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Jelolések, roviditések jegyzéke

AA akrilamid
ABC transzporter ATP-binding cassette (ATP-kot6 kazetta) transzporter
APS ammonium-peroxi-diszulfat
APX aszkorbat-peroxidaz
AsA aszkorbat
BBCH Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie
BisAA N,N’-metilén-biszakrilamid
BRFK bromfenolkék
CAT katalaz
Chl, Chlid klorofill, klorofillid
CTAB cetil-trimetil-ammoniumbromid
ddH,O bidesztillalt viz
DHAR dehidroaszkorbat-reduktaz
dNTP dezoxiribonukleotid-trifoszfat(ok)
EDTA etilén-diamin-tetraacetat
EBI European Bioinformatics Institute
EMBL European Molecular Biology Laboratory
GMO genetically modified organisms
GR glutation-reduktaz
GSH redukalt glutation
GST glutation-S-transzferaz
HOG, Hog high osmolarity glycerol
HPTLC high performance thin layer chromatography
(nagy felbontasu vékonyréteg kromatografia)
HSP heat shock proteins (hdsokkfehérjék)
TUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
IUBMB The International Union of Biochemistry and Molecular Biology
JA Jjazmonéat(ok)
LEA late embryogenesis abundant proteins
(kés6i embriogenezis soran felhalmozodo fehérjék)
MA malata-agar taptalaj (malt-agar)
MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz
MDA malondialdehid
MDHAR monodehidro-aszkorbat-reduktaz
MPS mikropszeudoszklerocium(ok)
MS Murashige-Skoog taptalaj
MS*, MS** MSK MS taptalaj variansok



mtsai munkatarsai

NBT nitro-blue-tetrazolium (p-nitro-tetrazolium-blue-chloride)
NCBI National Center for Biotechnology Information

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis

PCR polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

PDA burgonya-dextroz taptalaj (potato dextrose agar)

PEG polietilén-glikol

PEP phosphoenolpyruvate (foszfoenolpiruvat)

PHopt pH optimum

POD peroxidaz

PS pszeudoszklerocium(ok)

PSI képz6d6 pszeudoszklerocium (pseudosclerotia initials)
PSD fejlédd pszeudoszklerdcium (pseudosclerotia developing)
PSM érett pszeudoszklerocium (mature pseudosclerotia)

PTS phosphotransferase system (foszfotranszferaz rendszer)
PVP polivinil-pirrolidin

Ras receptor associated sygnal (receptorhoz kapcsolt szignal)
ROS reactive oxygen species (reaktiv oxigénformak)

RU relative unit (relativ egység)

SD standard deviation, normal szoras

SDS sodium dodecyl sulfate (natrium-dodecil-szulfat)

SOD szuperoxid-dizmutaz

sp. species (faj)

spp. fajok

Ssp. subspecies (alfaj)

SSF solid-state fermentation (szilard fazist fermentacio)
STRE stress responsive elements (stressz reszponziv szabalyozo elemek)
T6P o, o-trehaldz-6-foszfat

TPS trehal6z-6-foszfat szintaz enzim

TAE trisz-acetat-EDTA gélelektroforézis puffer

TBA tiobarbitursav

TCA triklorecetsav

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin

TLC thin layer chromatography (1d. VRK)

Topt hémérsékleti optimum

var. varietas (valtozat)

VRK vékonyréteg-kromatografia
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1. BEVEZETES

A globalis felmelegedés kovetkeztében fellépd szélséséges iddjarasi viszonyok és a
valtozas gyors iiteme kiilondsen nagymértékii megterhelést jelentenek az élovilag szamara.
A természetben az élettelen kornyezeti tényezOk folyamatos, eltéré mértékii valtozasa
figyelhetd meg; amikor az adott fajra jellemzé optimum tartomanyon kiviil esé értékeket
érnek el (vizhidny, szélsdséges hémérsékleti értékek, ozmotikus terhelés, kedvezdtlen
fényviszonyok, kiegyenlitetlen dasvanyi taplalkozas), az az ¢lolények szamara
stresszhelyzetet jelent. Az ehhez vald alkalmazkodas a sikeres tlélés zaloga, melynek
hatterében kiilonféle védelmi mechanizmusok htzédnak meg. A stressz altal kivaltott
védekez6 reakciok hatékonysaga szerint stresszel szemben érzékeny (szenzitiv) ¢és

stressztlird (rezisztens) él6lényeket kiilonboztethetiink meg.

A prognézisok alapjan a csapadékviszonyok kedvezdtlen valtozasa jelenti az egyik
legfobb problémat, mely hazank ndvénytermesztésbe vont teriileteit is jelentés mértékben
érinti: az idszakosan szarazsagstressz sujtotta teriiletek kiterjedése varhatd. Ugyanakkor
idGszakosan a szélséségesen megndvekedett csapadékmennyiség a korokozok fokozott
kartételét idézheti eld.

A vizhiany okozta stresszhelyzet az egyik legnagyobb kihivas a homeosztazis
megérzése szempontjabol. Az é161ények ozmotikus egyenstlyanak fenntartasa esszencialis,
kedvezodtlen koriilmények kozott kiilonféle védelmi mechanizmusok aktivalodnak.

Mikroorganizmusok és gombak korében jol ismert valasz a bioprotektiv anyagok
szintézise ¢s felhalmozasa, a stressz mértékének fokozodasakor ezzel Osszefliggésben
sporak, kitartoképletek képzése és ebben a nyugalmi allapotban a kedvezd feltételek
kivarasa.

A helyhez kotott életmodu  szarazfoldi novények fejlodését, novekedését ¢és
produktivitasat a kornyezeti tényezOk egyarant befolyasoljak, a fellépé kiilonféle
stresszhatasokat eltéré mértékben képesek toleralni, az egyedek, a populacio és a faj szintjén
jellemzé potencialjuk fiiggvényében. A szarazsag kedvezdtlen hatasai erdteljesen érintik
Oket, tlroképességiik szerint nagyfoku killonbségeket figyelhetink meg az azonos
¢lohelyeken ¢l6 egyes fajok kozott is. Torzsfejlodésiik soran szamos eredményes stratégia
alakult ki a transpiracio szabalyozasatol a metabolikus és strukturat érinté valaszokon at
egészen az extrém anhidrobiotikus 4llapot kialakulasaig. Nagyfoku illetve extrém

toleranciaval jellemezhet tipusokban ozmoprotektiv anyagok felhalmozasa jellemzd.



Kiilon emlitést érdemel a novényi reprodukcioban fellépd vizvesztés soran a pollen és az

embrid tulélését biztositd szachardz alapt biologiai tiveg allapot.

A Dbioprotektiv molekulak jellemzéen kisméretiiek, specialis tulajdonsagokkal
rendelkeznek, amelyek képessé teszik Oket a kulonféle stresszhatasok okozta negativ
hatasok kivédésére, a karosodasok mértékének leheté legnagyobb mértékii csokkentésére a
biomolekulak szerkezetének stabilizalasa révén.

A trehaléz a természet alkotta legeredményesebb bioprotektiv molekula, kivételes
sajatsagait fiziko-kémiai tulajdonsagainak koszonheti. Vizmegvonas hatasara képes
helyettesiteni a biomolekuldk szerkezetét stabilizalo hidratacios réteg vizmolekulait.
Eredményes biologiai tiveg képzéként hosszi ideig képes megdrizni a biopolimerek
képességét arra, hogy a kedvezd koriilmények bekoszontekor visszanyerjék eredeti

szerkezetiiket.

A trehaloz szintézisében és lebontasaban résztvevd enzimek genetikai hatterének,
kifejezodésiik, aktivalodasuk szabalyozasanak részletes megismerése a baktériumok és az
cukaridtak vilagaban egyarant jelent6séggel bir az alap- és alkalmazott kutatds szamara,
lehetdséget nytjt példaul arra, hogy a gazdasagi haszonnovények stressztiird képességét a

trehal6z anyagcsere-génekkel torténd transzformacioval fokozzak.

Doktori munkam fokuszaban a trehal6z anyagcsere vizsgalata all. Eredményeim
egyfel6l a tomlésgombak kozott életciklus tekintetében kiilonleges helyet elfoglalo
Morchelldk egyedfejlodését leird modellek pontositasat, igazolasat segitik el6, masrészrél az
okologiai, természetvédelmi és ipari szempontbdl jelentés Populus fajokkal elvégzett
kisérletek uj ismeretekkel jarulnak hozza a magasabbrendii névényekben leirt tudomanyos
eredményekhez, a trehaléz anyagcsere ndvényi metabolikus halozatokban betoltott

szerepének tisztazasahoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A trehaloz

A trehaléz (a-D-glikkopiranozil-o-D-gliikopiranozid) a természetben eléforduldé nem
redukalo sajatsagi homodiszacharid, mely szénhidrat szerkezeti sajatsaga a benne a,a’-1,1°-
glikozid kotéssel 6sszekapesolt két a-D-glikkoz egység (Hudson 1916, Taga és mtsai 1972,
Jain és Roy 2009). A trehaléz IUPAC elnevezése: 2-(hidroximetil)-6-[3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidropiran-2-iloxi-tetrahidro-piran-3,4,5-triol. A szerves vegyiiletek
biogenetikai rendszerében a trehaloz a Szacharidok anyagtorzsébe, a Glikozidok

anyagosztalyaba és a Holozidok (oligoszacharidok) anyagrendjébe tartozik.

A trehaloz szamos kiemelked6 és paratlan tulajdonsaggal rendelkezik, melyek mind a
molekula kémiai szerkezetének és fiziko-kémiai tulajdonsdgainak koszonhetéek (Birch
1963, Elbein 1974, Iturriaga és mtsai 2009). Zart gytirti formaban tartja kémiai kotése, igy
nem tartalmaz szabad aldehid vagy keto csoportot, ezaltal nem 1ép reakcioba a fehérjek
szabad amino-csoportjaival (Chen ¢s Haddad 2004). Az o,0’-1,1’-glikozid kotés alacsony
energiaju (1 kcal/mol), ennek koszonhetden szerkezetét extrém nagy stabilitas jellemzi,
Osszevetve a szachar6zzal, mely cukormolekulaban nagyenergiaju (27 kcal/mol) kotés
talalhato (Iturriaga és mtsai 2009). Glikozidos kotését nem hasitja a glikozidaz enzim, savas
hidrolizissel szemben még magas homérsékleten is jelentés mértékben ellenall (Chen és
Haddad 2004). Nem redukalo szénhidrat, igy nem vesz részt a Maillard (nem enzimatikus

glikozilacio) reakcioban (Maillard 1912, Hodge 1953, Iturriaga és mtsai 2009).

A trehaléz D(+)-trehaloz-dihidrat (C,,H220,1.2H,0, M,: 378.33 [g/mol]) ¢és
D(+)-trehaloz  (Ci2H22011 My: 34230 [g/mol]) anhidrikus formaban fordul el6.
Az anhidrikus forma nedvesség jelenlétében konnyen hidratalodik. A D(+)-trehaloz

molekula 8 H-hid donor és 11 akceptor hellyel rendelkezik. A trehaloz szerkezetét az 1. dbra

R
OH Q&

mutatja be.

OH

1. abra A trehal6z molekula szerkezeti képlete klasszikus, gomb-palcika és térkitoltés
megjelenitésben. (Forras: Wikipedia® http:/en.wikipedia.org/wiki/Trehalose)



A trehaloz fizikai sajatsagait tekintve is kivételes diszacharid: fajlagos optikai
forgatoképessége [a]1§0+178°, olvadasi folyamata kiilonleges. A D(+)-trehaloz-dihidrat
olvadaspontja 97°C, tovabbi hé hatasara tdvozik a dihidrat forma viztartalma és 130°C-on
megszilardul, majd a vizmentes trehal6z 203°C-on 1ép folyadék fazisba (Chen és Haddad
2004). Oldékonysaga 68.9 g/100 g oldat vizben 20°C-on, oldddik etanolban, dietil-éterben,
de benzolban nem (Lide 2005, Higashiyama 2002).

A trehaldz polimorf vegyiilet, kristalyos és amorf allapotot egyarant képes felvenni.
Az egyetlen cukor, amely magas hémérsékleten is stabil amorf, nem-higroszkopos
kristalyokat képez (Crowe és mtsai 1998). Ez a tulajdonsaga lehet6vé teszi, hogy tivegszer(i
allapotot hozzon létre és igy extrém hémérsékleten is mas cukroknal hosszabb ideig intakt
maradjon (Iturriaga és mtsai 2009). Két teljes kristalyos formaja, egy jol meghatarozott
amorf forma, valamint az amorf és kristalyos formak kozott szamos atmeneti allapota ismert
(2. abra; Taga és mtsai 1972, Sussich és mtsai 2001, Nagase ¢s mtsai 2002, McGarvey ¢és
mtsai 2003, Cesaro és mtsai 2008, Jain és Roy 2009).
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2. dbra A polimorf trehal6z molekula allapotatmenetei.
(Forras: Jain és Roy 2009 — , Effect of trehalose on protein structure”
tudomanyos cikk 1. abréja)

Az altalanos el6fordulasti trehaloz-dihidrat romboid kristalyai szobahdmérsékleten
stabilak (Taga és mtsai 1972). A D(+)-trehaloz-dihidrat és o kristalyok 4talakulasa
reverzibilis folyamat, a vizmentes o kristaly abszorbealja a nedvességet és visszaalakul a
kristalyos dihidrat formaba (Sussich és mtsai 2001). A lassu ttemi vizvesztés (fokozatos

felmelegités hatdsara) azt eredményezi, hogy a kristdlyrdcs nem degeneralodik,

4



az o vizmentes és dihidrat kristaly formak atalakulasakor a kristalyszerkezet végig megorzi

integritasat (Jain és Roy 2009).

A homérséklettdl €s a vizvesztés sebességétdl fliggden a dihidrat kristaly atalakulhat
amorf illetve y kristalyformaba. Az amorf trehaloz anhidrikus 3 kristalyt vagy tiveg-allapotot
képes létrehozni. A vizmentes [ kristaly meghatarozott koriilmények kozott, lassu
dehidratalas soran alakul ki (Jeffrey és Nanni 1985). o kristaly akkor jon létre, amikor a

homérsékletet lassan és fokozatosan emelik 85°C-ig (Nagase és mtsai 2003).

