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1. BEVEZETES

A nivénytani kutatésok elsbrendi feladata a
terméshozam fokozésa. A munke azonban nemcsak erednényeket
igérd eljiritsok és mbédszerek kidolgostséra iréanyul, hanem
a gyakorlatban esetleg csak a késdbbiekben hasznosithatéd,
elvontabb teriiletekre is. A nivény termésbének teteszés sze~
rinti befolyasoléséra, a nivénytermesztés "iparositiséra™
csak akkor gondolhatunk, ha & termést befolyisold tényezdk
nindegyikét réssleteiben ismerjik. A gyskorlat szimire tehat
minden, a nivények termését kizvetleniil, vagy kizvetve be-
folyasold folyamat kutatisa fontos.

Kontinentélis éghajlatu hazénkban az Oszl buza
termésének kialekitéséban a fajtik Osaisége, fagy és ©614l116
képessége meghatirozd szerepet jatssik.

Az MTA Mezbgazdaségi Kutaté Intézetében Marton-
vasédron 1958 Ota folyik a buse fagydlldésigénak élettani
alapjail tisztazdsét célul tizd kutatémunka Dr, Dévay Marta
vezetésével. A kutatisok eredunényeli ast mutattik, hogy az
észi bugafajték t614llésbéga az alacsony hémérsékleten lezajlé
fotoszintéeis intenzitéséval, az asssimiliték szallitasi
iranyéval és a fajtékra Jjellemal nivekedési reakeidkkal kap=
ecsolatos. Altaléban azok & fajték mutatkoznak Jj6 fagybllbeke-
nak, amelyeknél a fotossgintézis minimum hémérséklete 0 C°,



vagy az alatt van, az asszinmiléaték raktérozési helye a gyl-
kér 68 a sejtosztédas intenzitisa 5 C° alatti hiémérsékleten
jelentdsen lelassul, illetve fagypont kiriili hémérsékleten
gyekorlatilag ledll /DEVAY 1962, DEVAY 1965, DEVAY-RAJKI
1972, FEHIR-DEVAY 1975, DEVAY-FEHIR 1975/.

Bekapesolédva a mar folyamatban 1lévé kutatémun-
kéba @ csdkkend hémérséklet indukélte nivekedési redukeld
biokémiai mechanizmusét vissgdltem, Tekintettel arra, hogy
& ndvények nivekedését elsbsorban suxin szintjik szabje meg,
a vizsgélatokat az endogén auxin szintet befolydsold egyik
enzim, a [ -indolil ecetsav oxidéz aktivitis valtosdsainak
enalizisével kezdtem.



2. IRODALMI ATTEKINTES

liiéta & sejt megnyuldséanak IES koncentricidétiél
vald fiiggbsége ismert, azdta foglalkoztatta a fizioldguso-
kat ag IES koncentrécidjat befolyésoléd enzim rendszer, amely
aktivitisanak mértéke egyben a nivekedés helyi reguléatora
is minden sejtben, szivetben és szervben /GALSTON-DALBERG
1954/,

Tang és Bonner /1947/, valamint Wagenknecht és
Burris /1950/ olyan enzimet figyeltek meg a ndvényi kivona=-
tokban, amely az auxint fizioldgiailag inaktiv, ismeretlen
vegyliletté alakitotta at. Az enzimet auxin-oxidiznak neves-
ték el. Megjelilésére jelenleg /) -indolil ecetsav oxiddz
vagy lES-oxidés nevet hasanaljék inkéabb.

2e¢1s Az IES-oxidéz megoszlisa.

A novényi szervezeten belilli megoszléist tekintve
as ensin jelentéktelen mértékben mutathaté ki a fiatel sso-
vetekben, az Sregedés folyamén szonban nennyisége adaptive
enelkedik az auxin mennylségének fiiggvényében /GALSTON 1947,
licRAE~BONNER 1953, GALSTON~DALBERG 1954, STOINER-YONEDA 1967/.

Az intracelluléris elosslést illetden a rendel=-
kegésilinkre 4llé vissonylag kevés adatblél egységes kép nem



alakithaté ki, A borsé gydkerek IES-oxidézal membréinhoz ki-
tottek, de KCLl kezeléssel reverzibilisen eltévolithaték

/VAN DER MAST 1970/, Izawa /1961/ szerint az IES-oxidés
babban a mitokondriumokban talélhatdé, Gordon /1958/ visszont
az oldhaté frekeidban mutatta ki. S&gi /1970/ a Lupious albug
hipokotiljéban végzett vizsgilatal alupjén jelentbs mennyi-
ségl enzimet taldlt az oldhatd frakeidban, de valédszinlinek
tartja a falhoz vald kitédést és nem sérja ki a mitokondriu-
nokban és riboszomékban 1lévé enzim lehetlségét sem.

2e2e Az IES-oxidéz jellege.

Az auxin oxidéz rendszer lényegében egy fényak-
tivéalhaté flavoprotein, mely H 0,-n keresztill aehésfém tar-
talnu enzimhez, peroxidézhoz kapesolédik, s ez az utébbi
enzim végzl el a tényleges IES destrukeidt /GOLDACRE 1957/.
Az enzinmvendszer milkddésére vonatiozdan Galston et al. /1952/
8 kivetkezd sémét kdzllbes

fényaktivilhaté rész
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A flavoprotein jelenlétét e fényakbtivacidra
adott jellegzetes abszorpeids spekbtrum alapjan bizonylitotta.
A Hy0, intermedierként vald részvételét a katalaszal és lin-
val vald ghtlée lehetbsége igaszolta, velamint az a téuy,
hogy az IES sbtétben lejatsszédd destrukeidjat a ana fokozta.
A kataléz gatléd hatdsa fénnyel részlegesen megfordithatdéd
volt. A peroxiddsz réssvételére pedig a CH-dal végzett gbtli-
s8i kisérletek eredményei utalnak.

Tekintettel arra, hogy az IES oxidélisdban résst-
vevd enzim lényegében egy peroxidis, lényeges kérdés volt
annak elddntése, hogy az IES-oxidéz killén enzimnek tekint-
hetd~-e, vagy maga a peroxidis végzi az IES destrukeddjat.

A vizsgélatok alepjén t6bb elképzelés isg szille-
tett:

A/ Két kiilén enzim létezik, az IES-oxlidéz és
a peroxidasz.

B/ Kétféle aktivités tartozik e¢gy ensimhes, a
peroxidishos, melynek két aktiv centruma van.

C/ Peroxidész enzim esaldd egyik tagjénak az
IES=-oxidéz aktivitis az elsbdleges forméja.

A két killdn enzim tipusrdl sz6lé elgondolést
Sequiera és Mineo /1966/ irték le, azon tapassztalatuk alap=
Jén, mely sserint a gytkérbbl készillt friss enszimkivonat né-
hény hetes rektirozis utén elvesztette IES-oxidéz aktiviti-
84t, ugyenukkor peroxidas aktivitédsa nem valtozott. A kéb



enzin hémérsékleti inaktivécids pontja és pH optimuma szine
tén eltérd, Gelinas /1973/ sszerint viszont egyetlen a do-
hényb6él izoldlhatéd enzim kivételével az IES-oxidézok peroxi-
déz ensinmel, ;

Az egy enzimhez tartozd kétféle aktivitis elmé-
letének £6 bizonyitvéka az a megdllapitas, mely ezerint a
killdnféle tisatitési eljardsok sorén & két tipusu aktivités
egylitt marad /RAY 1960, SIUTZ 1958/, s hogy a himérsékleti
inaktivécid mindkét esetben ugyanaz volt /RAY 1960/.

