082 -0,557 0,310 0,019 0,000
KAT-POD 0,247 0,061 0,511 0,261 -0,593 0,352
KAT-PPO 0,092 0,008 0,650 0,423 -0,383 0,147
POD-PPO

l

HCHO-fenoloid 0,903 0,815 0,617 0,381 0,292 0,085
HCHO-KAT 0,176 0,031 0,221 0,049 0,632 0,399
HCHO-POD 0,826 0,683 0,774 0,599 0,375 0,140
HCHO-PPO 0,262 0,069 -0,591 0,349 0,455 0,207
fenoloid-KAT 0,147 0,022 -0,021 0,000 0,272 0,074
fenoloid-POD -0,700 0,490 -0,787 0,619 -0,835 0,698
fenoloid-PPO 0,733 0,538 0,078 0,006 0,721 0,520
KAT-POD 20,366 0,134 0,588 0,346 0,647 0,419
KAT-PPO 0,296 0,087 -0,054 0,003 0,577 0,333
POD-PPO 0,995 0,990 -0,323 0,105 0,959 0,920

HCHO-fenoloid -0,427 0,182 -0,497 0,247 0,135 0,018
HCHO-KAT 0,641 0,411 0,329 0,108 0,344 0,118
HCHO-POD 0,245 0,060 0,963 0,927 0,200 0,040
HCHO-PPO 0,259 0,067 0,827 0,684 0,435 0,189
fenoloid-KAT -0,612 0,375 -0,264 0,070 -0,633 0,400
fenoloid-POD -0,610 0,373 -0,380 0,145 -0,592 0,351
fenoloid-PPO -0,653 0,426 -0,654 0,428 -0,639 0,408
KAT-POD 0,440 0,194 0,513 0,263 0,074 0,005
KAT-PPO 0,484 0,234 -0,118 0,014 0,305 0,093
POD-PPO 0,992 0,983 0,735 0,540 0,949 0,901

HCHO-fenoloid 0,957 0,915 0,964 0,928 0,886 0,785 0,207 0,043
HCHO-KAT -0,139 0,019 0,991 0,983 0,932 0,869 0,393 0,154
HCHO-POD -0,693 0,480  -0,509 0,259  -0,168 0,028 0,273 0,074
HCHO-PPO -0,704 0496  -0,177 0,031 0,484 0,234 0,727 0,529
fenoloid-KAT 0,040 0,002 0,985 0,970 0,916 0,839 0,827 0,684
fenoloid-POD  -0,509 0259  -0,332 0,110  -0,428 0,183  -0474 0225
fenoloid-PPO -0,517 0,267  -0,140 0,020 0,064 0,004 0,775 0,601
KAT-POD 0,334 0,111  -0436 0,190  -0,507 0257  -0472 0,223
KAT-PPO 0,373 0,139  -0,117 0,014 0,241 0,058 0,810 0,636

POD-PPO 0,999 0,998 0,643 0,413 0,586 0,343 -0,347 0,120