A trehaloz ismert elnevezései: a,o-trehaldz, o-trehaloz, 1,1-trehaloz, D-trehaloz, mikdz,
tremaloz, ’anyarozs cukor’ (ergot sugar). Ez utobbi elnevezés H.A.L. Wiggers
felfedezésének allit emléket, aki 1832-ben anyarozsbol izolalta, egy fitopatogén
tomlésgombabdl (Claviceps purpurea (Fr.)Tul), amely a gabonafélék, elsésorban a rozs
megbetegedését okozza: a kalaszban a virdagokat megfertézve elpusztitja a termét. 1858-ban
Marcellin Berthelot *trehala’-bol, Larinus maculatus bab burkabol vonta ki és nevezte el ezt

a diszacharidot trehaloznak™" (Berthelot 1858, Hanbury 1859, Giiltekin 2008).

A trehaloz az él6vilagban széles korben elterjedt kiilonleges diszacharid, az 1970-es
években jelenléte mar tobb mint 80 fajban, baktériumokban, gombéakban, novényekben,
rovarokban ¢és mds gerinctelen allatokban ismert (Elbein 1974). Felfedezése ota
folyamatosan boviil az ismeretiink az el6fordulasardl és a kiilonbozé organizmusokban
betoltott szerepérdl. Kezdetben ritka eldfordulast cukornak tartottak, mivel csupan néhany
¢lolénybol sikeriilt izolalni: reszurrekcios (a teljes dehidratalasbol jraéledd) novényekbol,

¢élesztébol és egyes rovarok larvaibol (Iturriaga és mtsai 2009).

Napjainkra szamos adat gylilt Ossze az eléfordulasar6l: a baktériumok, gombak és
gerinctelen allatok korében eléfordulasa altalanos, szintigy a ndvényekben is — viszont
benniik néhany kivételtdl eltekintve mennyisége a kimutathatosagi hatar alatt marad
(Streeter 1985, Miiller és mtsai 1995, Garg és mtsai 2002, Nelson 2002, Barra és mtsai 2003,
Breeuwer és mtsai 2003, Vazquez-Ortiz és Valenzuela-Soto 2004, Chen és Haddad 2004,
Bolling és Fiehn 2005, Avonce és mtsai 2006, May és mtsai 2008, Paul és mtsai 2008).
Az utdbbi évtizedben a miszeres analizis fejlddésének koszonhetéen az érzékenységi
tartomany kibéviilésével megteremtodott a lehetsége az olyan anyagok kimutatasanak, mint

példaul a novényekben eléforduld trehaldéz (Schluepmann és Paul 2009).

MU A trehaloz ezaltal érdekes kapesolodasi pontot képvisel a kiilonféle tudomanyteriiletek — a zoologia, botanika,
kémia és biokémia kozott (Tillequin 2009).



Biologiai szerepe sokrétil, az élolények kiilonb6z6 csoportjaiban eltérd funkciokat lat el,
megjelenik mint szénforras, raktarozott tapanyag, strukturalis komponens, és védédmolekula

kilonféle stresszhatasokkal szemben (Richards €s mtsai 2002, Jain és Roy 2009).

A trehaloz természetes eléfordulasat és szerepét az ¢élovilagban érdemes részletesebben
a fobb rendszertani csoportokra lebontva is attekinteni, mivel az egyes csoportok kozott
jelentds eltéréseket talalunk. Az attekintést megeldz6en érdemes szot ejteniink az él6vilag
felosztasaban az 1990-es években tortént jelentds valtozasrol: az 6t orszag elméletet
felvaltotta a genetikai eredmények alapjan kialakitott ,harom domén” elmélet, mely szerint
az ¢élovilag o csoportjai az archedk, a valodi baktériumok és az eukariotak doménjei (Woese
¢és mtsai 1990). A tovabbiakban az 1j taxonomiai besorolasnak megfelelden rendszerezve

szerepel a trehaloz biologiai funkcidinak alakulasa az él61ények kiilonb6z6 csoportjaiban.

Az archea és a valodi baktériumok doménbe tartozo él61ények (prokariotak) korében a
trehaléz hasznosul, mint szén ¢s energiaforras (raktarozott anyag), részt vesz a
felépitésiikben mint strukturalis komponens (glikolipid), jelen van oldott anyagként
(cianobaktériumok, fotoszintetizald baktériumok), és érvényesiil mint stresszprotektor
molekula (ozmoregulacié) (Whatmore és Reed 1990, Lippert és mtsai 1993, Strom és
Kaasen 1993, Crowe ¢és mtsai 1994, Helfert és mtsai 1995, Kempf és Bremer 1998,
Arguelles 2000, Rueda és mtsai 2001, Murphy és mtsai 2005, Carpinelli és mtsai 2006, Jain
és Roy 2009). A trehaloz bakterialis 1étformakban ellatott funkcioi koziil a prokaridtak egyes
csoportjaiban (nemzetség, faj szinten) olykor csak egy-egy szerepet tolt be, példaul
Escherichia coli baktériumban magas ozmolaritas hatasara szintetizalédik, mig Bacillus
subtilis ozmoregulacidjaban nem jatszik szerepet, csupan szénforrasként hasznosul
(Whatmore és Reed 1990, Helfert és mtsai 1995, Kempf és Bremer 1998). Szdmos mas
baktérium faj szintén képes a trehaldézt metabolizalni, kozéjiik tartozik a fogszuvasodasért
elsésorban felelds Streptococcus mutans is (Ajdi¢ és Pham 2007). Tobb mas baktériumfajban
szintén jelen van — kozéjikk tartoznak a Streptomyces fajok is, ahol a trehaloz, mint
raktarozott szénhidrat fordul el6 a sporakban (Rueda és mtsai 2001). Szamos baktériumfaj
ismert melyek trehaldz-glikolipideket tartalmaznak, ilyenek a Mycobacterium spp.,
Nocardia spp., Rhodococcus spp., Corynebacterium spp. (Desai ¢s Banat 1997, Murphy és
mtsai 2005, Carpinelli és mtsai 2006). Ezek a fajok a feliiletaktiv anyagok komplex
keverékét allitjak eld, melyek fékomponensei a trehaloz-mikolatok (Lang és Philp 1998).
Nitrogén szegény koriilmények kozott anionos trehaloz-tetraésztereket szintetizalnak (Lang

¢és Philp 1998).



A trehaloz szerepe az eukariotak korében is tobbrétli, hasonléan a prokaridtakban
betdltott funkcidihoz. Az eukaridtak koziil eleinte foként a gombdak és allatok orszaganak™?
képviseldiben, a novények esetén az anhidrobiozis képességével rendelkezd reszurrekcids

fajokban irtak le jelenlétét (Iturriaga és mtsai 2009).

Az alga és apicomplexa fajokban (protistak orszaga) igazoltak a trehaldz bioszintézis
utvonal meglétét, néhany fajban trehalozt is sikeriilt kimutatni (Takenaka és mtsai 1997,
Porchia és mtsai 1999, Yu és mtsai 2010). Koriikben a trehaloz hasznosulhat szénforrasként,
és mint ozmoprotektans molekula — Euglena gracilis Z. s6 és ozmotikus stressz hatasara

trehalozt akkumulal (Takenaka és mtsai 1997, Porchia és mtsai 1999, Yu és mtsai 2010).

A gombak anyagcseréjében a trehaloz kiemelkedé fontossagu: élettani szerepe kettds,
egyrészt, mint tartalék tapanyag biztositja a kitartoképletek, sporak csirazasanak energetikai
hatterét (a legnagyobb mennyiségben képzO0dé raktarozott szénhidrat), masrészt, mint
bioprotektans molekula védi a sejtstrukturakat szamos stresszhatassal szemben (Hammond
¢és Nichols 1976, Crowe és mtsai 1987, Panek 1995, De Araujo 1996, Hounsa és mtsai 1998,
Sano és mtsai 1999, Arguelles 2000, Secks és mtsai 2000, Wisser és mtsai 2000, Elbein és
mtsai 2003, Garre ¢s Matallana 2009). A gombak anyagcseréjében stresszhatasra indukalodo
anyagcserefolyamatok kozott kiemelkedd jelent6ségli a trehaloz szintézise. A mikologiai
szakirodalombol jol ismert, hogy ozmotikus-, hé-, hideg- ¢és fagy-stresszre kiilonféle
ozmoprotektiv anyagok szintézise megy végbe, melyek szerepe a sejtstruktirak védelme.
ElesztSk és fonalas gombék vizsgalataibol szarmazé eredmények kiemelked fontossagtnak
talaltak a trehaloz akkumulaciot, mely azon tal, hogy a stressz-védelemben esszencialis, a
legf6bb raktarozott szénhidrat (Thevelein 1984, De Virgilio és mtsai 1990, Eleutherio és
mtsai 1993, Van Dijck és mtsai 1995, De Araujo 1996, Jorge és mtsai 1997, Hounsa és
mtsai 1998, Sano és mtsai 1999, Plourde-Obwobi és mtsai 2000, Secks és mtsai 2000, Al-
Bader és mtsai 2010). A kitartoképletek (pl. szkleréciumok) és a sporak képzése altalaban
egybeesik a trehaloz szintézisével (Hammond és Nichols 1976, Thevelein 1984, Van Dijck
és mtsai 1995, Wisser és mtsai 2000). A nagygombak koziil néhany ehetd és egyuttal
gyogyhatasu gombafajban igazoltak jelenlétét és kimérték mennyiségét, mely a szaraz sulyra
vetitve 1-17 % kozott valtozott (shiitake — Lentinula edodes (Berk.)Pegler, maitake —
Grifola fondosa (Dicks.)Gray, nameko — Pholiota nameko (T. Ito)S. Ito et Imai, judasfiile

gomba — Auricularia auricula-judae (Bull.ex Fr.)Wettst).

2 A7 eukariota doménbe 4 orszag tartozik: a protistak, gombak, novények és allatok orszaga (Woese és mtsai 1990).



A novényekben hosszll ideig néhany extrém szarazsagtiiré csoport (Selaginella spp.,
Bryophyllum spp., Botrychium lunaria (L.)SW.) kivételével a trehaloz szintézise nem volt
bizonyitott (Kandler és Senser 1965, Adams ¢és mtsai 1990). Az elmult években ismerték fel,
hogy az él6lények népes csoportja tartalmazza a trehaléz szintézis funkcionalis génjeit,
viszont nem akkumulalnak trehalézt — ebbe a csoportba tartozik a ndvények jelentds
tobbsége is néhany trehalozt felhalmozo kivételtdl eltekintve (Iturriaga és mtsai 2009).
Napjainkban az a tudomanyos allaspont, hogy a novények korében is széles korben elterjedt
a trehaloz szintézis képessége (Avonce ¢és mtsai 2006, Iturriaga és mtsai 2009), am a
trehaléz akkumulacid mértéke tobbnyire nem éri el a kiilonféle mérési modszerek
érzékenységi hatarat, mivel a képz6do- és akkumulalodo trehalozt a citoplazmatikus trehalaz
enzim az aktuélis cellularis homeosztazis igényeihez igazodva bontja (Wingler 2002). Eppen
ezért csak kevés esetben (reszurrekcios novényfajok, néhany spermatofita) sikeriilt kimutatni
(Cegla és Bell 1977, Adams és mtsai 1990, Bianchi és mtsai 1993, Drennan és mtsai 1993,
Albini és mtsai 1994, Zentella és mtsai 1999). A napraforgd mag trehaldoz tartalmara
vonatkozo eredmények érvényességét Kandler és Hopf (1980) megkérdéjelezte, véleményiik
szerint az eredmény miitermék, mely a napraforgd gombas fertdzésébdl adodott (Kendall és
mtsai 1990).

A novények anyagcsere- és fejlodésélettani folyamatainak (példaul embridfejlodés,
viragzas) szabalyozasaban a o, o-trehaloz-6-foszfatnak (T6P, intermedier a trehaloz szintézis
folyamataban) igazoltan szerepe van (Rolland és mtsai 2002, Eastmond és mtsai 2003,
Rolland és mtsai 2006, Satoh-Nagasawa és mtsai 2006, Paul 2007, Ramon ¢és mtsai 2007,
Paul és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai 2009, Smeekens és mtsai 2010). Az utdbbi években
felismerték a trehaloz anyagcsere szerepét a ndvény-mikroorganizmus interakciokban

(Lopez és mtsai 2007, Iturriaga és mtsai 2009).

Az allatok orszagaban a trehalozt elséként a rovarok hemolimfajaban mutattak ki
(Elbein és mtsai 2003, Chen és Haddad 2004). A trehaléz a repiildé rovarokban
(egyenesszarnyuak-, lepkék és hartyasszarnyuak rendje) biztositja a mozgashoz sziikséges
gyors energiaellatast, mivel a trehalaz enzim egy 1épésben két gliikoz molekulat szabadit fel
(Elbein ¢és mtsai 2003). A trehaldoz szintézis képessége a gerinctelen allatok szamos
csoportjaban megorzott, stresszhelyzetben akkumulacidja jellemz6 (Arguelles 2000, Nelson
2002, Sakurai és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai 2009). A gerinctelen allatok korében
eléfordulasa altalanos, fontos diszacharid a rovarok osztalyan kiviil kiilonféle férgekben, és
a medveallatkak torzsében is (Ramlovés Westh 1992, Behm 1997, Arguelles 2000, Benaroud;
és mtsai 2001, Jonsson 2007, Sakurai és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai 2009).



Gerinces allatokban nem fordul el6 (hianyzd bioszintézis utvonal) (Chen és Haddad
2004, Yu és mtsai 2010), viszont a trehaldoz bontasahoz sziikséges trehalaz enzim az
emldsok kiilonbozd fajaiban — igy az emberben is — megtalalhato kis mennyiségben a
vékonybélben és mas szervekben (Mercer és mtsai 1990, Sasai-Takedatsu és mtsai 1996,

Richards és mtsai 2002, Jain és Roy 2009).