Siegel és Galston /1967/ szerint & peroxidizok
kettds katalitikus funkeidje az enzim két akbiv centruninak
erednénye. Megfigyelésiiket arre alapoztik, hogy mikor az
apoenzinet vas prosstetikus csoportjatél elvalassztottik, as
apoensin egymaga oxidélta az IES-t, de peroxidész aktivitiss
nem volt. Ha viszont az apoenzimet és a prosstetikus csopor-
tot ujra egyesitették, a peroxidias ektivités részben vissza-
411t. EbbSLl azt a kivetkeztetést vontdk le, hogy az epoenzim
az IES-oxidds, amely aktivitdséhoz vas protein jelenléte

sziikséges.

Hoyle /1972/ hasonlé eredményre jutott torma-
peroxidizbél kivont apoenzim vizsgdlatakor. Ku et al. /1970/
munkéiban viszont a savas butanollal spoensimre és vas pro=-
teinre bontott tormeperoxidiz csaknem IES-oxidéz aktivités
mentes volt, Ennek & kérdésnek az eldintésére Darbyshire
71973/ is végzett vizsgalatokat., Kisérleteiben a glikozilélt



és nem-glikozildlt enzim frakeidkat hasonlitotta Ossze.
Arra a kévetkeztetésre jutott, hogy az IES-oxidéaz és per-
oxidéz aktivitésokat nem lehet killdn vélasztani,

A peroxidézok glukoprotein m&mﬁt nar ko=
rébban is bizonyitobték /SAUNDERS et al. 1964, MORITA et al.
1962/, de ezt a peroxidéz frakeidk megkiilénbiztetésére nem
hasgnalték fel, Darbyshire /1973/ mutatta ki ellsazdr, hogy
8 fejlddés korvei szakaszédban a nem-glikozildlt enzim frakeid
van jelen nagyobb mértékben. Az elsbdleges IES-oxidazs akti-
vitéssal rendelkezd glikozilélt frakeid mennyisége csak a
késtbbiekben emelkedik.

Az elektroforetikus ssétvilasztis alkalmasésa
izoenzimekbll Usszetevddd enzim csaladok létezését igazolta,
anelyek koziil mindig e kirlilményeknek legnegfeleldbb enzim
niilkddik. Shannon et al. /1966/ tormagylkérrel végzett vizs-
gélataiban hét peroxidéz izoenzimet killdnbiztetett meg kroe-
natogréfiés viselkedésiik, elektroforetikus véandorlésuk,
spektrofotonetrids sajateégaik, valamint sminosav és sazén-
hidrat Usszetételiik alapjén. Bar az enszimek IES-oxidés akti-
vitdedt parhuzamosen nem vizsgdlta, a nunka mégis e terile-
ten is figyelemreméltdé a peroxidéz fizikokémiai jellemzdire
vonatkozd adatainak uttird jellege miatt. '

Az IES-oxidés izoenzim Jelenlétét szémos munka
igazolta, MacWicol /1966/ négy lzcenzimet mutatott ki elektro-
forézis segitségével, amelyek mindegyike katalizélhatja a



guajekol, illetve az IES-oxidicidt, de az egyik katodikusan
véndorld enzim IES-oxidaziperoxidéz ardnye kiemelkedfen maw
ges volt, Frenkel /1972/ peroxidaz izoenzimeket viazsgalt
kértében, paradicsomban és a&fonydben. Az enzim kivonatban
az IES-oxidéziperoxidisz arény kirtébea 3:2, paradicsomban
1:1, &fonyéban 531 volt, Stafford és Brevinder-Bree /1972/
cirokbél izolély &% peroxidés iscenzimet /hérom enodikus és
két katodikus Jellegiit/, melyek k%zill négynek IES~-oxidiz alke
tivitasa is volt, s az IBS-oxidéziperoxidds arény 2, 5, 3

és 2 volt.

Nanda et al. /1973/ Populus nigra-val végzett gyb=-
kereztetésl vizegdlateiban azt tepasztalta, hogy a gybkérkez-
demények kialakuléise az IES-oxidéz izoenzimekben bekdvetke-
zett valtosdssal van Osszefiiggésben.

Garay /1967/ tisztitotte az auxin oxidast és aszt
egy peroxidéz izocenzimmel azonositotte. Schuneider és Wightman
/1974/ szerint vamnak tipikus peroxidéz enzimek, melyek a
peroxidécids reakcidkben igen akbtivak, s az IiS~t oxidéljék,
de csak igen kis mértékben. lis enzimek magas peroxidés és
nagas IES-oxidés aktivitassal rendelhkeznek és végil léteznek
olyan IES-oxidésok, melyek peroxidaz sktivitissal nem birnak,
vagy peroxidazok IhS-oxldéz akbtivitie nélkiil, Mint az itt
felsorolt eredményekbdl kitiinik, ez enzinmre vonatkoadé adatok
igen sokprétiiek és szertedgazdlk, egy azonban valéssziniinek te=-
kinthetdé - minden IES-oxidéz peroxidéz, de nem minden peroxidiz
rendelkeszik IiS-oxidéaz aktivitassal.



2¢3s Az enzin aktivitésit befolydsold tényezdic.

Az IES-oxiddz milkddését szbmos belsd és kilsd
tényess befolyasolja. A belsé sgabalyosé faktorok lehetnek
magulk 2 hormonok vagy egyéb kémial anyagok, kiilsd tényeadként
pedig eladsorban a fény és himérséklet irohet& szénitasba.

A kémisi anyagok kiziil a fenol vegyiiletek, mint
az IES-oxidés modifikétorai emlithetlk. A monofenolok &lta-
léban kofaktorok, a polifenclok inhibiterok az IES-oxidas
tekintetében /PILET 1964, 1966, GARAY 1967, GELINAS és
POSTLETHWAIT 1969, RUNCOVA 1972/. Psenak et al. /1970/ feno=-
lok és fenolglikozidok hatésat vizegalva megallapitotta,
hogy & fenol serkentd, az eugenol és kinol gatld hatéasu volt.
A szkopoletin és a kumdrsav koncentrécidétél figgben hatott
az IES-oxidédsz aktivitéséra, alacsony koncentricidban serken-
tette, magas koncentricidban gatolta /GARAY 1967, SCHAFER
et al, 1971, SIROIS és MILIER 1972/. A Mn'* a vizsgdlatok
nagy részében pozitiven befolyhsolte az enzim aktivitésat
JMORGAN et al, 1966, GALSTON és HILIMAN 1961, TAYLOR et al.
1966/, |

Yoneda és Stoiner /1967/ Fharbitis nil-bol egy
lis~oxidéz aktivitédsdt gatld anyagot vont ki, amelyet 1.,

II, és A-val jelblt, de nem azonositotta, Mennyiségiilk a csucs-
+61 & bagélis réss felé csbkkent. A vegyliletek feltehetben

az internodiumok megnyulésémek és a szivetek érésének szabi~
lyozéséban jatszanak szerepet.