Ozmotikus ¢és oxidativ stressz hatdsara trehaléz akkumulacio figyelheté meg
baktériumokban, kiilonféle élesztétorzsekben, a gombak korében, nematoda- és
rovarfajokban, alacsonyabbrendii és reszurrekciés novényekben (Adams és mtsai 1990,
Bianchi és mtsai 1993, Leprince és mtsai 1993, Albini és mtsai 1994, Behm 1997, Hounsa
¢és mtsai 1998, Arguelles 2000, Dardanelli és mtsai 2000, Benaroudj és mtsai 2001, Kandror
és mtsai 2002, Barra és mtsai 2003, Breeuwer és mtsai 2003, Wolf és mtsai 2003).
Ismereteink jelentds része az ipari felhasznalas tekintetében kiemelked fontossagl
¢élesztétorzsek vizsgalati eredményein alapul. A legkiilonfélébb stresszhelyzetek hatasara —
ugymint anoxia, tapanyaghiany, sostressz, hésokk, fagystressz, etanol-stressz, artalmas
kemikalidk jelenléte — a Saccharomyces cerevisiae L. torzsek trehalozt akkumulalnak
integritasuk védelmében (Eleutherio ¢és mtsai 1993, Hottiger és mtsai 1994, Hazell és mtsai
1995, Panek 1995, De Araujo 1996, Pavia és Panek 1996, Hazell és mtsai 1997, Nwaka és
Holzer 1998, Sano és mtsai 1999, Pereira és mtsai 2001, Garre és Matallana 2009).

Az ¢l6  organizmusok ozmotikus egyensulyanak fenntartdsa  esszencialis,
stresszhelyzetben komplex védelmi mechanizmus aktivalodik, melynek részét képezi a
kisméreti molekulak, egyszerii cukrok, ugymint a trehaldz bioszintézise és akkumulacioja.

Szerepiik a membranok és makromolekulak szerkezetének stabilizalasa a dehidratacié soran.

A trehaldz kivald ozmotikum, védi a sejtstrukturakat: dehidratacio hatdsara egyrészt
kapcsolodik a membranok hidrofil felszinéhez, igy azok nem valnak rigiddé, és
rehidratalodaskor védettek a sériiléstdl, feldarabolodastol, masrészt akkumulacidja noveli a
citoplazma viszkozitasat, ezaltal meggatolja a fehérje domének elmozdulasat (Crowe és
mtsai 1987, Panek 1995, Sano és mtsai 1999, Secks és mtsai 2000, Sampedro €s Uribe
2004). In vitro vizsgalatok eredményei igazoltak, hogy izolalt enzimek szerkezetét és

aktivitasat egyarant megorizte (Sampedro és Uribe 2004).

A trehaloz kivételes bioprotektiv sajatsagat fiziko-kémiai tulajdonsagainak kdszonheti,
melyek kozott az egyik legfontosabb, hogy szamos polimorf (kristalyos és amorf) allapota
létezik (2. abra), ¢és a reverzibilis dehidratacio-rehidratacio folyamatdban a diszacharid

harom-dimenzios szerkezete nem valtozik (Jain és Roy 2009).



A trehaloz molekulat nagy flexibilitas jellemzi — Gsszevetve a tobbi diszachariddal — a
két a-D-glikoz egység kozotti glikozidos kotésének koszonhetéen, amely tulajdonsaga
lehetdvé teszi, hogy kolcsonhatasba lépjen kiilonb6z6 makromolekuldk szabalytalanul
elhelyezkedd polaris csoportjaival (Donnamaria és mtsai 1994, Iturriaga és mtsai 2009).
A trehaldéz a stresszhelyzet elmuldsat kévetéen gyors ilitemben, egylépésben a trehalaz
izoenzim csalad (EC 3.2.1.28.) kozremikodésével 2 db glikoz molekulara bomlik, igy a
megndvekedett viszkozitas altal eldidézett enzimaktivitas gatlas megsziinik (Sampedro és

Uribe 2004).

A trehaloz bioprotektiv képessége harom lehetséges mechanizmussal magyarazhato:
viz-helyettesités, biologiai liveg képzés ¢s kémiai stabilizalas (Iturriaga és mtsai 2009, Jain
¢és Roy 2009). Feltételezhetden a harom mechanizmus egyiittesen eredményezi a trehaldz
kivételes hatékonysagat a biomolekulak védelmében (Iturriaga és mtsai 2009).
képez és H-hid kotésekkel stabilizalja a szerkezetiiket (Jain és Roy 2009). Vizmegvonas
hatasara (dehidratacio, fagy) a trehaloz helyettesiti a hidratacios réteg vizmolekulait, igy
meggatolja a biomolekuldk irreverzibilis denaturaciojat (Clegg 1986, Iturriaga és mtsai
2009). Ezt erdsiti meg Crowe és mtsai altal, a trehal6z hatasmechanizmusat felderiteni célzo
infravords spektroszkopiai vizsgalat, mely eredménye szerint a molekula H-hid koétéseket
létesit a sajat hidroxil-csoportjai és a fehérjékben 1évé polaris gyokok kozott, igy
helyettesitve a szerkezet-stabilizalo vizburkot (Crowe ¢és mtsai 1992). A strukturalis
stabilizalasban a trehal6z molekula glikozidos kotésének koszonhetd nagy flexibilitasa is

szerepet jatszik (Donnamaria és mtsai 1994, Iturriaga és mtsai 2009).

A trehaloz amorf, nem higroszkopos kristalyai magas hémérsékleten és vizmentes
allapotban egyarant stabilak, ez a sajatsaga teszi lehetévé, hogy biologiai iiveg képz6djon
(Crowe ¢s mtsai 1998, Iturriaga és mtsai 2009, Jain és Roy 2009). A bioldgiai iveg amorf,
ivegszerl tulajdonsagokkal rendelkezd taltelitett cukoroldat, amely kialakitasaban az alkotod
szénhidratnak, illetve az alkoté cukormolekuldk aranyanak tulajdonitanak szerepet (Koster
1991, Buitink és Leprince 2008). A biomolekulak ebben az tiveg-allapotban hosszabb ideig,
akar honapokig vagy évekig megérzik képességiiket arra, hogy rehidrataciokor

visszanyerjék eredeti szerkezetiiket (Green és Angell 1989, Iturriaga és mtsai 2009).

A trehaloz a természetben széles korben elterjedt bioldgiai iiveg képzé molekula.
Kiilonleges sajatsagai egyiittesen teszik lehet6vé szélséséges kornyezeti koriilmények

kozott, extrém stresszhelyzetben az organizmus integritasanak megérzését, ezaltal biztositva

10



a kedvezétlen allapot tulélését és a kedvezd feltételek ijboli fennallasakor a fiziologias

allapot gyors elérését.

Extrém mértékii stressz hatasakor a talélést biztositd igen sajatsagos stratégia a
kriptobi6zis. A vizhelyettesités és biologiai iiveg képzddés teszi lehetévé, hogy €16
organizmusok a kriptobidzis allapotaban képesek tulélni a kiilonbozo szélsdséges kornyezeti
behatasokat (Sola-Penna és Meyer-Fernandes 1998, Sakurai és mtsai 2008, Iturriaga és
mtsai 2009). A kriptobidzis az €16 organizmus nyugalmi allapota, melyben az anyagcsere-
tevékenység sziinetel, s e latszolagosan felfiiggesztett ¢életmiikodés idején a sejtek
integritdsanak megorzését {iivegszerti struktira biztositja. A kriptobiotikus allapot
kialakulasa soran a biomolekuldk védelmében a két mechanizmus (vitrifikacid és
vizhelyettesités) kombinaltan érvényesiil (Sola-Penna és Meyer-Fernandes 1998, Sakurai és
mtsai 2008). A kriptobidzis Ot tipusat kiilonboztetjik meg: anhidrobidzis (extrém
dehidratacio), kriobiozis (nagyon alacsony hémérséklet), ozmobiodzis (szélséséges
ozmotikus hatas), kemobiozis (toxikus anyagok) és anoxibiozis (oxigénhiany). A legtobb
ismerettel az anhidrobidzis és kriobiozis allapotokrol rendelkeziink. A kedvezétlen
koriilmények elmulasat kovetéen az organizmus anyagcseréje aktivalodik és visszaall a

normal mikodés.

Az anhidrobiotikus 4llapotra vald képesség az ¢élovildag mindhdrom doménjében
eléfordul (Iturriaga és mtsai 2009). Az anhidrobiozis, a ,,viz nélkiili élet” allapotat szamos
mikroorganizmus — eubacteria, archea €s éleszt fajok — néhany gomba faj, a gerinctelen
¢lolények koziil a kerekes- (Rotifera phylum) és fonalférgek (Nematoda phylum), a
medveallatkak (Tardigrada phylum), az Artemia salina (sorak, s6féreg) petéi, a Polypedilum
vanderplanki arvaszinyog larvaja, valamint a reszurrekcids novények képesek tulélni
(Behm 1997, Nelson 2002, Sakurai és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai 2009). Csodalatra méltd
ellenalloképességiik hatterében a prokariotak, élesztéfajok, medveallatkak és fonalférgek
esetében, valamint a soféreg petéiben és a P. vanderplanki larvaiban a trehaldz
felhalmozodasa all.

Az ujjaéledd novények kozott nem altalanos a trehaloz eléfordulasa mint akkumulalt
protektiv molekula. Igazoltan a Selaginella lepidophylla, a Myrothamnus flabellifolius és a
Sporobolus stapfianus akkumulalnak trehalozt (Adams és mtsai 1990, Bianchi és mtsai
1993, Drennan és mtsai 1993, Albini és mtsai 1994, Zentella és mtsai 1999).

A ndvényi szénhidrat-anyagcsere jellegébdl fakaddan a reszurrekcios novények integritasuk

védelmében eltéré anyagokat mozgodsitanak: jellemzé protektiv molekula a szacharéz, melynek
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akkumulacidja Ramonda és Haberlea fajokban, a Craterostigma plantagineum™, illetve a
védOhatasat eldsegité-er6sité raffindzzal torténd egyiittes felhalmozodasa a Xerophyta viscosa
novényekben figyelheté meg (Miiller és mtsai 1997, Norwood és mtsai 2000, Scott 2000, Bartels és
Salamini 2001, Peters és mtsai 2007). A szacharéz képes helyettesiteni a dehidratacio soran kilépd
vizet, ¢és igy stabilizalni a biomolekulak szerkezetét (Crowe és mtsai 1987, Ingram és Bartels 1996).
A raffindz szerepe a szacharoz kikristalyosodasanak megeldzése, ezaltal a vitrifikacid eldsegitése
(Koster 1991, Lin és Huang 1994, Peters és mtsai 2007).

A vegetativ kiszaradastlirés a zuzmok és mohak korében altalanos tulajdonsag, a szovetes
novények (Tracheophyta) csoportjaban széles korben, de egyenetlen eloszlasban fordul elé (Kappen
¢és Valladares 1999, Tuba 2001). A Tracheophyta-k kozo6tt 2000. koriil az ismert kiszaradastiiré fajok
szama ~350, ez a szam napjainkban is tovabb boviil (Porembski és Barthlott 2000, Tuba 2001,
Proctor és Pence 2002, Proctor és Tuba 2002). A reszurrekcios novények szama csekély, viszont a
szovetes novények vilagaban a kiszaradastlirés képessége mégis altalanosnak tekinthetd, mivel a
sporak, a pollen és a magvak deszikkacio-toleransak (Oliver és mtsai 2000). Anhidrobiotikus
allapotban a pollen és embrié tulélését jelentés mennyiségii szacharoz akkumulacioja biztositja, ezt a
biologiai {iveg allapotot mutattak ki csiraképes kukoricaszemekben is (Hoekstra és mtsai 1989,

Williams és Leopold 1989, Black és mtsai 1996).
Az ¢él6lények a trehalozt tobbféle uton képesek eldallitani, a prokariotak és eukariotak

kozott fontos eltérés mutatkozik: a sejtmag nélkiiliekben tobb, az eukariotakban egy tipust

folyamat jellemzd.

2.2. A trehaloz bioszintézise

A trehaloz szintézis képessége az élgvilagban széles korben elterjedt, mindharom
doménben altalanosan eléfordul, a prokarioték (archea, eubacteria), gombdak, névények és
gerinctelen 4llatok korében egyarant jellemzd (Avonce és mtsai 2006). o,o-trehaloz hét
bioszintézis utvonalon keletkezhet, melyek koziil az eukariotdkban egy, a prokariotakban
tovabbi 6 ttvonal fordul elé (Avonce és mtsai 2006).

Az a,o-trehaloz bioszintézise eukaridtdkban a trehaldz-6-foszfat-szintaz/trehaldoz-6-
foszfat-foszfataz enzimkomplex (EC 2.4.1.15, EC 3.1.3.12) kozremiikodésével, két Iépésben
torténik (3. abra; Francois és Parrou 2001, Avonce €s mtsai 2006).

A trehal6z-6-foszfat-szintaz (TPS) enzim a transzferaz csoportba, a trehal6z-6-foszfat-

foszfataz (TPP) enzim a hidrolazok kozé tartozik, részletes besorolasukat a 4. abra mutatja be.

S8 A Craterostigma plantagineum szacharéz akkumulicioja kiilsnleges. Normal kériilmények kozott, hidratalt
allapotban egy ritka szénhidratot tartalmaz a 2-oktulozt (szarazanyagtartalom 50%-a), melyet dehidratacio
soran szacharozza alakit at, majd a kedvezd koriilmények bekoszontével visszaalakitja 2-oktulozza (Norwood
¢és mtsai 2000, Scott 2000, Bartels és Salamini 2001).



UDP-D-gliikéz" + a-D-gliikéz-6-foszfit = UDP" + o, o-trehaloz-6-foszfat (1)

o, a-trehaléz-6-foszfat = o, a-trehaloz + P; 2)

3. abra A trehaldz bioszintézise I. A folyamat (1) 1épésében az a,a-trehaldz-6-foszfat
(T6P) kialakulasat az o,o-trehaloz-6-foszfat-szintaz, a (2) reakcioban az a,a-trehaloz
képzodését az o,o-trehaldz-6-foszfat-foszfataz katalizalja. *: IL bioszintézis dtvonal: a TPS

szubsztratia ADP-D-gliikéz. I bioszintézis utvonal: GDP-D-gliikoz a kiinduldsi molekula, ennek
Sfliggvényében az EC 2.4.1.36 trehaloz-6-foszfat szintaz enzim katalizdlja a folyamatot.

EC 2 — transzferazok EC 3 — hidrolazok
| |
EC 2.4 — glikozil-transzferazok EC 3.1 — észter kotés hidrolizise
} |
EC 2.4.1 — hexozil-transzferazok EC 3.1.3 — foszfor-monoészter hidrolazok
/N |
EC24.1.15 EC2.4.1.36 EC 3.1.3.12 — trehal6z-6-foszfat-foszfataz enzim
UDP-forma GDP-forma

trehaloz-6-foszfat-szintaz enzim

4. dbra A trehal6z-6-foszfat-szintaz (TPS) és a trehal6z-6-foszfat-foszfataz (TPP)
enzimek besorolasa a IUBMB enzim nevezéktan szerint.

A Saccharomyces cerevisae enzimkomplexe négy egységbdl épiil fel: Tpslp™* szintaz
(56 kDa), Tps2p™* foszfataz (102 kDa), Tps3p és Tsllp regulator egységek (115 kDa és
123 kDa) (Bell és mtsai 1992, De Virgilio és mtsai 1993, Thevelein és Hohmann 1995,
Winderickx és mtsai 1996, Parrou és mtsai 1997, Reinders és mtsai 1997, Bell és mtsai
1998, Noubhani és mtsai 2009). A regulator egységek biztositjak az enzimkomplex
integritasat és szabalyozzak a T6P szintézisét (Vuorio és mtsai 1993, Parrou és mtsai 1997,
Bell és mtsai 1998). A trehaloz-6-foszfat-szintaz/foszfataz és a szabalyozo egységek kodold
génjei: TPS1, TPS2, TPS3 és TSL1 (Winderickx és mtsai 1996, Francois és Parrou 2001,

Noubhani és mtsai 2009).

A TPSI1 gén mikodése hatassal van a glikoz-anyagceserére, altalanos gliikéz-szenzor
funkcioval bir, amely élesztéknél a Ras-cAMP szignaltranszdukcios uttal dsszefliggésben

valosul meg (Hazell és mtsai 1995, 1997, Hoffmann és mtsai 1997, Winderickx és mtsai 1996).

H4 A Tpslp a TPS, a Tps2p a TPP szinonim megnevezése a kodolo gének (TPSI és TPS2) alapjan.



A TPSI1 gén termékének hidnya a sejtben pleiotrop hatasu: indukalédik a cAMP szintézise
és a glikolizis enzimei, aktivalodik a kation transzport és fokozédik a H'-ATP-azok
miikddése, mikdzben gatlodik a gliikoneogenezis (Thevelein és Hohmann 1995). S. cerevisiae
¢élesztében a trehaloz szintézis a mitokondridlis folyamatokra is hatdssal van (Noubhani és

mtsai 2009).

A gliikoz represszalja a TPS1 gént, a gatld hatas mértéke a gliikoz koncentraciojatol és a
trehaldz szintézisét katalizaldé enzimkomplex aktivacids allapotatol fiigg (Panek és Mattoon
1977, Hottiger és mtsai 1987, Lutfiyya és mtsai 1998). Az a-D-glikoz-6-foszfat és az

UDP-D-gliikéz indukaljak a trehaloz szintézisét (Vandercammen és mtsai 1989).

A trehaldz szintdz gének, igy a TPS1 gén indukcidja a hésokk- és stressztolerancia
gének expresszidjahozis szorosan kapcsolddik, hasonloan szamos mas a szabalyozd régioban
STRE elemeket tartalmazé génekhez. Indukcids tényez6k a hd, ozmotikus stressz és a
tapanyaghiany (Vuorio és mtsai 1993, Winderickx és mtsai 1996, Parrou és mtsai 1997, Bell és
mtsai 1998, Parrou és mtsai 1999). Az enzimkomplex génjeinek expresszidja dsszehangolt,
miikodésiiket represszalja a Ras-cAMP jelatviteli Gtvonal (Winderickx és mtsai 1996).
A Tpslp monomer forméaban is eléfordul, a stressz-indukalt expresszié ebben az esetben is
jellemz6, miként a Ras-cAMP utvonal altali represszié is (Vuorio és mtsai 1993, Parrou és
mtsai 1999, Bell és mtsai 1998).

A TPS enzim produktuma a T6P, kis mennyiségben fordul el6 a citoplazmaban, szamos
¢lolényben szabalyozo szerepet tolt be a glikolizisben valamint a trehaldz szintézisben
egyarant a hexokinaz enzimreakcio gatlasa révén: a hexokinaz II enzim erds-, a hexokinaz I
enyhe inhibitora (Blazquez és mtsai 1993, Thevelein és Hohmann 1995, Hohmann és mtsai
1996, Bell és mtsai 1998, Panneman és mtsai 1998, Boy-Marcotte é¢s mtsai 1999, De Silva-
Udawatta és Cannon 2001, Voit 2003, Noubhani és mtsai 2009). A hexokinaz enzimre
érvényesilé gatlo hatas nem mutathaté ki a Tuber borchii (késéi szarvasgomba) fajban,
miképpen a T6P az Arabidopsis thaliana AtHXK1 és AtHXK?2 valamint a spenot (Spinacia
oleracea) hexokinaz enzimeit sem gatolja (Wiese és mtsai 1999, Agostini és mtsai 2001,
Eastmond és mtsai 2002). A hexokiniz enzim Kkatalizalja az o-D-gliikoz-6-foszfat képzddését,

amely molekula szubsztratja mind a TPS-nek, mind a glikolizis gliikoz-6-foszfat-izomerazanak.

Novényekben a T6P fontos szabalyozo szerepet tolt be a szénhidrat-anyagcserében
(cukor-hasznositas, keményité és szachardz anyagcsere), a novekedésben és fejlodésben,
kolcsonhatasban all jelatviteli utvonalakkal — beleértve a névényi hormonokhoz kapcsolodo-

akat is (Rolland és mtsai 2002, Eastmond és Graham 2003, Paul 2007, Paul és mtsai 2008,
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Iturriaga és mtsai 2009, Smeekens ¢és mtsai 2010). A T6P szabalyozd szerepének hatterében
meghuzodd mechanizmus az élesztokben és a ndvényekben alapvetd eltérést mutat — az
¢élesztékben jellemzd hexokindz enzim gatlas a ndvényekben nincs meg, a T6P eltérd sejtbéli
targetekre hat, igymint az SnRK1 protein kinazra (Eastmond és mtsai 2002, Eastmond és
mtsai 2003, Schluepmann és Paul 2009). A T6P novekedésre ¢és fejlédésre gyakorolt
hatasanak elsédleges oka feltételezhetden az SnRK1 gatlas (Schluepmann és Paul 2009).
A T6P bizonyitottan részt vesz a kloroplasztisz redox-folyamatainak szabalyozasaban,
miként példaul a NADPH/NADP aranytol fiiggetlen AGPaz aktivalasban, aminek hatasara
fokozodik a keményité bioszintézise (Schluepmann és Paul 2009). Arabidopsis thaliana 11
transzkriptalodé TPS génje koziil négy (AtTPS1 — AtTPS4) a ’Class I’ csoportba, az
AtTPSS — AtTPS11 szintaz és foszfataz aktivitast mutatd enzimeket kodold hét gén pedig a
’Class II’ csoportba tartozik (Chary és mtsai 2008). Mutans A. thaliana névényekkel végzett
vizsgalatok eredményei alapjan a *Class I” TPS géntermékeknek a keményitd raktarozas-, a
szarazsagstresszel szembeni rezisztencia ¢és a viragok szerkezeti felépitésének
szabalyozasaban van szerepe. A *Class II” gének koziil az AtTPS6 fontos szerepet tolt be a
sejtszintli morfogenezis kontrolljaban, szabalyozza az epidermisz sejtek formajat és a

trichomak elagazasat (Chary és mtsai 2008).

A baktériumok kozott jol ismert az Escherichia coli térzsek trehaloz szintézise, mely a
3. éabran ismertetett 1. bioszintézis Utvonalon zajlik. A szintézis két 1épését katalizald
enzimeket az Ots gén-csoport kddolja: az otsA —a TPS, az otsB — a TPP enzimnek felel meg
(Gibson és mtsai 2002). Ezek a gének hasonloak az éleszté TPS1 és TPS2 génjeihez.
A regulator egység génje az rpoS (Wolf és mtsai 2003). Az otsA és otsB gének expresszio-
jara az ozmotikus stressz illetve a sejtek stacionarius fazisa aktivalo, mig a szabalyozoé rpoS
gén inaktivacioja gatlo hatasu (Giaever és mtsai 1988, Hengge-Aronis és mtsai 1991,
Kaasen és mtsai 1992). E. coli csak abban az esetben akkumulal trehal6zt ozmotikus
stresszhelyzetben, amikor gatoltak az elsddleges védelmi mechanizmusai (K'-ion, glicin-
betain akkumulacio) és igy a stresszhatassal szemben védtelenné valik (Larsen és mtsai
1987). Az ozmotikus stresszhelyzetben tltermelt trehaloz egy részét a periplazmatikus térbe
valasztja ki, ahol a periplazmatikus trehaldz enzim lebontja (Id. trehaldéz bontas II.), igy

tartva fenn a megfeleld citoplazmatikus trehaldz koncentraciot (Styrvold és Strom 1991).

A I1.-VII. bioszintézis Gtvonalak prokariota szervezetekre jellemzoek.

A 1I. utvonalon a TPS szubsztratja az ADP-D-gliikoz, egyébként a folyamat azonos

modon zajlik le, amint az a 3. abran lathato.



Az Actinobacteria torzsbe tartozd Mycobacterium fajokban ¢és egy mutans
élesztétorzsben mutattak ki. A mutans élesztében nem volt UDP-D-gkiikézt preferalo
enzim, helyette a TPS szubsztratja az ADP-D-glikéz (Paschoalin és mtsai 1989).
A Mycobacterium smegmatis és a Mycobacterium tuberculosis fajokbol preparalt TPS
enzim képes mind az 6t nukleozid-difoszfatot (ADP-, CDP-, GDP-, TDP-, UDP-) glikozil-

donorként hasznalni (Pan és mtsai 1996, Pan és mtsai 2002).

A III. utvonalon a 3. abran bemutatott szintézis megy végbe azzal a kiilonbséggel, hogy
a TPS (EC 2.4.1.36) szubsztratia a GDP-D-glikéz. Ez a bioszintézis tutvonal az
Actinobacteria torzsben jellemz6, megléte szamos Streptomyces és Mycobacterium fajban
bizonyitott (Elbein 1967a, 1967b, 1968). A szintetizaldédott trehaloz a spoérakban
raktarozodik, a nyugvo sporakban védelmi funkciot is ellat - dehidratacio soran helyettesiti a
biomolekulak szerkezetét stabilizalo vizburkot (Hey-Ferguson és mtsai 1973, Rueda és

mtsai 2001).

Szamos mikroorganizmus képes trehalozt szintetizalni gliikoz-6-foszfat/TOP jelenléte
nélkiil kozvetleniil maltozbol, koziilik néhanyban ez az egyetlen bioszintézis utvonal, mig
mas ¢l61ényekben, mint pl. a Mycobactériumokban és a Corynebacterium glutamicum-ban
szamos trehal6z-bioszintézis utvonal van jelen egyiittesen (De Smet és mtsai 2000, Wolf és

mtsai 2003).

A 1V. bioszintézis utvonalon a trehaloz molekulan beliili atrendezédéssel képzédik: a
maltoz o-1,4 kotése alakul at a-1,1 kotéssé (5. abra; Koh és mtsai 2003). A maltoz-o-D-
glukoziltranszferdz enzim katalizalt folyamat tobbféle modon mehet végbe,
melléktermékkeént képzddhet glikdéz és/vagy o,p-trehaloz, méas esetekben — példaul
Pseudomonas stutzeri-ben — kizarolag trehaloz keletkezik (Lee és mtsai 2005).

Corynebacterium glutamicum baktériumban a IV. bioszintézis utvonal forditott
iranyban is miikddik (kompenzédlja a trehaldz enzim hidnyat), ekkor a folyamatban
trehalézbol maltéz képzodik, ami lehetdvé teszi a trehaloz, mint C-forras hasznositasat (5.

abra; Wolf és mtsai 2003).

maltoz — o,a-trehaloz

5. abra IV. bioszintézis Utvonal. A maltéz-a-D-glukoziltranszferaz
enzim (EC 5.4.99.16) altal katalizalt a,a-trehaloz szintézis (Nishimoto
¢és mtsai 1995, Nishimoto és mtsai 1996).



Az V. fttvonalon a IV. bioszintézis folyamathoz hasonléan foszfat-vegyiiletek
jelenlététol fiiggetleniil valosul meg a trehaldoz bioszintézise. A kiindulasi molekula
maltodextrin, melybdl elsé 1épésben maltooligozil-trehaldéz, majd a maltooligozil-trehaloz
trehalohidrolaz (EC 3.2.1.141) enzim katalizise soran maltodextrin és a,o-trehaloz képzodik
(6. abra). Maltooligozil-trehal6z a maltooligozil-trehaloz szintaz enzim (EC 5.4.99.15) altal
katalizalt folyamatban intermolekularis transzglukozilacioval keletkezik. A maltodextrin a
folyamatban két glukozil-egységgel rovidiil a kiindulasi molekuldhoz képest (Maruta és

mtsai 1996).

a, a-trehaloz
maltodextrin, —I>maltooligozil-trehaléz %

maltodextrin,,_;

6. dbra V. bioszintézis utvonal. Maltodextrinbdl a maltooligozil-trehaléz szintdz (EC
5.4.99.15) enzim kozremiikodésével képzédik malto-oligozil-trehaloz (1), melyet a
(2) masodik 1épésben a maltooligozil-trehal6z trehalohidrolaz (EC 3.2.1.141) hasit el
a, a-trehaloz és két glukozil egységgel rovidebb maltodextrin molekulakra.

A Corynebacterium glutamicum fajban, mely harom kiilonb6z6 utvonalon is képes
trehaldzt elballitani, az elsédleges ez a maltodextrinbdl kiinduld trehaléz bioszintézis
utvonal. Maltodextrin a keményité molekuldk részleges hidrolizise soran keletkezik,
tagszama: 2 < n <20. A Rhizobiaceae csaladban gyakori az V. trehaléz szintézis Gitvonal
(Streeter és Bhagwat 1999).

A TV. és V. utvonalak bioszintetikus folyamataiban kozremikoddé enzimek részletes

besorolasat a 7. abra foglalja &ssze.