Az IES-oxidéz akbtivitését az auxinok endogén
szintje is befolyssolja. Ezt a lehetbséget & killsbleg ada-
golt hormonokkel is sikepriilt alétémasztani. Whitmore /1971/
meghllapitotta, hogy & kiilsSleg adagolt IES egyes pmum'
izoengimek sktivitisit csthkkentette. Az IES-re reagild engi-
mek kisil kettlnek IBS-oxidéz aktivitésa is volt. Hidroxipro-
1in és az IES egyidejli alkalmazdisakor az IES hatéstalanné valt,

Bireczka et al. /1973/ o sebzés, sz IES adagolés
és az etilén hatésdt vizsgdlta az izoenzimek aktivitéséra
dohény~bél ég burgonya gybkér ssivetekben. A sebzés indukéle
ta peroxidéz aktivitis emelkedés a burgonydban kettd, a do-
hényban hét izoperoxidéz aktivitis emelkedésének az eredmé-
nye. Az exogén IES burgonydban c¢sak gyenge gatlast fejtett ki
8z egyik sériilés indukélbe izoperoxidasra, dohényban viszont
nind az induktiv, nind a konstitutiv izoenzimek sktivitéisat
gatolta,

A 244=Dy 2,4~T é8 @ kinetin adagolés szintén be-
folyésolta az IES-oxidéz akbtivitésit. Az 1EE koncentrécid-
Jato6l figglen ~ més izoenzim képzédését serkentette. A 2,4-D
és 2,4~T hasonlé hatéssal birt., A kinetin koncentréeidjbnak
nivelésekor a hatés gyengiilt, majd megeszint /LEE 1971, 1972/.
A kivetin néhany Latodlius és két anodikus izoensim mikddésdét
serkentette. Az IES szintén stimuléléd hatisu volt ezekre as
enzimekre /GASPAR et al. 1973/, Boldue /1970/ megéllapitotta,
hogy Uszi buzékban IES-oxidés specifikus aktivitésa s buza



csirandvények hajtésaiban tizszeresére nivekszik a kontrol-
hoz képest, GA kezelés hatdsira.

A killsé fektorok iES-oxidész aktivitésara kifej-
tett hatdséval ssémos szerzd foglalkozik., A fény stimuléaléd
hatéssal rendelkezik az enzim szintézisére /GALSTON és
BAKER 1951, BRAUNER 1953, GARAY 1967/. A nivények nivekvd
vizhiényival az IES-oxiddsz aktivitésa cslkken, s ilyen eset-
ben nagyobdb enzimaktivitést ez id0sebb szivetekben sem le-
het kimutatal /DARBISHIRE 1971/.

A hiémérséklet és az IES-oxidéz akbtivités kdzdtti
kapcsolattal foglalkozd munkék az alacsony hémérsékleti haw-
tésokat analizdljék elsbsorban & peroxidiz izoenzimek Ussze-
tételében bekivetkezd valtozdsok tikrében.

Gerloff et al, /1967/ az oldhaté fehérjék és
peroxidaz aktivitas valtosésokat figyelte meg fagy- é8 nem
fagy&llé lucerna fajtéikban, Az oldhaté fehérje tartalom
nivekedett a hidegkezelés sorén, s az izoperoxidiz Jsszeté-
telben is valtosés kivetkezett be. A fagyslld fajtékban két
izoenzin megjelenését sikeriilt kimutatni., A peroxidiz enzi-
mek aktivéeldés energiéja alacsonyabb volt 6 C%-on, mint
20 ¢%-on buzéban, s az izoperoxidézok Gsszetételében hideg
hatédséra kvantitativ véltoséds 1lép fel /RUBERTS 1967 b, 1969/.
MeCown et al. /1969/ szegfiiféléknél mubatje ki, hogy a fagy«
8116 fajtékban hideg hatésire ujabb peroxidiz izoenzimek
szintetizdlédnak.



Krasnuk et al. /1975/ az oldhaté fehérje, a
peroxidaz, IES-oxidész és polifenoloxidéz valamint a fagy-
411686 kOzotYL Gsssefiiggést vizsgalta lucerndben, Azt ta-
pasgbalta, hogy az oldhatdé fehérje tartalom, s az enzimek
aktivitésa nd hidegkeseléskor, ami Gssshangban van Roberts
/1967 b és 1969/ megdllapitiséval. Az izoenszim garniturédban
észlelhetd csekély véltozés a fajbtétdl, kérnyezeti hatiastol,
az extrakeidhoz hasznilt olddészertdl és az alkalmazott
szubsstrattol filggott. Hall et ale. /1970/ szerint a peroxidis
nint degraddld rendszer lehet jelentds az edzbdés folyamén.

Kagpershka és Palaczs /1974/ vizsgélta a peroxidé-
zok hideg indukédlta viltozésait répdban. Megéllapitotta,
hogy az enzim aktivibas véltozbsok a télallésiggel kapesola=
tosak. Az oldhaté frakeidban Jelenlévd peroxidésok aktivité-
se tizszer magasabb a fagy4lld, mint a nem fagyélld fajtéke
ban. A megnivekedett aktivitas az oldhatd peroxidiz tartalom
nivekedésének és a csikkent akbtivécidés energlénsk tulajdonit-
haté., Vizsgdlatai aldtémassztotbték Roberts /1967 b, 1969/ ak-
tivéields energibtre és Bolduc /1970/ megnivekedett aktivitis-
ra vonatkozd émarevételét,

Az IES-oxidédz aktivitast befolysdsold tényeslk
kdzil a hideg hatéssal kapesolatban irodalnmi adattal alig
rendelkezink, Bolduc et al. /1970/ a gibberellinsav IES-oxi~
déz aktivitéséra kifejtett hatésénsk vizsgdlatakor beszémol
arrdl, hogy & buza nivényl kivonatok IES-oxidéz ektivitésa



"1"’

hideghatisra tizszeresére emelkedett a kontrolhoz képest.
Szerzd vizsgélataiban azonban az enzimaktivitisokat a szo-
késos szobehémérsékleten mérte. A vernalizicid, illetve az
edzés hémérséklete pedig O C° koriil van. ibben a folyamatban
csak azok az enzimek vehetnek részt, amelyek ezen a himér-
sékleten is aktivak, Ezért a szobahimérsékleten végzett akw
tivités mérések nem utalnak arra, hogy ez alecsony hinérsék-
leten lezajlé anyageserében ténylegesen milyen valtozés ki~
vetkezett be.

Feladatunkul tliztik ki tehat, hogy ez IES-oxidéas
aktivités, hideghatés és a nivekedés redukeid kapecsolatit
tanulményozguk, szem elitt tartva az alacsony himérsékleti
optimummal rendellkezd izoenzimek képzddésének lehetlségébt.



3« ANYAG £8 MODSZER

Bele A kisérletekhez felhasznalt nivényanyag.

4 vizsgélatokhoz kiillonbizé fagyallésigu Ssszi
buzét haszndltunk fels A felhasznilt anyag ezonos volt a
KGOT egyittmiikdaés "A fagyalléssg genetikal és biokénmial
alapjei” ¢, téméjének kisérleti anyagéval, amelyet Cikov
/General - Toshevo/ bocsétott rendelkenésiinkre. A Fertddi
293, a Bénkuti 1201, tovabba a Martonvéséri 2 fajtéak
Balla L, Juertonvasar/ szeporitisébél szirmaztak,

KGST egylittuiikbdés keretében vizsgdlt fajtdk:
Trumph, Kasticka, Ruszalka, Sonore 64, lLuna, Orlando, Grana,
Odesszkaja 51, Minhardi, lironovszkaja 808, Odesszkaja 16
és Beposztaja 1 fajték voltek. A magyar fajtékat a Fertddi
293, a Béankuti 1201 és a Martonvéasérli 2 képviselte.

3e2e¢ A ndvényanyag ellkésazitése.

Ceirdztatéshoz a magokat 0,3 %=-08 brémos viz-
zel fertiétlenitettilk, majd 12 Orén keressztiil szobahimérsék-
leten duzzasztottuk, s végil ugyanezen a hiémérsékleten 24
bréig csirdstattuk. A csirandvények hidegkezelését hiitdszek=-
rényben 0£0,5 C%~on végestiik. Ezen a hémérsékleten a jarovie



z6cié6 normélis litcmben folyik, & sejbosstddéas wakorlatilag
led&ll /DEVAY 1862/. A jerovizécibhoz sziikséges m;&uﬁl
gyekori szelldstetéssel gondoskodbtunk,

Azokban a kisérletekben, ahel kloramfenikelt
/CAP/ mint fehérjeszintézis gétldt alkelmastunk, az anyagot
a mér kiceirézott buzaszemekre finom permet alakjéban vit-
tiik fel, 50 g széirszsulyra 50 nl 500 ppn-es oldatot haszpile
va. A permetezés utén néhény Oriig hagytuk ez anyagot fel~-
soivédni és ezutin kezdtilk meg a hidegkezelést.