EC 3 — hidrolazok EC 5 — izomerazok
EC 3.2 — glikozilazok EC 5.4 — intramolekularis transzferazok
EC 3.2.1 — glikozidazok EC 5.4.99 — egyéb csoportok atvitele
EC 3.2.1.141 EC 5.4.99.15
maltooligozil-trehaléz trehalohidroldz  maltooligozil-trehaloz szintaz
EC 5.4.99.16

maltoz-a-D-glukoziltranszferaz

7.4bra A1V.és V. trehaloz bioszintézis-folyamatokat katalizalé enzimek IUBMB enzim
nevezéktan szerinti besorolasa.



A trehaldz bioszintézise egy lépésben a hexozil-transzferazok (EC 2.4.1) koz¢ tartozo
a,0-trehaloz-szintdz (EC 2.4.1.245) kozremiikodésével is végbemehet. Az a,a-trehaloz-
szintaz enzim a hipertermofil archeonokban katalizalja a trehaloz specialis szintézisét (Qu és
mtsai 2004, Ryu és mtsai 2005). Az a,0-trehaloz-szintaz enzimkatalizalt reakcio a TPS altal

katalizalt reakciotol eltéréen reverzibilis (8. abra; Qu és mtsai 2004).

ADP-D-gliikoz + D-gliikéz €< «, a-trehaloz + ADP

8. abra VI. bioszintézis utvonal. Az a,o-trehaloz-szintaz enzim altal

katalizalt a,0-trehaldz szintézis.

A hipertermofil Thermococcus litoralis a,0-trehaldz-szintaz enzime ADP-t (Qu és mtsai
2004), a Pyrococcus horikoshii enzime ADP-, UDP- és GDP-gliikozt is azonos mértékben
preferal (Ryu és mtsai 2005). Forditott iranyban az o,0-trehaldz-szintdz szubsztrat-
specificitdsa szigort, a katalizis csak az a,a-trehaléz molekulara terjed ki (Qu és mtsai

2004).

A VIL trehaloz bioszintézis utvonal a Thermoproteus tenax hipertermofil archeon
mikroorganizmusra jellemz4. A 9. dbran lathaté modon, egy lépésben képzddik a trehaloz,

hasonloan a VI. Gtvonal folyamatahoz.

UDP-D-gliikoz + D-gliikéz ——> o, a-trehaloz + UDP

9. abra Thermoproteus tenax trehaloz bioszintézise — VII. bioszintézis

utvonal.
A T. tenax trehaldz szintdz enzime azonban két sajatsagban is eltér a T.litoralis és
P.horikoshii fajokban leirt enzimtdl (Kouril és mtsai 2008):

1. UDP-D-gliik6z szubsztratot részesit elényben

2. akatalizalt enzimreakcid egyiranyt

A rendelkezésre allo ismeretanyag dsszehasonlité elemzése alapjan az irreverzibilis VII.

utvonal szamos archea és néhany valodi baktérium fajban jellemzé (Kouril és mtsai 2008).



2.3. A trehalo6z transzportja
A trehalézt hasznositani képes €16 szervezetek szamara két lehetéség adott:

1. az extracellularis forras felvétele és citoplazmatikus bontasa,

2. sejten kiviili lebontast kovetden a keletkezett glilk6z molekulak transzportja.

Az extracellularis trehaloz felvétele él6lényt6l fiiggden torténhet permedz tipusu
transzporteren keresztiil, ekkor a trehaloz valtozatlan formaban jut be a citoplazmaba, illetve
a foszfotranszferaz rendszeren (PTS) keresztill, amely az extracellularis mono- ¢és
diszacharidok felhasznalasaban jatszik szerepet, a transzportfolyamat eredménye o-D-

mono-/diszacharid-foszfat — jelen esetben T6P.
A trehaldz transzport harom lehetséges modon valdsulhat meg:

A.  elsddleges aktiv transzport,
B.  masodlagos aktiv transzport és

C.  passziv transzport utjan.

A a,a-trehaloz B a,a-trehaloz
periplazmikus tér —— extracellularis tér ——
mbrin | [ brin | [
citoplazma h fs citoplazma h fg
PEP piruvat H,0+ATP P;+ADP
T6P a,o-trehaloz

10. abra Az extracellularis trehaloz felvételében szerepet jatszo elsédleges aktiv
transzportfolyamatok. A: PEP-fiiggé PTS transzport-mechanizmusa, B: ABC
transzporter kozvetitett transzport (EC 3.6.3.18). (Forras: MetaCyc - Caspi és mtsai
2010)

Az elsddleges aktiv transzport soran a magas affinitdsu ABC-transzportereken keresztiil
(oligoszaccharid-transzporter ATP4az, EC 3.6.3.18) ¢és a PTS részvételével torténhet a
trehaloz felvétele (10. abra; Diederichs €s mtsai 2000, Andersson és mtsai 2001, Elferink és
mtsai 2001, Goodner és mtsai 2001, Wood és mtsai 2001, Jensen és mtsai 2002, Schiefner és

mtsai 2002, Andre és mtsai 2003, Lee és mtsai 2003, Silva és mtsai 2005).

A masodlagos aktiv transzporthoz sziikséges energiat, azaz a sziikséges elektrokémiai
potencial gradienst az elsddleges transzportfolyamatok hozzak létre. A masodlagos
transzport soran a magas affinitasi H'-trehaléz szimportereken keresztiil zajlik a felvétel

(Xavier és mtsai 1996, Stambuk és mtsai 1999, Jones és mtsai 2000, Wassenberg és mtsai 2000,
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Stambuk és De Araujo 2001, Elferink és mtsai 2001, Jorge és mtsai 2008). A szimport

mechanizmus pHo,=5.0, a folyamatot a gliikkoz gatolja.

A trehaloz felvétele passziv transzport utjan alacsony affinitasu karrier fehérjékkel
valosul meg, amely konstitutiv trehaloz-transzporterek mikodését a diffuzio segiti elé (De
Araujo 1996, Stambuk és mtsai 1996, Plourde-Obwobi és mtsai 2000, Stambuk és De
Araujo 2001, Brambl és Marzluf 2004).

2.4. A trehaloz katabolizmusa

A trehal6z molekula katabolizmusa szamos alternativ utvonalon valosulhat meg. Két fo
irdnyt rajzol ki a trehaldéz allapota, azaz att6l fliggden, hogy modositdas nélkilli vagy
foszforilalt formaban van-e jelen, eltérd lebonté folyamatok miikddnek kozre.
Az extracellularis trehal6z hasznositasa torténhet a trehaléz molekula transzportjat (Id. 2.3
alfejezet) kovetd enzimatikus folyamat altal, illetve a sejten kiviili térben torténd hidrolizis
eredményeképpen keletkez6 gliikoz molekulak felvételével (Francois és Parrou 2001, Jules
és mtsai 2004). Az a,o-trehaloz illetve a T6P forma jelenléte jellemzéen az organizmus

felvételi mechanizmusatol fligg (permeéaz, PTS transzport).

A modositatlan trehaloz molekulat az o,a-trehalaz izoenzimek (EC 3.2.1.28) és a
trehaloz-foszforilaz enzimek (EC 2.4.1.64 és EC 2.4.1.231) bontjak (trehaloz degradacio II,
IV, V és VI), mig a foszforilalt trehaloz, a T6P hasitasat az o,o-foszfotrehalaz (trehaldz-6-
foszfat-hidrolaz, EC 3.2.1.93) illetve a trehal6z-6-foszfat-foszforilaz (EC 2.4.1.216) enzimek
katalizaljak (trehaloz degradacio I, III) (1. tablazat).

Katabolikus folyamat | Enzimkatalizis szubsztratja Organizmus
Trehaldz bontas 1. T6P baktériumok
Trehaloz bontas I1. a,0-trehaloz az ¢l6vilagban széles korben elterjedt
Trehaloz bontas 111 To6P Gram'- baktériumok
Trehaloz bontéas TV. a,o-trehaldz v?éiil:;ﬁ;iﬁi;ﬁl){: gg?;i)s;ékk
Trehaléz bontas V. a,0-trehaloz gombak (féként bazidiumos gombak)

1. tablazat A trehaloz anyagcsere lebonté folyamatai. (MetaCyc - Caspi és mtsai 2010)

Az 1. lebonto folyamat szubsztratja a T6P, melybdl az a,o-foszfotrehalaz (EC 3.2.1.93)
enzimkatalizis soran [(-D-gliikoz ¢és P-D-glikoz-6-foszfat képzodik (11. abra).
A folyamatban a 3-D-gliikoz szabalyozo szerepet tolt be (negativ feed back). A B-D-gliikozt
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a glukokinaz enzim (EC 2.7.1.2) foszforilalja, ezt kovetden a keletkezett két molekula 3-D-
glilkoz-6-foszfat belép a glikolizisbe (Rimmele és Boos 1994, Klein és mtsai 1995).
Az o,0-foszfotrehalaz enzim aktivitasat gatolja a P-D-gliikoz, D-fruktéz és a D-mannitol

jelenléte (Caspi és mtsai 2010).

Az 1. folyamat a baktériumok viligaban jellemz6, szamos fajban igazoltak 1étét (Gram® és
Gram™ fajokban egyarant) (Bhumiratana és mtsai 1974, Rimmele ¢s Boos 1994, Helfert és
mtsai 1995). A folyamatot kiterjedten a Gram™ E. coli baktériumban vizsgaltdk. Az E. coli
kizarolag ozmotikus stresszhelyzetben akkumulal trehalozt (Id. 2.2. alfejezet), alacsony
ozmolaritas mellett nincs trehal6éz bioszintézis, a jelen 1év6 extracellularis trehaloz jut be a
sejtekbe a PTS transzportfolyamat utjan (1d. 2.3. alfejezet), a keletkezett T6P lebontasa
pedig a 11. abran bemutatott folyamat szerint zajlik le (Rimmele és Boos 1994, Klein és

mtsai 1995).

T6P+ H,0 —> p-D-gliikoz + [-D-gliikoz-6-foszfat

11. 4bra Trehaloz katabolizmusa 1. Az «,o-foszfotrehalaz
(EC 3.2.1.93) enzim altal katalizalt trehal6z bontas.
A 1. folyamatban az a,a-trehalaz izoenzim csalad™* (EC 3.2.1.28) enzimei katalizaljak
a trehaldéz bontasat (App és Holzer 1989, Singer és Lindquist 1998). A folyamatban az
a,a-trehaldz hidrolizisét kdvetden egy Iépésben szabadul fel két B-D-glitkoz molekula (12.

abra).

a, a-trehaloz + H,O —> 2 -D-gliikoz

12. abra Trehaléz katabolizmusa II. Az a,o-trehalaz
(EC 3.2.1.28) enzimkatalizis folyamata.

Az o,o-trehaldz izoenzim csalad az élévilagban széles korben elterjedt, a trehaldzt
szintetizalo, és a trehalozt csak hasznositani képes organizmusokban egyarant jelen vannak
ezek a specifikus o-glikozid-hidrolazok (Avigad 1990). A trehalaz izoenzimeket az
enzimreakcio pH optimuma és a lokalizaciojuk alapjan csoportosithatjuk, e szerint
beszélhetiink neutralis és savas izoformakrol, illetve citoplazmatikus és extracellularis
(periplazmatikus) enzimformakrol (Crowe és mtsai 1984, Thevelein 1984, Parrou és mtsai

2005, He és mtsai 2009).

™5 Hermann Emil Fischer Nobel-dijas kémikus 1895-ben mutatta ki elészor élesztében az o,a-trehalaz enzim
trehalozbonto aktivitasat. Fischer, H.E. (1895) Berichte der D hen Chemischen Gesellschaft 28: 1429-1438.
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A citoplazmatikus izoformak feladata az intracellularis trehaléz hidrolizise, normal
koriilmények kozott a trehaldz sejtbéli koncentraciojanak fiziologias szinten tartdsa, illetve
részvétel a kiilonféle stresszorok hatdsara akkumulalodott trehaloz lebontasaban (Thevelein
1984, Kopp €s mtsai 1993, Jules és mtsai 2004, Jules és mtsai 2008, Panni és mtsai 2008,
Garre ¢és Matallana 2009). Az enzimreakciot semleges pHop jellemzi (Thevelein 1984,
Avigad 1990, De Mesquita és mtsai 1997).

Elesztékben a citoplazmatikus izoformak a kodolo gének alapjan elnevezett Nthlp és
Nth2p (Jules és mtsai 2008). Az Nth2p fehérjérél egy ideig azt feltételezték, hogy az Nthlp
miikodésének szabalyozasaban jatszik szerepet, mig Jules és mtsai genetikai és biokémiai
uton egyarant igazoltak, hogy 6nalléan is aktiv izoforma, és a két enzim egyiittesen vesz
részt a citoplazmatikus trehaldz hasznositasaban (Jules és mtsai 2008). A két izoforma
aktivitasa ellentétes trend szerint alakul: az Nthlp aktivitasa az élesztdsejtek ndvekedésének
exponencidlis fazisdban maximalis és a staciondrius fazisban csdékken, mig az Nth2p
aktivitasi szintje alacsony az exponencidlis fazisban, ndvekszik a késéi exponencialis
fazisban és maximumot ér el a staciondrius fazisban (Francois és mtsai 1987, Nwaka ¢és
mtsai 1995a, b, Parrou és mtsai 1999, Jules és mtsai 2008). Az eltéré aktivitasi profil

hatterében a két izoforma szabalyozasanak kiilonbozésége all (Nwaka és Holzer 1998).

Az Nthlp aktivitasanak szabalyozasaban a cAMP-fiiggé szignaltranszdukcios
foszforilacios kaszkad mellett részt vesznek a 14-3-3 proteinek™® és az endogén
Ca*"-kalmodulin rendszer (De Mesquita és mtsai 1997, Franco és mtsai 2003, Panni és mtsai
2008). Az Nthlp a cAMP-fiiggd protein kinaz altal foszforilalt formaban aktiv (Avigad
1990, De Mesquita és mtsai 1997, Nwaka és Holzer 1998, Panni és mtsai 2008). A teljes
aktivitds elérés¢hez sziikséges a 14-3-3 proteinek kotédése a foszforilalt izoforma
N-termindlis régidjahoz ¢és Ca** vagy Mn** jelenléte (Londesborough és Varimo 1984,
Amaral ¢és mtsai 1997, Franco és mtsai 2003, Panni és mtsai 2008). Az enzimfehérje
N-terminalis részén egy erdteljesen konzervativ EF-tipusi motivum talalhato, ez a teriilet a
Ca* kotohelye (Amaral és mtsai 1997, Eck és mtsai 1997, Soto és mtsai 1998, d’Enfert és
mtsai 1999).