%43, Dyers enzimkivonat készitése,

Az 120161t cairvéket /30 csirdt 3 ml pufferban
felvéve/ lehiititt mozsirben kevés analitikai kvarchomokkal
homogenizdltuk, ¢ CP-os MeIlvain pufferral pH = 5,0. A ho=
nogend zdtumot teljesen tisztéra centrifugiltuk 5000 rpn/20
perc.

3%+ A nyers enzimkivonat frakelifkra bontasa summoniumszul-
f4tos lecsepéseal,

500 buza-csirdat hideg, lehiitiétt mozsirban kevés
enalitikal kvarchomokkal, 60 ml HeXlvein pH = 5,0 pufferral,
emely puffer 0,1 telitési F-nak megfeleld mennyiségii emmo-
niumszulfatot is tartalmas, homegenizéltuk. 4 homogenizébu-



mot éjezakéra 4llni hagytuk hitészekrényben 0 ¢%-on, majd
lecentrifugdltuk 5000 rpm/20 percig. A feliiluszét ledntit-
tik és ugyanolyan Osssetételil pufferral, mint a homogeni~
zéléashoz haszndltunk, 100 ml-pe $61t0ttik fel. A homogeni-
zatumot Oyl -~ 1,0 telitési % kizdtt 0,1l-es léptékekben am-
monszulfét hozséadaséval frekeiondltuk. Minden lépés kbzdtt
2«2 O6rés &llési 148t hagyva. A centrifugéléas 5000 rpn/20
perc tértént. A csapadékot frakeldnként 5«5 ml lellvain

pH = 5,0 pufferbe vettilk fel.

3e5¢ Az 1ES-oxidés aktivitasénak meghatérozdsa kolo-
rinetridsan /GORDON és WEBER 1951/.

A reakeidelegy 3 ml enzimkivonatot 2,5 10™TH
IES=t, 10™*M DOP-t, 10~ Mgll~t tartalmesott, valamint
annyi puffert, hogy & végsd térfogat 10 ml legyen.

Vakprébas ugyanilyen reakcidelegy IES nélkiil.

Kontrol: a reakcidelegy Usszetétele ugyanez,
de az enzimkivonatot felfdaztiik.

A reakeibelegyet 30 percig sitét termosztétban
Oy 5, 10, 15, 20, 25 és 30 C%-on inkubéltuk, majd mérbilk
az elegy oxiddlatlan IES tartalmét. E ¢élbél 5 ml reakeide
elegyhez 10 ml Gordomw-Weber /1 ml 0,5 M mx, + 50 ml 40 %-o08
perkliorsav/ resgenst adtunk, s 30 percre sdtét termossztitba
tettiiks Az IESere jellemsd virds szinrveakeld a 20. percben



éri el mexinmumét és uténa egy Oérdig 4llandd, Az optikai
denzitést Beclman spektrofotométerben 510 mu hullémhosszu=-
ségnél mértik, vakpréba ellenében. Az enzimaktivitast az el-
bomlott IES pg/mg fehérje/30 perc értékben fejeatilk ki.

Az enzim akbivécids energidjinak értékelésére
az enzimaktivitésok Arrhenius gérbéjét hasznéltuk fel. Az
aktivéclds energia saémolésa az aldébbi képlet alapjén tir-
ténts

x..-ls;hnamu-ox
ahol E az aktivécidés energie, k sebességi 4llendd, R egye-

temes ghzéllandd, T abszolut himéraséklet.

3.6+ Oldhatd fehérje meghatéroszésa ultraviolas abszorbeid
alapjén /COLOWICK - CAPLAW 1957/,

Az emmoniumszulfétos lecssphsok utén ez oldhatéd
fehérjék mennyiségét 280/260 mp-ndl mért abszorbeidjuk héa-
nyadosa alapjén ssémitottuk, az alébbi képlet alepjin:

:wammzmmarledznm

ahol F faktor, d a kilvetta vastegsiga cm-~ben kifejezve,
Dogp Pedig a 260 mp-n&l mért abszorbeide érték.



5;7. Oldhaté fehérje meghatérozésa kolorimetridsan
/LOWRY et als 1931/.

Hyers enzimkivonatot lil ardnyban 20 f-0s
triklorecetsavval /TCA/ kevertilk Ussze. 20 pereig 90 C%-on
torténd precipitécid utén 20 percig 5000 rpm-mel centri-
fugéliunk. 4 supernatanst e¢léntittiik, a csapadékot 5 F~o0s
TCA=-val éatmostuk és centrifugdltuk, majd 0,1 N NalH-ban
oldottuk, & tisztéra centrifugéltuk. 10 perces &llés utén
0s5 ml Folin reagenst adbtunk az oldathoz és 30 perc mulva
750 mp hullémhossauségnal mértik a kapott szint. Kalibré-
cids glrbét 50250 pg/ml albuminoldattal készitettiink.

Be8e Sejtmegnyulés intenzitasének meghatérozésa.

A buza szemeket 12 (rilg duzsaszbtottuk, majd
24 éralg elicsiraztatbuke. Az ellcsirdstatott anysgot wiianyag
dobozba perlitbe vetve 20 C%-on, fénymentes kiriilmények ki
z8tt neveltilk tovédbb mindaddig, mig @ koleoptilok el nem
érték a 20 mm hosszusbgot. Bzutén a koleoptilbdl 5 mu-es
darabokat végtunk ki a csucestdl 2 mm tavolsbgra, s a kis
szegmentekbdl 10-10 darabot lellvain puffert /pH = 6,0/
és 1 % nédcukrot tartalmazé fioléban helyeaztiink el 24, 48,
illetve 72 érés idbtartanra, 5 és 25 C%-ra.

Az inkubalés utén mértik a koleoptil darabok meg-
nyulését, s & nivekedés mértékét kiindulasi koleoptil hosssue-
sag %-ban fejeztiik ki,
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4, EISERLETI EREDMENYER

A fogypont klrill hémérasbkleteken lezajlé sejt-
osztddés intenzitésa és a fagysillisédg kozbtti Usszefiiggések
ismertek /DEVAY 1962/, az auxin irényitotta sejimeguyulés és
a8 fagyéllosdyg kBzdttd kepcsolatokre utald irodalmi adattal
viszont nem rendelkeziink, Az asuxin anyagesere és fagyalléség
vonatkozasdbean az elsd feladatunk tebat a megnyulisos nive-
kedés ée a fajbték fagyalléstga kiz26tti korreléeid vizsgélate
volt.