Az Nthlp aktivitasat gatolja a kalmodulin ligand-protein és az EDTA — az aktivitashoz
szitkséges Ca’" ionok kotédésének megakadalyozasaval (Londesborough és Varimo 1984,

Amaral és mtsai 1997, De Mesquita és mtsai 1997, Franco és mtsai 2003).

6 A 14-3-3 proteinek az eukariotikban expresszalodo, biologiai folyamatok széles korében szabalyozo szerepet
betolto fehérjek (Panni és mtsai 2008).
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Az Nthlp és Nth2p kiilonféle stresszhelyzetekben indukalodik, ilyen hatast valtanak ki a
tapanyaghiany, a hé-, ozmotikus és oxidativ stressz, a toxikus kemikaliak jelenléte (Nwaka
és Holzer 1998, Zdhringer és mtsai 1997, Zahringer és mtsai 2000). A citoplazmatikus
trehaldz enzimek stresszinduktivitdsat a promoter régioban STRE jelenléte eredményezi

(Zahringer ¢s mtsai 2000).

Eleszté mutansokkal végzett vizsgalatok ravildgitottak, hogy a sejtekben akkumulalt
trehal6z lebontasaban a citoplazmatikus izoformak mellett az extracellularis izoformaknak is
szerepe van, természetesen ehhez sziikséges az endogén diszacharid exportja (Jules és mtsai
2008, Garre ¢s Matallana 2009).

Az extracellularis trehalaz izoforméak az exogén trehal6z hasznositasaban vesznek részt
(Thevelein 1984, Kopp ¢és mtsai 1993, Jules és mtsai 2004). Az enzimreakcié savas pH
tartomanyban optimalis (S. cerevisiae pHop=4.5) (Crowe és mtsai 1984, Thevelein 1984,
Destruelle és mtsai 1995). Szubsztrataffinitisuk és hdstabilitasuk magasabb, mint a
citoplazmatikus izoformaké. Indukalhatoé glikoproteinek, expressziojuk és aktivitasuk a
kiilsé trehaloz mennyiséggel korrelal (pozitiv feed-back). A membrankotott extracellularis

trehalaz izoformak mikodését gatolja a gliikoz-6-foszfat jelenléte.

A savas trehalazok vakuolaris és membrankotott sejtfelszini elhelyezkedésiiek lehetnek,
molekularis bioldgiai és fluoreszcens technikakkal is igazoltdk mindkét tipus 1étét™7 (Keller
és mtsai 1982, Crowe ¢és mtsai 1984, Nwaka és mtsai 1995a, Alizadeh és Klionsky 1996,
Jules és mtsai 2004, Pedreno ¢s mtsai 2004, Swaim ¢és mtsai 2008, He és mtsai 2009).
A kiils6 trehaloz forras hasznositasaban a sejtfelszini trehalaz aktivitasnak, mig a vakuolaris
trehalaz izoenzimeknek az ¢hezés indukalta 6nemésztési folyamat (autofagia) soran az
endogén trehal6z bontasaban van szerepe (Jules és mtsai 2004, Jules és mtsai 2008).

Az élesztk savas trehalaz enzim génjének (ATHI) indukalt transzkripcidja a HOG-
MAPK szignaltranszdukcios utvonal Hogl protein kinazanak koézremiikodésével valosul

meg (Garre és mtsai 2009).

Az exogén trehaléz a sejtfelszin morfogenetikai jellemzdire is kihat, indukalja az
enzimfunkciohoz megfelelé struktira kialakulasat (Lucio és mtsai 2000). A trehaldz
hidrolizis terméke, a B-D-glik6éz kiilonféle gliikdz-transzportereken keresztiil jut be a
citoplazmaba (Avigad 1990, De Araujo 1996, De Mesquita és mtsai 1997, Jorge és mtsai
1997, Plourde-Obwobi és mtsai 2000, Wisser és mtsai 2000, Jorge és mtsai 2008).

M7 A napjainkban javasolt csoportositas (citoplazmatikus és extracellularis trehalaz izoformak) a vakuolaris
trehalaz izoformak 1éte okan nem fedi le teljesen az enzim tipusokat, igy a gyakran alkalmazott, az aktivitas
pH,p tartoményat kihangsilyozo neutrélis és savas trehaldz felosztas alkalmazasa sziikségszerti.
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E. coli sejtekben az akkumulalt trehalozt a stresszhelyzet elmultaval a citoplazmatikus
trehaldz izoenzimek hidrolizaljak a II. tutvonal szerint (Horlacher és mtsai 1996), az
extracellularis trehaloz hasznositasaban pedig magas ozmotikus koriilmények kozott a VI.
lebonto folyamat periplazmatikus trehaldz enzimei miikodnek kozre (12. dbra; Boos és mtsai
1987). A periplazmatikus térben lebontott trehalozbol felszabaduld B-D-gliikoz molekulak
gliikdz-PTS transzpor mechanizmus segitségével jutnak be a sejtbe (Styrvold és Strom
1991).

T6P+ P, == B-D-gliikdz-1-foszfit + B-D-gliikdz-6-foszfit

13. abra Trehaloz degradacios ttvonal III. A T6P-foszforilaz enzim
(EC 2.4.1.216) altal katalizalt folyamat.

A Gram'-baktériumokban (Firmicutes phylum) jellemz6é a reverzibilis III. trehaldz
bonté utvonal (Andersson és mtsai 2001). A trehaloz PTS transzportot kovetéen T6P
formaban van jelen a citoplazmaban, ahol a T6P-foszforilaz enzim kozremiikodésével P;
jelenlétében B-D-gliikdz-6-foszfat és B-D-gliikkoz-1-foszfat molekulak képzédnek (13. abra).
Lactococcus lactis baktériumban pHop=6.3 Ton=35°C jellemzi a T6P-foszforilaz enzimet
(Andersson ¢és mtsai 2001). A B-D-gliikkoz-1-foszfatot a B-specifikus foszfoglukomutaz
enzim (EC 5.4.2.6) alakitja at B-D-gliikoz-6-foszfat formaba, és igy a katabolikus uton
tovabbhaladhat a glikolizisbe (Maréchal és mtsai 1984, Levander és mtsai 2001, Dai és
mtsai 2006).

A IV. és V. lebontod utvonal kulcsenzime a trehaloz-foszforilaz (TP) enzim. A két
utvonalon eltérd, a- ¢és P-specifikus formdja katalizdlja az anabolikus/katabolikus
folyamatot, melyekben ennek megfeleléen a D-glilkéz a vagy B anomer modosulata van

jelen; ennek fényében a IV. és V. ttvonal jol elkiiloniil egymastol.

o, a-trehaloz + Py & [B-D-gliikoz + B-D-gliikoz-1-foszfat

14. 4bra Trehal6z bontés IV. B-specifikus trehaloz-foszforildz enzim
(EC 2.4.1.64) altal katalizalt reverzibilis folyamat.

A TV. katabolikus utvonal a baktériumok, az eukariota Euglenozoak és gombak trehaloz
anyagcseréjében fordul elé (Belocopitow és Maréchal 1970, Maréchal és Belocopitow 1972,
Aisaka és Masuda 1995, Yoshida és mtsai 1995, Aisaka és mtsai 1998, Page-Sharp és mtsai
1999, Inoue és mtsai 2002). A folyamatot a B-specifikus TP enzim katalizalja (14. abra).
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A keletkezé B-D-gliikkoz-1-foszfatot a tovabbi katabolikus anyagcserében vald részvételhez
az elézéekben emlitett B-foszfoglukomutaz enzim (EC 5.4.2.6) alakitja at B-D-gliikk6z-6-

foszfat formaba.

Az V. folyamat a gombak, legfoképpen a bazidiumos gombak koérében jellemzé.
Az o-specifikus TP enzimet az Agaricus bisporus (Lange)lmbach, Flammulina velutipes
(Curtis)Singer, Grifola frondosa (Dicks.)Gray, Lentinus sajor-caju (Fr.)Fr., Pleurotus
ostreatus (Jacq.)P.Kumm. és Schizophyllum commune Fr. fajokbol izolaltak (Kitamoto és
mtsai 1988, Saito és mtsai 1998, Wannet és mtsai 1998, Eis és Nidetzky 1999, Han és mtsai
2003). A o-TP enzim Kkatalizdlt o,o-trehaléz szintézis és lebontds pHep a neutralis
tartomanyba esik, szubsztratspecificitasa az enzimreakcio résztvevoire korlatozodik (Wannet
és mtsai 1998). A szintetikus aktivitast a P;, a lebontd folyamatot az ATP és a trehaldz
analogok gatoljak (Wannet és mtsai 1998). Az enzimreakcio soran a 15. abran lathatd

modon a-D-gliikoz és a-D-gliikoz-1-foszfat keletkezik az a,a-trehaléz degradacioja soran.

o, o-trehaloz + P, T— o-D-gliikoz + a-D-gliikoz-1-foszfat

15. abra Trehaléz bontds V. A folyamatot az a-specifikus trehaloz-
foszforilaz enzim (EC 2.4.1.231) katalizalja.

A glikolizis folyamataba B-D-gliikoz-6-foszfat forma képes belépni, ezért a képzodott
a-D-gliikoz és a-D-gliikoz-1-foszfat molekuldk atalakitasa sziikséges. Az o-D-gliikoz
 anomer atalakulast az aldoz-1-epimeraz (EC 5.1.3.3) enzim katalizalja, a f-D-gliikoz-6-
foszfat képzOodésében a IV. tipusu hexokindz enzim (glukokinaz, EC 2.7.1.2) miikodik
kozre. Az o-D-gliikoz-1-foszfat —> a-D-gliikoz-6-foszfat reakciot az elézéekben mar
emlitett foszfoglukomutaz enzim o-specifikus valtozata (EC 5.4.2.5) katalizalja, az o —> 3
atalakulas pedig végbemehet spontan illetve a gliikk6z-6-foszfat 1-epimeraz enzim (EC

5.1.3.15) részvételével (Graille €s mtsai 2006).

A VL. trehaloz bontd utvonal (exogén trehaloz bontas) a 12. abra szerint megy végbe
(Caspi ¢és mtsai 2010). A II. és a VI. folyamatban a részt vevé enzim izoformak
kiilonbozoek, a VI. enzimreakcioban a baktériumok periplazmatikus illetve az eukariotak

extracellularis trehalaz izoenzimei katalizaljak a trehaléz hidrolizisét (Caspi és mtsai 2010).

A 2.4 alfejezetben bemutatott trehaloz katabolizmus hat Iehetséges utvonalan

kozremiikodo enzimek besorolasat a 16. abra foglalja 9ssze.
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EC 2 — transzferazok EC 3 — hidrolazok

| |

EC 2.4 — glikozil-transzferazok EC 3.2 — glikozilazok
EC 2.4.1 — hexozil-transzferazok EC 3.2.1 — glikoziddzok
EC2.4.1.64 EC24.1.216 EC3.2.1.28 EC3.2.1.93

a,o-trehal6z-foszforilaz T6P-foszforilaz o,0-trehalaz izoenzimek o, a-foszfotrehalaz
(B-specifikus)
EC2.4.1.231
a,a-trehal6z-foszforilaz
(a-specifikus)

16. abra A trehal6z lebontasaban szerepet jatszo enzimek besorolasa a [UBMB enzim

nevezéktan alapjan.

2.5. A trehal6z anyagcsere transzgenikus manipulaci6ja

A napjainkra oriasi méreteket Oltott és toretleniil folytatddd népességnovekedés a
globalis klimavaltozassal egyiittesen a kornyezet szamara szamos teriileten nagymeértéki
terhelést jelent (pl. élelmezés, ivovizkészletek, kornyezetvédelem). Az élelmezés
kérdéskorében a novénytermesztés jelentds nyomas ald keriilt, a human populacié ilyen
itemben zajlo novekedésével a mezdgazdasagi termelésnek sziikségszertien lépést kell
tartania. Becslések szerint a jelenlegi szint megduplazasara lenne sziikség, elsésorban a
buza, kukorica és rizs termesztésében (Rajaram 2001, Almeida és mtsai 2007). A sziikséges
szint eléréséhez egyrészt ujabb teriileteket kell bevonni a termesztésbe, masrészt olyan
produktiv fajtakra van sziikség, melyek magas hozama akar kedvezétlen koriilmények

kozott is biztositott (Almeida és mtsai 2007).

Jelenleg a miivelés ald vont teriiletek 10 %-a érintett a so- és szdrazsagstressz altal, a
termdteriiletek kiterjesztése és a globalis felmelegedés kedvezétlen hatdsai egylittesen ennek

tovabbi novekedését eredményezik (Miranda és mtsai 2007).

Az abiotikus kornyezeti tényezok a legmeghatarozobbak, s koztik a viz az egyik
legfontosabb paraméter a megfeleld terméshozam elérésében, igy a szarazsagstressz tolerans
fajtak kifejlesztése az egyik legfelkapottabb kutatasi teriilet — a ndvénynemesitok ellenallo,
magas terméshozamu fajtak eldallitasan faradoznak, elsésorban a gabonandvények korében

(buza, rizs és kukorica) (Almeida és mtsai 2007, Miranda ¢és mtsai 2007).
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A legfobb abiotikus stresszorok, igymint a szarazsag, alacsony és magas homérséklet
eltérd mértékii sejtkarosodasokat €s masodlagos stresszhatasokat (ozmotikus és oxidativ
stressz) idéznek el6. A stresszor hatasat kovetden jelatviteli utvonalak és transzkripcios
faktorok kozremikodésével kiilonféle valaszreakciok —aktivalodnak —(detoxifikacio,
chaperonok, ozmotikus védelem, viz és ion mozgasok), melyek a sejtek homeosztazisat
hivatottak helyreallitani a fehérjék és membranok védelmezésével illetve karosodasaik
javitasaval. Ezen folyamatok Osszessége eredményezi az organizmus stressztiiré képességét

(Almeida és mtsai 2007).

A vizhiany okozta stresszhelyzetben szamos gén — kdzremiikododi a biokémiai, sejtes és
molekularis mechanizmusoknak — részvétele jarul hozza a komplex biologiai valaszreakcio

kialakulasahoz (Almeida és mtsai 2007).