4.1 A megnyulésos ndvekedés intenzitisémek kapesolata
a fagy&lléséggal.

A vizsgélatokat 15, fagydlléségukban kiilénbdzd
buzafajtén végestilkk els A megnyulésos nivekedés intensitisé~
nak meghatdrozisére az oszt6dé sejtet nem tartalmazé kole-
optilokat hasznélbuk fels A fajték Pagydlléségira vonatkozd
adatokat Koeh /1975/ és Balla /1975/ szonos anyagon végaett
mérései alapjan &4llitottuk Gssze /1. té&bléazat/,

A mérések arre a kérdésre kivéntak vélaszt adni,
hogy létezik-e korreldcid és ha igen, milyen fokon as &szi
buza fajbék megnyuldsos ndvekedésének 5 C°-on mérhets inten-
zitdsa és a fajtdk fagydllésbgénak mértéke kizabtt. A sejbt-



1. téblasat
A kiilénbdad busafajték fagyéllidséga
/REOCH 1975, BALIA 1975/

Fajta Fagyallésby mértéke™
Trumph 3045
Kagticka 31,5
Ruszalka 32,1
Sonore o4 34,9
luna 4143
Orlando 48,7
Grena 49,3
Fertbai 293 50,0
Odesszkaja 51 63,3
Bénkuti 1201 65,0
Minhardl 67,0
#ironoveszkaja £08 6749
Odesszkaja 16 ' 2245
Hartonvaséri 2 7742
Bezousgztaja 1 81,6

®a fagyslléség mértékes a -14 C° hémérsékleti kezelésnek
alévetett buzandvény bulélésl szbszaléka.



l. ébra. Korelidcié a megnyuldsos nidvekedés intenzitésa és
a buzafajtak fagyalldsaga kozott. Vizsgilatianyags
buza hipokotil. Fajték: Trumpf /1/, Kasticka /2/,
Ruszalka /3/, Sonore /4/, Luna /5/, Orlando /6/,
Grana /7/, Ferttédi 293 /8/, Odesszkaja 51 /9/,
Bankuti 1201 /10/, Minhardi /11/, Mironovszkaja
808 /12/, Odesszkaja 16 /13/, Martonvéséari 2 /14/,
Bezosztaja 1 /15/. Fagyalléség: a -14 C° hémérsék-
leti kezelésnek alavetett buzandvények életbenmara=—
dé.Si H.
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megnyulés intenzitésa és a fagyallisbg mérbéke kdzdtt fenne
4116 Usszefiigpéoeket az 1, dbra szemlélteti., A nivekedési
intenzitést bemutaté adatok az 5 C-on mért nivekedést adjak
meg 72 Orés inkubdeids 148 ubtan & kiindulési hosszuség F~dban.

Az dbra edateiblél vildgosan léthatd, hogy szoroes
korrelécié 411 fenn a sejtmegnyulés intonzitésa és a fajtiék
fagyéllésiga kizbtt. A regresszid ~0,83, A kepott Ssssefilge
gések lényegében alétémasztjik a sejtosztdédds és a fagyillés
ség kapesolatérdl kSudlt adatokat /DIVAY 1962/, Nemesek o3
intenzivebb sejtosztédés, de az alacsonyabd hémérsékleten
lezjalé intenzivebd sejtmegnyulés is alacsonyabb fegyillé=-
séggal kapesolddik, és forditva s gyengébb nivekedésl inten=-
zités a fajték Jobb hidegtiirésével egylitt Jelenik mege

Ismeretes,; hogy a sejimegnyulés intenzitisénak
elsbdleges szabélyozdja az auxin szinten keresztiil 8z IESe
oxidés tevékeuysépge. A nivények fagyilléségaval kapesolatos
nivekedési intenszitis csbkkenés, az alacsony himérsékleten
lezajlé folysmat eredménye. Arra vissont, hogy az IES-oxidés
enzin e himérsékleten egydltalén aktive-e, irodalmi adattal
nem rendelkesziink, A tovébbiakban tehdt vizsgéltuk a busa
esirék IES-oxiddz aktivitisénak valtozdsit az inkubéelds
hémérséklet fliggvényében,



o}~

4.2, Az IES-oxldéz aktivitasénak hiémérsékleti fiigplsége.

A esirendvényekbll extrahilt ILS-oxidéz akbtivita-
sének hémérsékleti fiigedségét 0-30 C° hémérsékleti tartomény-
ban vizsgéltuk., Az enzim specifikus aktivitiasat a lebontott
1E8 pg/mg fehérje/30 perc viszonylatdban adtuk mege A kilin-
boad homérsékleteken nért aktivitasokat a 2, abra szemlélteti.

Az enzim aktivitdsénak himérsékleti figgbsége az
egyes fajtékban eltérd., A Bénkuti 1201 és a Hartonvéaséri 2
fajtéknil ez aktivités dltaldban 10 és 15 0% kisétt exponen=
ciélisan emelkedik a himérséklet emelkedésével., Ez az expo-
nencidlis spekassz a tobbL fajtiknél 5 és 20 C° kizé tehetd.
Mindegyik fajtéinédl megfigyelhetd viszont, hogy az IES-oxiddsz
2 0=5 C%0s hémérsékleti tartoményban is jelentSs akbtivités-
sal rendelkeszik, 80t a himérséklet cstkkenésével, ha kis mnér-
tékben is, az aktivitis emelkedik.

Az 1ES-pxidaz aktivitas hémérsékleti fiigplbségére
vonatkozban az enzim sktivités Arrhenius egyenleteinek anali-
zisével Juthatunk kizelebb, la az aktivitéis logaritmusit Lbra-
zoljuk az abszolut hémérséklet reciprokanak filgpvényében, megw
figyelhetd hogy a gérbe két szakaszra osslik /3. dbra/. Az
elsd szakasz az 5 C° £o1otti hémérsékleti tartoményokra jele
lemzé. Az Avrhenius gérbe 5 C%-nil megtérik és a két szakessz
enzimeire jellemzd aktivécids energia eltérd, Az 5 ¢® alatti
hiémérsékleti tartomanyban az érték alacsonyabb, mint 5 c° £5-



2. &bra. Az IES-oxidaz aktivitisénak hémérsékleti Tliggbsége
buza csirandvényekben. Vizsgalati anyag: buza csi~-
ranovények nyers enzimkivonata. Kivonas McIlvain
pufferrel, pH 5. Enzimaktivitas meghatérozésas 0O,

5, 10, 15, 20, 25 és 30 C° inkubécidés hémérsékleten.
Aktivitéass oxidadlt IES ug/mg fehérje/30 perc,



Mironovszkaja 808

Bezosztaja 1

204 A
10- -
T
—"g T T 1 T ; T "\1 T T T T T
._; 5, 15 25 5 15 25 oy
&z Bankuti 1201 Fertodi 29
] I I i ] ] 1 | 1 ] 1 i o
5 15 25 5 15 25 C
Mv -2
m 20-
wiy
=
=
T 10 4
<
5 15 25  C°




3, 4bra., Az IES-oxiddz aktivitas valtozas Arrhenius gorbéi.
Vizsgalati anyag: buza csirandvények nyers enzim-
kivonata, Az enzimaktivités meghatérozvas 0, 5, 10,
15, 20 C° hémérsékleten.

Aktivités: oxidédlt IES ng/mg fehérje/30 perc.
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4, &bra, Az IES oxidaz frakeidkra bontasa ammoniumszulfétos
lecsapéassal. Vizsgédlati anyag: buza csirandvények
nyers enzimkivonata., Frakcionélés: kiilénbozé teli-
tettségi ammoniumszulfat oldattal, 0,1 - 1,0 teli~
tettségli szazalék kozoétt, 0,1 léptékben., Az egyes
frakeidk visszaoldésa: lMicIlvain pufferrel, pH 5,
Akbivitas meghatérozvas 5 C° /—-——/ és 25 ¢° /
inkubacidés hémérsékleten.,

Aktivitas: oxidalt IES ng/mg fehérje/30 perc.

/
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5. ébra. Az edzés hatasa a buza csirandvények 5 ¢ inkubdecids
hémérsékleten mérhetd IES-oxidaz aktivitaséra. Vizs-
galati anyags O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11
és 12 napig O c® hémérsékleten edzett buza csirand-
vények nyers enzimkivonata, Aktivitas m eghatérozvas
5 ¢° inkubacids hémérsékleten,
Aktivitas: oxidadlt IES ug/mg fehérje/30 perc.
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6. 4bra. Az edzés hatisa a buza csirandvények 10 C° inkubseids
hémérsékleten mérhetd IES-oxidaz aktivitaséra. Vizsga-
lati anyag: mint 5. dbran. Aktivitas meghatirozvas
10 ¢° inkubaciés himérsékleten.

Aktivités: oxidalt IES pg/mg fehérje/30 perc.
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7+ &bra. Az edzés hatésa a buza csirandvények 15 ¢ inkubéeids
hémérsékleten mérheté IES-oxidaz aktivitésara. Vizs-
galati anyag: mint 5. dbran. Aktivitas meghatérozvas
15 ¢° inkubéciés hémérsékleten.

Aktivitass oxidalt IES ug/mg fehérje/30 perc.
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8e 4bra. Az edzés hatésa a buza csirandvények 20 C° inkubéeids
hémérsékleten mérhetd IES-oxidaz aktivitéséra, Vizs—
gélati anyag: mint 5. &brén. Aktivitas meghatirozvas
20 ¢° inkubacidés hémérsékleten.
Aktivitéass oxidalt IES mg/mg fehérje/30 perc.
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9. &bra. Az edzés hatasa a buza csiranivények oldhatdé fehér-
jetartalméra. Vizsgélati anyag: O, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11 és 12 napig 0 C° hémérsékleten edzett
buza csirandvények kivonata., Kivonas: MeIlvain puffer-
rel, pH 5. Pehérjetartalom meghatérozésas ILOWRY et al.
/1951/ médszerével, Fehérjetartalom: mg/l0 csirant-

vénye.
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10. é4bra. Az edzés hatésa a kiillonbozd ammonszulfét telitett-
ségi szinteken lecsapodd IES-oxidaz aktivitéaséra.
Vizsgédlati anyags edzetlen és 5 napig O c® némér-
sékleten edzett Bankuti 1201 &szi buza csiranivé-
nyek nyers enzimkivonata, Frakcionilas: nmint 4, ab-
rén, Akbtivités meghatérozvas 5 C° / / és 25 ¢°
/ / inkubécids hémérsékleten, ,
Aktivitéss oxidalt IES ng/mg fehérje/30 perc.
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16%t. Az akbivalasi energia ilyen csikkenése alatémasztja

és egyben magyardsza az 5 C° hémérsékleti hatar alatt a cstke
kend hémérséklet figgvényében emelkedd enszimaktivitist s utal
esetleges 1zoenzim csoport meglétére is.

Ez utdébbi lehetiséget témogatjak az ammonium-
szulfétos frakeioniléas segitségével végaett vizsgdlatok ered-
ményei is. Ammoniumszulféitos lecsapassal az enzim kivonatot
frakeidira bontottuk 0,1-1,0 telitési %-nak megfelellen
Osl=-es léptékekben, majd mértik az egyes frakeidk specifikus
enzimaksivitasit 5 C° és 25 €% inkubéeids hémérsékleten. Az
alacsony és magas inkubécids hémérsékleten mért aktivitiasok
az egyes frakeidkndl eltériek voltak. A Mironovszkaja 808
magas himérsékleten a 0,7=~e8, alacsonyan a Oz4 és 0,7-es te-
litési szinteken levalld frakeidkban mutatott IES-oxidéz ake-
tivitést. Az alacsony és nmagas hémérsékleten mérhetd aktivi-
tés maxinuma ez ammoniumszulfdatos lecsapdssal legalibbis réazj
ben szétvalaszthatd volt. Az alacsony inkubieids himérsékle=
ten mérhetd aktivitis maximuma altaliban a Oy,4-es telitéel
szinten levalld csapadékban, mages inkubdcids hémérsékleten
mérhetd aktivités csucs visszont a 0,6~cs telitési szinten
levalld csapadékban mutatkozott.

Adataink egységesen arra utalnak, hogy fagypont
kérdli hémérsékleten aktiv IES-oxidiz jelenlétével szémolha=
tunk a buza c¢siréban. A fagyillésig kialakulaséban az egyes
fajtéknél az edzés periodusa meghatirozd szerepet jatezik. Az



2+ téblazat
Az edzés hatése az IES-oxidéz 5 % inkubbeids hémérsékleten
mérheté aktivitdsira

etitiers b it

@ e e ene o
i 22" néruéke
Edzetlen Bdzett Lkezeletlen=100

Bezosstaja 1 1,00 11,60 1160
Martonvéséri 2 2511 9,76 488
Mironovszkaja 608 3¢38 13,19 439
Bankuti 1201 3,82 10,74 a8l
Pertoai 293 3440 9915 304

Vizsgalet anyaga: O és 5 napig O C° hémérsékleten edzett
buza csiranfvény nyers enzsimkivonata., Aktivités meghaté-
rozva 5 C° inkubéeiés hémérsékleten.



3. tablazat

CAP hatasa az IlES-oxidaz hidegindukélta aktivitas
enelkedésére

Oxid4lt IES ug/ug fehérje/30 perc

Fajta Edzett
Edzetlen

Kontrol CAP
Bezosztaja 1 1,00 12’0 1,5
Martonvéséari 2 2,11 9,8 1,1
Mironovszkaja 808 3,38 13,5 1,3
Bénkuti 1201 3,82 9,0 1,5
Fert6di 293 3,40 9,5 1,2

Vizsgélat anyagas O és 5 napig O ¢ némérsékleten edzett
buza csirandvény nyers enzimkivonata; Aktivités meghata-
rozva 5 ¢® inkubbcidés hémérsékleten. CAP adagoléas: 500 ppm
CAP finom permet alakjdban az edzés megkezdése eldtt.
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edzés optinslis hémérséklete 0 C°, +5 C° hémérsékleti tarto-
mény. Az edzési pericdusnak egyik lényeges folyemata annak
ez élettani mechanizmusnek a th, amely a nivények
novekedését alacsony himérsékleten jelentOsen lelassitja,
vagy esetleg teljesen meg is ssziinteti., Ezért a tovébbiakban
vizegdltuk az enzim akbtivités indukélhatiéségat alacsony hé-
nérsékleten.

445, Az 1ESe-oxidée aktivités véltosds indukeildja alacsony
hémérséklettel.

Kieérleteinket iz0lélt csirandvényekkel végesztiik,
amelyeknek IES-0xidés ekbtivitdséts Oy 1, 2, 3, 4y 5, 6, 7, 8,
9y 10, 11, illetve 12 napos hidegkezelés utén hatéroztuk neg.
Az Arrhenius platokban elérejelzett esetleges izoenzim vélto-
sésok nyomonkivetésére az enszim aktivitdsit t8bb inkubdcids
héméreékleten, igy 5, 10, 15 és 20 C%-on is meghatéroztuk. A
kisérletek eredményeit az 5-8. dbrik szemléltetilk.

Az 5 C%on mérhets enzim aktivités a vizegdlt faj-
tékban a csirantvények hideghkezelésének hatiséra emelkedik és
éltaléban a hidegkeszelés negyedik nepjén éri el a naximunct.
Hasonlé tendencia figyelhetd meg @ 10 C°-on mérheté aktivités
valtozésében is. A 15, illetve 20 C%-o0s inkubéeids himérsékle=
ten az enzim aktivitis egységesen a hidegkezelés 8-10, napjén
cabkkenni kesd. A kiildnbizd inkubicids hénérsékleteken mérhe~



toen eltérd aktivités véaltozés jellege arra utal, hogy az
alacsony himéraséklet hatéséra a csirendvényekben valésziuiien
egy alacsony himérsékleti optimuumal rendelkezd IES-oxlidéz
forma aktivitédse véaltozik. A nagasabb hinérsékleteken mérhe-
0 aktivités kevéesé médosul hidegkezelés hatdsira, Bz arra
enged kivetkesztetnd, hogy & magasabb hinérsékleten akbtiv ene
zinet az alacsony hémérséklet nem befolyésolja lényegesen.

Usszehasonlitva a hidegkezelést nem kapott és az
5 neplg hidegkezelty csivendvények IES-oxldaz aktivitamat,
negfigyelhetd, hogy ez & hidegkezelés hatéséra emelkedik
/2. téblézat/. Az emelkedés mértéke a kiindulasi ektivibtis
tébbaziréses Altaldben a csdkkend hémérsékletre nagyobb wér-
tékli novekedési redukeidval vélaszold fajtdinél az alacsony
hémérséklet indukélta skbivitvéds emelkedés negyobb mériékii
volt, nint a8 Jjobban nivekviekben.