A stressz hatasara indukal6do gének harom 6 csoportba sorolhatéak (Wang és mtsai2003):

1. jelatviteli utvonalak és transzkripcids szabalyozas folyamataiban
részt vevo gének (foszfolipazok, MAP kindzok és transzkripcids
faktorok)

2. membran ¢és fehérjekomponensek védelmében szerepet jatszo
bioprotektiv molekuldkat illetve ezek szintézisében részt vevd
enzimeket kodolo gének (HSP, LEA fehérjék, szabadgyokfogok
¢és ozmoprotektans molekulak)

3. viz- és ion felvétel, valamint transzport mechanizmusokban

kozremiikodok (pl. aquaporinok).

Genetikai modszerek alkalmazasa a ndvénynemesitésben, transzgenikus novények
eldallitasa kezdetben szamos nehézségbe iitkozott, napjainkban azonban eredményes utja a
stresszrezisztencia fokozasianak. A novények vizhidny okozta stresszel szembeni
tir6képességének fokozasa genetikai modositas eredményeképpen elért ozmoprotektans

Almeida és mtsai 2007).

Az ozmotikus védelemben szerepet jatszo molekulak tobb vegyiiletcsoportba tartoznak:
glicin-betain, prolin és ektoin (aminosavak), mannitol, szorbitol és D-ononitol (poliolok),
fruktanok, szacharoz [raffinoz] és a trehaloz (cukrok) (Almeida és mtsai 2007, Peters és

mtsai 2007).
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A trehaloz kivételes bioprotektiv sajatsagainak felhasznalasa a szarazsagstresszel
szembeni tlir6képesség fokozasaban igéretes. A legtobb ndvényben a trehaléz mennyisége a
kimutathatésagi hatar koriili, melynek hatterében a trehaldz izoenzimek aktivitasa all
(Goddijn és Smeekens 1998, Vogel és mtsai 2001, Schluepmann és Paul 2009), ennek
ismeretében trehaléz akkumulaci6 a trehaldz enzimmiikodés gatlasa illetve a trehaldz

taltermeltetése utjan érheto el.

Transzformans, trehalozt felhalmozd novények kiilonbozo eredetli trehaloz-szintaz
gének bevitelével allithatéak eld. Kezdetben a genetikailag moddositott novények (GMO
novények) normalis miikddésében zavarok léptek fel, egyrészt a 35S konstitutiv promoter
alkalmazasa, masrészt az E. coli és S. cerevisiae TPS génjének transzformansbeli miikodése
miatt (anyagcserezavarok, alacsony méret) (Iturriaga és mtsai 2009). S. cerevisiae TPS1
génnel transzformalt dohany, paradicsom ¢és burgonya esetén egyarant fokozodott a
szarazsagstressz tolerancia, viszont minden esetben megjelentek a morfologiai és
novekedésbeli defektusok (Pilon-Smits és mtsai 1998, Yeo és mtsai 2000, Cortina és
Culidfiez-Macia 2005). A problémat feltehetéen a bevitt gének kifejezédésekor nagy
mennyiségben termelédd, a ndvényi anyageserében és a ndvekedési-fejlodési folyamatokban
szabalyozd szerepet betolté TOP okozta (Garg és mtsai 2002, Iturriaga és mtsai 2009).
Ennek kikiiszobolése érdekében kiilonbozé megoldasokat alkalmaztak: eldallitottak olyan
transzformans géneket (OstA és OstB fuzids E. coli gén, TPS1-TPS2 kiméra éleszté gén),
melyek expresszidja TPP aktivitast is eredményez, igy nem dusul fel a T6P, valamint
stressz-indukalt promotert alkalmaztak (Garg és mtsai 2002, Miranda és mtsai 2007,
Iturriaga és mtsai 2009, Suérez és mtsai 2009).

Az OstA és OstB fuzidos génnel transzformalt rizs novények ellenalloak lettek
szarazsag-, sO ¢és hidegstresszel szemben, mikozben megoérizték normal fenotipusos
sajatsagaikat (Garg és mtsai 2002). Hasonlo eredményt értek el Arabidopsis thaliana éleszté
TPS-TPP kiméra génnel transzformalt novényekkel: morfologiai eltérések nélkiili,
szarazsag-, so-, fagy és hostressz toleranciat értek el (Miranda és mtsai 2007). A TPS-TPP
génkonstrukcio alfalfa (Medicago sativa) ndvényekben szintén tOobbszords abiotikus
stressztiird képességet eredményezett. 35S promoter alkalmazasakor a kedvezdtlen
fenotipusos hatasok kismértékben megjelentek, ennek elkeriilésére megoldast jelentett
stressz-indukalt promoter hasznalata (Suarez és mtsai 2009).

A trehaléz anyagcsere genetikai manipuldcidja okozta kedvezdtlen hatasok
kikiiszobolésében tovabbi megoldast jelent GMO novények eldallitasa TP génnel. Pleurotus
sajor-caju TP génnel transzformalt dohany ndvények a szerzett szarazsagstressz rezisztencia
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mellett anyagcsere és novekedési zavaroktol mentesek (Han és mtsai 2005). Han és mtsai
(2005) munkajaban kiilon kiemelendd, hogy magasabbrendl eukariota génnel (P. sajor-
caju) végezték a genetikai modositast, miként Gomez-Escobedo és mtsai (2004) is, amikor
az alfalfa trehaldz génnel (antiszenz modon) hoztak létre csokkent trehalaz aktivitast mutatd

transzformans dohany ndvényeket.

Van Dijck és mtsai (2010) olyan GMO novényeket allitottak eld, amelyek szarazsag és
sostressz-toleranciajat a trehalaz gén thlexpresszidja fokozta, emellett a novények
helyreallasi képessége is javult. A jelentds mértékben megnovekedett tolerancia hatterében a
trehaldaz gén specifikus, sztoma zarosejtekben bekovetkezd tulexpresszidja huzodik meg,
melynek hatdsara a sztomak nyitvatartasa és ezzel Osszefliggésben a vizvesztés limitalt, ez
pedig szarazsagstressz rezisztenciat eredményez. Elelmiszeripari szempontbol elényds
kovetkezményként tapasztaltdk, hogy a trehaldz-tulexpresszald fejes salata és spenot
novények a betakaritast kovetéen hosszabb ideig voltak eltarthatéak (Van Dijck és mtsai
2010).

Napjainkra tobb kivalo stressztolerans GMO novényfajtat allitottak eld, melyek normal
koriilmények kozott és stresszhelyzetben egyarant kedvezd tulajdonsagokkal rendelkeznek.
A transzformacios kisérletek eredményeként magas szintii toleranciat értek el so-, szarazsag-

és alacsony homérsékleti stresszel szemben.

2.6. A trehaloz alkalmazasi teriiletei

Az a,o-trehaloz felhasznalasa széleskori, a biomolekulak szerkezet stabilizalasaban
nyujtott kivételes tulajdonsaga révén fontos szerepet tolt be a biotechnologiaban, egyedi
megoldasokat tesz lehetévé az élelmiszer-, gyogyszer és kozmetikai iparban, és igéretes

résztvevoje orvosi terapias megoldasoknak (Colago és mtsai 1992, Jain és Roy 2009).

A trehaloz kiterjedt felhasznalasanak lehetdségét a koltséghatékony, ipari méretekben
torténd eloallitasanak megoldasa teremtette meg. Kezdetben trehalozt kéltséges és bonyolult
modon, természetes anyagokbol (élesztok, Selaginella lepidophylla) torténd kivonassal
allitottak eld. Jelentés fordulatot hozott a Hayashibara Company Ltd. (Okayama, Japan)
szabadalmaztatott technologiaja: a 90-es években kidolgoztak a trehal6z nagy mennyiségi
és oleso elballitasat (Trehaose™, Treha™), amely blza és kukorica szirup keményitd
tartalmanak enzim-alapii konverzidjan alapul. 4 bakterialis enzimet™® alkalmaznak a

folyamat soran: maltooligozil-trehaloz szintaz enzim (EC 5.4.99.15, Arthrobacter ramosus),

18 Az enzimeket termel mikroorganzimusok egyike sem genetikailag médositott.
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maltooligozil-trehaloz trehalohidrolaz (EC 3.2.1.141, Arthrobacter ramosus), izoamilaz (EC
3.2.1.68, Pseudomonas amyloderamosa) és ciklodextrin-glukanotranszferaz (EC 2.4.1.19,
Bacillus stearothermophilus) (Morimoto és mtsai 1979, Nakada és mtsai 1995a,b, Abbott és

Chen 2000). A folyamat eredményeképpen nagytisztasagu trehaloz all rendelkezésre.

Hasonloéan eredményes technologia Tsuchida és mtsai szabadalmaztatott eljarasa (US
Patent US5484714), melyben Brevibacterium, Corynebacterium, Micobacterium illetve
Arthrobacter nemzetségekbe tartozd baktérium torzsekkel folyadékkulturaban termeltetik
ipari mennyiségben a trehalozt (Tsuchida és mtsai 1996). Szénforrasként szachar6zt vagy
maltozt alkalmaznak, ekkor a tapkozegben figyelemre méltd mennyiségben akkumulalodik
trehaldz, javitva a kitermelés hatékonysagat. A trehaléz felhalmozas mértéke fokozhatod
egyrészt a tapkoézeg ozmotikus nyomasanak beallitasaval (1671-3974 mmol/kg tartomany),
masrészt mutans baktériumok alkalmazasaval (UV, N-nitrozamin mutagenezis) melyeknek

fokozodott a trehaloz-termeld képességiik (Tsuchida és mtsai 1996).

A trehaléz biotechnologiai alkalmazasa jellemzéen az altalanosan hasznalt DNS
polimeraz-, restrikcios és DNS ligdz enzimek, fehérjék, antitestek (pl. monoklonalis
antitestek: Herceptin®, Avastin® és Lucentis®) és mas komplex molekuldk védelmét
szolgalja, szerkezetiiket stabilizalja a szobahémérsékleten illetve 37°C-on végzett
dehidratacio soran is (Colago és mtsai 1992, Roser és Colago 1993, Arakawa és mtsai 2001).
A génexpresszio analizis technikak kozott élenjar6 qPCR (quantitative real-time PCR)
hatékonysagat a reakcio-kozeg jelentds mértékben befolyasolja, igy fontos a megfelel6 PCR
mix megvalasztasa. Horakova és mtsai (2011) rovid amplikonokat eredményezé6 qPCR
esetén 0.2 M trehaloz és 1.0 M 1,2-propandiol egyiittes (PT) alkalmazdsanak kedvezd
hatdsarél szamolnak be, amely enhancer rdadasul kiilonféle DNS festésekkel egyiitt is
meg6rzi hatékonysagat. A PT enhancer kiemelkedd tulajdonsagainak koszonhetéen
kilonféle DNS templatok esetén egyarant alkalmazhatd, beleértve azokat is amelyek
GC-gazdagok, valamint durva kivonatokban, amelyekben mas enhancerek, tgymint a

DMSO (dimetil-szulfoxid) vagy a betain nem miikddnek.

A krioprezervacios technikakban kiemelked$ szerepet tolt be, altalanosan hasznaljak
sejtek (pl. human fibroblaszt, petesejt), szovetek és szervek, virusok és baktériumok akar
hosszl ideji eltarthatosaganak biztositasara (Bieganski és mtsai 1998, Eroglu és mtsai 2000,
2002, Guo ¢és mtsai 2000). Sejt és szovetkultirakkal végzett kisérletes munkak soran a nativ
allapot védelmében, és az érzékeny foszfolipid-réteg modellek stabilitisanak megdrzésében

is alkalmaznak trehalozt (Crowe ¢és mtsai 1983, Crowe ¢és mtsai 1996).
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A szervtranszplantacios eljarasok soran is alkalmazzak a szervek nativ allapotanak
megOrzésére.

A trehaldoz természetes modon megtalalhatd a pék-, sor és  borélesztok
kozremiikodésével eldallitott ¢lelmiszerekben, az eheté gombakban, a mézben, a homarban
¢és a garnélarakban (Kidd és Devorak 1994).

A trehaléz nem adja a Maillard-reakciot (‘nem-enzimes barnulas’), dihidrat formaja
savas pH tartomanyban és 94% relativ paratartalom mellett is stabil, ezek az ipari
felhasznalds szempontjabol igen kedvezdé tulajdonsagok (Iturriaga és mtsai 2009).
A hétkoznapi cukor édes izének 45%-at éri el, igy édesitGszerként valo alkalmazasa kevéssé
elterjedt, bar hosszantartdo energiat biztosit (calyehalor= 90% calgacharoz) €s csupan enyhe
inzulin valaszt valt ki (Higashiyama 2002, Iturriaga és mtsai 2009). A trehaléz szamos
elonyds tulajdonsaggal rendelkezik, amit az élelmiszeriparban jol tudnak hasznositani:
megOrzi az iz- és zamatanyagokat, az alkotd tapanyagokat és fontos biomolekulakat, a szint

és az allagot — szaritott, fagyasztott és feldolgozott élelmiszerekben™

egyarant, igy
hozzajarul minéségiik megdrzéséhez, eltarthatésagukhoz (Roser 1991, Kidd és Devorak
1994, Traynor és mtsai 2006, Galmarini és mtsai 2011). Alkalmazasa kedvezdé a nyers,
feldolgozatlan élelmiszerek esetén (pl. hiisok, csomagolt termékek), mivel ezek szagat képes
elnyomni, miként a nyers, keser(i és fanyar izeket is. A zsirt tartalmazo élelmiszerek élelmi
értékének megbrzését eldsegiti azaltal, hogy a konnyen oxidalodo zsirsavak karosodasanak
¢és ennek eredményeképpen kellemetlen izanyagok felszabadulasanak folyamatat képes

korlatozni. Meérsékelten édes ize is jotékony hatasu az élelmiszerekben torténd

alkalmazasakor, mivel képes mas izeket kiemelni.

A kozmetikai ipar a trehaloz élelmiszerek korében torténd alkalmazasanal mar emlitett
kedvezé tulajdonsagait hasznalja fel: a kellemetlen testszagot 70%-ban képes csokkenteni,
igy dezodorok, testkrémek hatékony adalékanyagaként alkalmazzak, a vizvisszatartd
képességét pedig szamos alapvetd piperecikkben (fiird6olajok, krémek, hajndveszto tonik)

hasznaljak eredményesen (Higashiyama 2002).