Az eddigi edatelnk egydntetilen egy alacsony hiénér-
sékleten aktiv IiS-oxidaz meglétére utalnak, Tovébbi vizega-
latok eélja annak elddntéme volt, hogy ¢z as alacsony hénérw
séklettel indukélhaté enzim aktivitis emelkedése "de novo"
szintézis eredménye-e. A kérdés elddntésére & hidegindukeld
kezdetén adagolt 500 ppm kloremfenilkol /CAP/ hatisét vizsgdle
tuk. A gatlé anyagot a mar kicelrazott busare vittik fel finom
permet forméjaban.

A CAP jJelenléte a hidegindukeid alatt az enzinm ake
tivités emelkedést gatolta /J. Gabliszet/. Ezek az adatok arra



utalnak, hogy & hidegindukdlta ektivités emelkedés valdszi-
nien “"de novo"™ fehérje szintézis eredmnénye. Ezt témasstja
aléd a kiltnbdzd bugafajtik oldhaté fehérje tartalménak ana=-
lizise is.

Az oldbaté fehérjéket 5 pH=-ju Mellvain pufferrel
extrahdltuk. Az eredményeket a 9. dbra mutatja be. Az adatok-
bél megéllapithatd, hogy & busa csirendvényekben az oldhatd
fehérje tartalom & hidegkezelés hatésira emelkedik,

frdekes kiegészitd adetokat szolgiltatott a hidege-
kezelés nélkili é9 hidegkezelt - edzett - buza csiranivények
fehérjéinek emmoniumszulfétos frakciondléisa /10, ébra/. A ke-
zeletlen csiranivényekbdl extrahilt fehérjékben az ammoniume=
szulfétos frakeionélis utén magas inkubicids himérsékleten
kettbs aktivités ¢sucs kialakulésa volt megfigyelhetd. Ala~-
csony hénérsékleten viszont csak egyetlen aktivités maximum
nérhetd., A hidegkezelés hatiséra az alacsony himérsékleten
sktiv enzin mennylsége emelkedik intenzivebben, bar gyenge
enelkedés a megas himérsékleten mérhetd enzim aktivitiasoknal

is megfigyelhetd.



e EISERIETI EREDMENYEE ERTIKELESE

Az Oszi buzéban a tavasplaktél eltérden ag Sszi
és v6li id8suzak folyamén @ nivekedési folyamatok a mininmumra
csbkkennek, s e2 & tulajdonsiguk vezet hideg ellenfllbséguk
kialakuléséhos, negedzbdésiikhds /FEDOROV 1969, WIKOIOV -
SALCHEVA 1969/. ﬁ

Tekintettel arra, hogy & nivények nivekedése két
alapfolyamatbél, a sejtosztddasblél és sejtmegnyulésbél tevi-
dik Ussze, szilkséges ezek sazétvéilasztisa, A sejtoszbdédas in-
tenzitésa éo o fagyalléssdg kzitt lazébd kapesolat léteszik,
E tekintetben inkébb arrdl van szd, hogy a sejtosztddis himér-
sékleti gquociense magas, vagyis a csbkkend himérsékletre a
sejtosstoédéasi ciklus lelassulds & jellemzd a fagytird fajté-
nél /DEVAY 1962/.

A sejtmegnyulds és a fagydlléstg kisdtt létesnd
korrelacidrdl a dolgozat adatal szolgalnak felvilégositéssal,
Az 5 0%-on mérhetd sejtmegnyulés intenzitéss és a fagydlléség
kdzétt fenndllé korrelécids kapesolat alapjén feltételeshet-
Jik, hogy a nivekedés redukeidban elsbsorban & megnyulésos
névekedés visszamaradése a mérvadd, bar részt vesz benne a
sejtosztidis lelaspulésa is.

Az auxin szint irényitotts megnyulésos nivekedés
Jelentds korrelicidja a nivények Pagybird képességével, &



nivényi névekedésben realizaldédd hormen héztartis és a fagy-
4116s4g kapesolatére utal.

A fagytiirés és hormon héztertis kdsdtti szoros
dsezefiiggéet témasptjék ala a hormomok hatdséval és gatld
anyageival véguett vizsgdlatok. A gibberellimmel, a CCC-vel,
az auxinnal és biopzintézisének blokkoliséban jelentis BeH
vegylilettel folytatott vizsgdlatok egyértelniien bizonyitot-
ték, hogy & nivekedés redukeidé @ hormon szint redukilésin ke
resztil ninden esatben a fagytirés andvelésében nyilvanul meg
JUAYR 1968, FETR @t al. 1968, KACPERSKA-PALACZ et al. 1969,
PRUSZAKOVA 1969, BCSERBAKOV-MASTAKOV 1969, CSAJLAHJAN~IVANOVA
1970, WUNSCHEL 1969/.

A fagytirés és nivekedés redukeid kapcsolata lé~
nyegében bizonyitottnak tekinthetd., Kérdés, hogy az alacsony
hinéreéklet hatdsfire a nivekedési anyagok mennyiségében be-
kivetkezd valtozéds milyen folyamatok eredménye. A msoidém
két lehetdeég kinflkozik; & ssintézis utjéban bekbvetkezd val-
tozés enalizise vegy & lebontisi rendszer mechanizmusénak ta-
nulnényozése. A két lehetdség kisil kezdd lépésként a megnyu-
lésos nivekedést iranyitd auxin szintjének meghatérosisiban
résatvevs Iis-oxidhs enzin akbivitas valtomésainak vizegdlatat
kezdbik neg. _
Szémbavéve azt, hogy @ fagyélléssg kislakuldsa -
az edzbdés - lényegében alacsony hémérsékleten 0 ¢°, +5 ¢° ki~
a0t @Mﬂ, feltehetd, hogy a folysmatban esak olyan an:.'amk



vesznek réezt, amelyek e himérsékleti tartoményben aktivalt,

Az elsd feladatunk tehat annek eldintése volt, hogy szémolha-
tunk-e a buza csirandvényben ezen a himérsékleten aktiv IESe
oxidéazzal. A disszertécié adatal erre a kérdésre egyértelmilen
igennel felelnek. Az Os2i buzéban minden velésziniiség szerint
ez IES-oxidiz t0bb izmoenzime milkbdik, amelyeknek egyike az ala=
csony himérsékleten is aktiv forma.

Az IES oxidaléaséban résztvevld enzim 4ltaldban nem
egyetlen taghél 4116 egységként milkédik, henem mint izoenszim
csoport, amelyek kigill mindig & kériilményekuek legmegfelelfbb
izoenzin az aktiv. Az izoenzimek létezését szimos munka bizo=-
nyitja /HACNICOL 1966, FRENKEL 1972, NANDA et al., 1973, ERASNUK
et al, 1975/. A vissgélatok éltalében ceak az izoenszimek 824
némak nmeghatirosasara szoritkoznak és nem kizlik az egyes izo-
enzimek jelleg differencidit. A disszertécid adatai szerint
a buzében alacsony hémérsékleten milkddd ILS-oxidéz elsbsorben
aktivéléasi energidjéban tér el a magasabb himérsékleten miikddd
pérjatél, Az Arrvhenius girbék alapjén nemessk az isoensimek
neglétére kivetkestethetiink, hanen egyben arre is, hogy ezek
az alecsony himérsékleten aktiv izoenzimek &ltaldban kisebb
aktivécibe energidval rendelkeznek, ami feltehetben lehetdvé
teszi, hogy maga az enzim & fagypont kirili himérsékleteken
aktiv legyen.

A hidegkezelés hatésére a peroxidiz aktivacils
energidjénak cedkkenésérdl szémol be Roberts /1967 b, 1969/



szegfiféléknél és Kacperske~Palacz /1974/ répénédl. Ezek a
nunkék azonban nem foglalkoznak & peroxidizok esetleges ILSe
oxidés ektivitéséval. Arprdl sen szémolnek be, hogy az aktie-
vacidés energia cubkkenés visszavezetheti-e az izoenszim spekbtrum
esetleges valtozésaira,

Kiltnbbsd hinbéresékleti optimummal rendelkezd izo-
enzimek létesésére ubtalnak a buza csiranivények ammoniumssule-
fatos frakeiondlaséval kepott eredmények is.

Az alacsony és mages inkubacids hbuérsékleten
nért aktivités saxinumanak szétvalésa legalibb két izocenazim,
vagy izoenzinm csoport jelenlétét igazolja, amelyek kozill az
egyik csoport tagjai magas, 8 nisik csoport tagjei pedig ala-
csony hémérsékleti optimummal rendelkesznek., Teh&at feltételesz-
heté az, hogy & buza ceiranivények guxin szintjét az edzddés
folyamén egy alacsony hémérsékleten aktiv IES-oxidés izoenzim
@zabélyozhatja. Arra vonatkozban viszont, hogy az egyes izoen-
zimek aktivélési energléja milyen mértékben térhet el egymis-
t6l, a disszerticid nem szolgdltat adatokat. Az ilyen irényu
vizsgélatok csak az engim izoldlésa és tisztitése utéan végez-
hetdk el. A nmunka jelenleg folyamatban van.

Tovabbi feladatunket képezte annek a kérdésnek
az eldéntése, hogy az alacsony hémérséklet befolydsolja-e az
alacsony himérsékleti optimummal rendelkeszd IES-oxidéz akti-
vitését. A hidegkezeletlen és & killdabizd ideig hidegkezelt ¢si-
rantvények alacsony hémérsékleten aktiv lES~oxidésainak Jsszew



hasonlitésa alapjén megéllapithaté, hogy az alacsony hénér-
sékleti kezelés az enzim aktivitésat nivells A fajték fagyél=-
1ésbganak mértéke valésziniien befolyésolje az enzim specifi-
kus aktivitésénak nivekedését. A legfagy&allébbnak nutatkozd
Bezosztaja 1 fajba csirantvényeiben a hidegkeszelés hatésire
az enzim sktivitésa 1l,6-szorosédrs, mig a legkevésbé fagyslld
Pertédi 293-n4l 2,7-szeresére ndtt. A vizsgélt 6t fajta alap-
jén végleges kivetkeztetést nem vonhatunk le, de az elbzetes
szémitésok arra mutatnak, hogy & hidegindukdlta aktivitis emele-
kedés logaritmusa van korrelacidéban a nivekedés redukecidjaval,

A hidegkezelés hatéséirs emellkedd enzim aktivitis-
6l més enzimek vonatkozdséban tEbb szerzd is beszémolt. Gere
loff /1967/ e peroxidéz aktivités szignifikéns killénbségeit
észlelte lucerna fajtékban, Az izoengin garnitura vizsgéla-
toakor két uj izoenzim megjelenését igazolja a fagydllobd faj-
tékban, leCown et al, /1969/ szeglfiféléknél Llgazolte uj peroxie
d4s izoenzimek szintézisét a hidegkeszelés hatésara. Kacperskaw-
Palacz /1974/ a répénél 4llepitja meg a peroxidis sktivitis
emelkedéséts A buzandl Roberts /1969/ & peroxidésok aktivités
valtozésait regisztrélje a hidegkezelés hatéséra, Az alacsony
hiémérséklettel indukélhatd enzim szintézisrdl a buséndl Dévay
/1965 a, b, 1966, ;967/ gzémol be ribonukledész, aszkorbin oxi-
déz vonatkosésbtban.

Az IES~oxidéz aktivitis emelkedés alacsony himépr-
sékleti indukecidja valdszinii "de novo" fehérje szintézis ered-



un:o;. Ezt a lehetlséget igazoljék ez emmoniumszulfatos frake-
ciondléis, a CAP-0s gatlis és az oldhaté fehérje szint negha=-
térozdsénak adatali, Veldszinlinel latszik az is, hogy a hideg
indukédlta enzim szintézis az IES-oxiddéz izoenszimek kiszil el-
sésorben az alacsony hénérsékleti optimummsl rendelkesd fore
nara terjedhet ki. Emre utalnak a disszertécidban bemutatott,
a hidegkezeletlen &és hidegkezelt csirandvények fehérjéinek
ammoniunszulfatos frakeiondlésaval kapott eredmények.

Az eddigiakbll tehét arra kivetkeztethetiink, hogy
az 6szi busa csiranivények alacsony hémérsékleten megfigyel-
hatd ndvekedés redukoidjiben egy, az adott himérsékleten aktiv
IES=-oxidaz forma vess résezt, amelynek aktivitisa az edzldés
alatt "de novo" szintéuis eredményecképpen emelkedik, Az enszim
feltehetlen alacsonyabb aktivécidés energidval rendelkesil,
uint nagas héméreékleti optimummal bird formije. Az alacsony
hénérsékleten is igen aktiv enzin az fszi buzsdk auxin sszint-
Jét szabdlyozve redukélje a ndvekedést a cstkkend hémérséklet
Pliggvényében, Az engim indukeidjénak mechanismusa tovabbi vizs-
gélatok targyat képesik.



6+ USSZEFOGLALO KOVETERZTETLSER

Kilonbozd fagyalldsbgu Oszi buzafajbikban vigs-
galtuk a csikkent hiémérséklet indukélta nivekedési nedukeid
biokénmial mechanizuusit.

Kisérleteink alapjén az alibbi kivetkeztetéseket
vonhat juk les

1/ Szoros korreléecidé 4ll fenn a sejtmegnyulés
intenszitésa és o fajtik Pfagydllisiga kizdtt. A regressszid
~0,83. Az alacsony himérsékleten lezajlé intenzivebd seji=-
megnyulés alacsonyabb fagy&llésiggal kapcsolédik, a gyen=
gébb nbvekedési intensités viszont a fajték Jobb hidegtiré-
sével egylitt jelenik meg.

2/ Az auzin szintet befolyisold IES-oxidaz akti-
vitasénak himérsékleti fiiggbsége az egyes fajtdkban eltérd,
de mindegyik esetben a 0 C°, +5 ¢° némérsékleti tartoményban
még jelentls akbtivitédssal rendelkezik,

3/ As inkubéciés himérséklet csbkikenésével a
0 ¢%, +5 %08 hénérséileti tartoményban & himérséklet csbi-
kenésével ez aktivitis emelkedik,

4/ A hbmérebklet cstkkenésével ag IES-oxidéz ake
tivéacids energldje csdkken.



5/ Az engzim akbtivités Arrhenius egyenletel aiup-
Jén szémitva a buza csiranivényekben legaldbb két, aktivéci-
6s energiédjiben és hémérsékleti optimuméban egyméstédl kiline
bo2d isoenzim Jjelenlétével kell szémolnunk.

6/ Az edzési periodusban az alacsony hémérsékleti
optimummel rendelkezd IES-oxidisz iszoenzin alacsony hinérsbéke
let indukdilta aktivités nivekedése figyelhetd meg,

7/ Az alacsony himérséklet indukalta aktivitas
emelkedés "de novo" fehérjeszintézis erednénye.

8/ Az alacsony hémérsékleten is aktiv enszim az
Sszi buzdk auxin ssintjét ssabdlyozva redukélja a nivekedést
a estkkend hémérséklet fLiiggvényében,
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Lajosnénak a kisérletek elvégzisében adott segitaiégéta
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