Emlitést érdemel a trehaloz kertészeti alkalmazasa; a vagott virdgok eltarthatosaga
jelentdsen novelhetd: 50-100 mM kozotti trehaléz mellett a tulipanok és kardviragok
hosszabb ideig frissek maradnak (Otsubo és Iwaya-Inoue 2000, Iwaya-Inoue és Tataka
2001).

9 761dség és gyiimoles alapu készitményekben, kekszekben, reggeli gabonapelyhekben, csipszekben, a fehér
csokoladéban, allati eredeti ételekben és kiilonféle italokban.
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A gyogyszeriparban aggregaciogatlo és dehidratacioval szembeni véddéhatasait
hasznaljak ki vakcinak (tetanusz, diftéria toxoidok), liposzomak stabilizalasaban (Crowe és

mtsai 1994, Schwendeman és mtsai 1995, Jain és Roy 2008).

alkalmazasa a sejt, szovet-kultirakkal végzett vizsgalatsorozatokban illetve allatkisérletek-
ben, amely eredmények felvetik a human gyogyaszatban valo alkalmazasanak lehetoségét.
Sejtkulturas modellrendszerben megel6zte a human cornea epitélialis sejtek elhalasat —
mely jellemzé velejardja a xerophtalmia, xeroderma megbetegedéseknek, ezen eredmények
kifejlesztésében (Matsuo 2001). Luyckx és Baudouin (2011) egérmodell kisérletének
eredményei igazoltdk a varakozasokat: mesterségesen fenntartott alacsony paratartalom
mellett a Thealoz” trehaldz tartalmi szemcsepp hatékony védelmet nyjtott a szemek
érzékeny felszini sejtrétegeinek, a koto- és szaruhartyanak (conjunctiva és cornea).
fehérje-aggregacio gatld sajatossagan alapul. Sejtvonalakkal végzett kisérletek biztatod
eredménnyel szolgaltak az oculopharyngealis izomdystrophia (OPMD: oculopharyngeal
muscular dystrophy) autoszomalis dominansan 6roklod6 genetikai korkép kezelésében, a
hibas fehérje-aggregatumok szaméanak csokkentésével (Davies ¢és mtsai 2006).
gatolta, ez jo kiindulasi alapot jelent a trehal6z alkalmazasara a human terapiaban (Liu és
mtsai  2005). Prion-fert6zott sejtekben megfigyelték, hogy az ujonnan képz6dd
aggregatumok méretét csokkentette és megvaltoztatta a sejten belilli elhelyezkedésiiket,
viszont a hibas fehérjék protedz-rezisztencidjat nem modositotta. A beteg sejtek oxidativ
stresszel szemben nagyfoku érzékenységet mutatnak, mely sajatsagot a trehaloz képes

csokkenteni az oxidativ stresszel szembeni jelentds védelem altal (Béranger és mtsai 2008).

elérehaladasanak megfékezésében (Katsuno és mtsai 2004, Tanaka és mtsai 2004).
A Huntington korkép elsd jelei altalaban 30-50 éves kor kozott jelentkeznek, kezdetben
enyhe értelmi  képességromlas, érzelmi, gondolkodasi ¢€s mozgasi valtozasok
tapasztalhatoak. Idovel a tiinetek fokozodnak, stlyos depresszio, hallucinaciok,
végtagrangas figyelhetd meg, majd hosszi szenvedést kdvetden a beteg halalahoz vezet.

A betegség hatterében egy huntingtin nevii fehérje termeléséért feleld gén mutacioja all
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(thlzott mértékit CAG ismétlodés), melynek kovetkeztében a megvaltozott szerkezetii
fehérjék aggregalodnak, ¢és ezek a fehérje-aggregdtumok nagy mennyiségben
felhalmozddnak az idegsejtekben, ami idével a neuronok és ezaltal egyes agyteriiletek
pusztulasat okozzak. A trehaldz a mar kialakult aggregatumokra nem volt hatassal, viszont a
tovabbi aggregaciot gatolta (Katsuno és mtsai 2004, Tanaka és mtsai 2004).

Egerekkel végzett vizsgalatsorozatban a trehaldéz hatasosnak bizonyult a petefészkek
eltavolitasat kovetden fellépd dsztrogén hormonhiany kovetkeztében kialakuld csontritkulas

megel6zésében (Nishizaki és mtsai 2000, Arai és mtsai 2001, Higashiyama 2002).

2.7. Trehaléz intolerancia

A szénhidratok, koztiik a diszacharidok felszivodasi zavarait, a veliik szemben mutatott
intoleranciat bemutatd szakirodalmi ismeretanyag az 1960-as évekre nyulik vissza
(Dahlqvist 1966, Peternel 1968, Bayless €s Christopher 1969, Alpers ¢s Isselbacher 1970).
Mar a 70-es években felismerték, hogy a trehaloz felszivodasi zavara az egyik lehetséges
oka lehet a gombak fogyasztasaval jar6 rosszulléteknek (puffadas, erés hasmenés) (Bergoz

¢és Righetti 1970, Bergoz 1971).

A kiilonféle cukrok felszivodasi zavara, és igy a trehaldz intolerancia hatterében szamos
ok allhat: genetikai hiba, katabolikus enzimek hidnya, a bélflora egyensulyanak zavara,
bélsériilés és kiilonbozo6 betegségek. A cukoranyagesere felszivodasi zavara tobbféle modon
karosithatja a szervezetet, sulyosabb esetekben masodlagos betegségeket okozhatnak
(ételallergiat, coeliakiat és egyéb az emésztOrendszert érintd kort). A cukrok emésztési
problémai eredetiiket tekintve jelen lehetnek velesziiletett modon és kialakulhatnak a
késébbiekben is az ¢let soran, fennallasuk pedig attol fiiggden, hogy mi all a korkép

hatterében lehet idoszakos vagy allandosult.

A trehaldz izoenzimek az emberi szervezetben és a legtobb vizsgalt gerinces allatban
tobb helyen eléfordulnak: a vékonybél nyalkahartydjaban, a vesében, mdajban és a
vérplazmaban (Garland 1989, Abbott és Chen 2000). Erdekesség, hogy a macskék
vékonybelében nincs trehaldz enzimaktivitds (Garland 1989). Az enzimatikusan nem
emésztett trehaléz mennyiség koriilbeliil 0.5%-a képes mas diszacharidokhoz hasonléoan
passziv diffuzioval felszivodni (Van Elburg és mtsai 1995), az igy felszivodott trehalozt
képes a szervezet metabolizalni B-D-glilkdzza a majban vagy a vesékben, illetve ki tudja
valasztani a vizeletbe valtozatlan formaban (Demelier és mtsai 1975). A bél mikro floraja

képes a fel nem szivodott trehalozt fermentalni, rovid-lanch zsirsavakat (acetat, propionat és
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butirat) képeznek (Abbott és Chen 2000). A trehaldz és a laktdoz emésztési zavara hasonld

emésztérendszeri tiineteket okoz (Arola és mtsai 1999).

A diagnosztikai eljaras soran trehaloz oralis bevitelét kovetden a 1égzési gazok hidrogén
és metan tartalmanak alakulasat, a vérplazma valamint a duodénum trehalaz aktivitasat
monitorozzak (Arola és mtsai 1999). A 1égzési gazok hidrogén és metan tartalmanak
valtozasa forditott aranyban all a duodénum és a szérum trehalaz aktivitasaval, valamint a

patkobél trehalaz:szukraz aktivitas aranyaval (Arola és mtsai 1999).

Harom tényez6 felelds a tiinetek kialakulasaért (Arola és mtsai 1999):

1. alacsony vagy hianyz6 trehalaz enzimaktivitdas a vékonybélben, igy az

emésztetlen trehaloz tovabbhalad az emésztotraktusban

2. a vastagbélbe jutott trehaloz ozmotikus vizaramlast idéz eld, aminek

kovetkeztében hasmenés 1ép fel

3. avastagbél mikroflorajanak egyes tagjai képesek a trehalozt metabolizalni,

a kozben felszabaduld gazok alhasi puffadast eredményeznek

A széles korben elvégzett vizsgalatok soran talaltak olyan személyeket, akiknek teljes
mértékben hidnyzottak a trehaldz izoenzimeik (Arola és mtsai 1999). A trehaldz izoenzimek
hidnya autoszomalis recessziv sajatsag. Ushijima és mtsai atfogd vizsgalatot végeztek,
melyben a vizsgalatok alanyai harom emberi rasszba (europid, mongolid, negrid) tartoztak.
Trehaléz emésztési zavart a személyek felénél figyeltek meg, a mongolid tipusba tartozd
emberek korében szignifikdnsan nagyobb szamban fordultak eld az emésztérendszeri
tiinetek (Ushijima és mtsai 1995). Intolerancia esetén a gombak fogyasztasat el kell hagyni

az étrendbol.

2.8. Vizsgalati objektumok jellemzése
2.8.1. Morchella fajok

A trehaloz anyagcsere vizsgélatat két, hazankban szabadon termé kucsmagomba faj,
Morchella  conica Pers. ¢és Morchella steppicola Zer. (Ascomycota, Pezizales,
Morchellaceae) bevonasaval kezdtem meg. Valasztasom hatterében az allt, hogy e
figyelemreméltd, a tomlésgombak rendjébe tartozd Morchella nemzetség természetbeni
eléfordulasa, termés iddszaka és életciklusa kiilonleges, mely soran tobboldalt 6sszefliggés

volt feltételezhetd a trehaléz anyageserével.
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A Morchella fajok mind taplalkozasuk, mind egyedfejlodésiik, mind pedig evolicios
helyzetitk tekintetében kiilonleges helyet foglalnak el a gombik kozott. Eletciklusuk
komplex, aktiv szakasza koratavasztol a nyar kozepéig terjedd iddszakra esik. Széleskorii
citologiai vizsgalatok eredményei szolgaltak alapul Osszetett életciklus-diagrammjuk
elkészités¢hez (17. abra; Volk és Leonard 1990). A Morchella fajok életciklusara jellemzo,
hogy a vegetativ micélium (pszeudo)szklerociumokat képez és ezekbdl a tuléld képletekbol

csiraznak ki tavasszal termétest vagy vegetativ micélium formajaban (Volk és Leonard

1990).
‘Termdtest ﬁﬁ

j\ Aszkusz

\“ Aszkospérik

> 1
o LR
I[N = A
.{f}i’ 58 b ¥<an) N
Szekunder Plazmogémia Primer \\
micélium | e
Utvonal 2 = 1'7 7 Konidiom

17. abra Morchella fajok életciklus-diagrammja.
(Forras: Volk és Leonard 1990)

A szkleréciumok fontos szerepet toltenek be életciklusukban, biztositjak az attelelést
illetve a kihajt6 micélium termétestet is képezhet, miként megfigyelték a szklerociumok és
termétestek eléfordulasi gyakorisaga kozotti osszefiiggést (Ower 1982, Miller és mtsai
1994). Felépitésiikre jellemz6, hogy bennilk differencialatlan vegetativ. micélium

azonosithato, izodiametrikus elrendezédésben.

A mikologia talan legrészletesebben ismert fejezete a vegetativ micélium fiziologiaja
(Volk és Leonard 1990). Osszehasonlitd vizsgalatok igazoltdk, hogy a Morchella fajok
vegetativ micéliuma strukturalis és funkcionalis tekintetben egyarant megfelel az altalanos
sémanak. A Morchelldk vegetativ hifainak atmérgje relativ nagy, 5-10 um (Volk és Leonard
1990). Korabbi tanulmanyok beszamolnak arrél, hogy hifa-szakaszaik sokmagvuak,
atlagosan 10-15 sejtmagot tartalmaznak random elrendezddésben (Greis 1940, Volk és

Leonard 1990). Vegetativ micéliumuk gyors ndvekedésii, ez in vitro tenyészetekben jol
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megfigyelheté: egy 10 cm atmérdjii Petri-csészében, a szilard taptalajt 23°C-on atlagosan

8-10 nap alatt kolonizaljak.

A PS felépitésiikben térnek el a szklerociumoktol, szerkezetiik homogén, mig a
szkleréciumokban jol elkiiloniil két réteg a medulla és a cortex (Willetts és Bullock 1992).
A M. steppicola PS képez, ezek az ismertebb szklerociumokkal egyenértékii tuléloképletek
(energia és szénforrasok), amelyeket differencidlatlan vegetativ micélium alakit ki (Volk és
Leonard 1990, Georgiou és mtsai 2006). A M. conica szklerocium képzésének hattere,
laboratoriumi koriilmények kozott a taptalaj Osszetételének hatdsa a folyamatra alaposan
feltart (Guler és Ozkaya 2008). Jellegzetes fejlodési folyamaton haladnak keresztiil az érett
allapot eléréséig (Georgiou és mtsai 2006). Képzodésiiket kiilonféle stresszhatasok, mint pl.
az oxidativ stressz indukalja (Georgiou és Petropoulou 2001, Georgiou és mtsai 2006). A
taptalajon és mas szilard kozegeken (gabonaszem, dusitott firészpor) elébb apro szines
taléloképletek (mikropszeudoszklerocium) jelennek meg, késébb ezek nagyobb méretii

szkleréciumokka egyesiilnek.

A PS két tipusat kilonboztethetjik meg morfogenetikai, biokémiai és fizioldgiai
jellemzok alapjan: az egyik az aszkokarpiumok képzésében szerepet jatszo alacsony,
10-20°C kozotti homérsékleten képz6dé EES (early encrusting sclerotia), a masik a 20°C
feletti hdmérsékleten képzddo LIS (late isolated sclerotia), mely képletek az attelelésben
jatszanak szerepet, bellik termdtest nem képzodik (Buscot és Bernillion 1991, Buscot
1993, Buscot és mtsai 2000). A EES képletekben ¢és a fiatal termétestekben az eléforduld
mikosporinok tipusa és mennyisége hasonld, ez megerdsiti azt az elgondolast, hogy az EES
a termétestképzés korai fejlodési allapota (Buscot és Bernillion 1991, Buscot 1993). A LIS
képzés mesterséges koriilmények kozott a tenyészetek koraval mutatott Osszefiiggést
(Buscot 1993).

Stott és Mohammed 2004-ben megjelent tudomanyos kozleményében egy ettdl kissé
eltérd felosztast olvashatunk, mely nem fed at teljes mértékben az EES — LIS csoportokkal.
ST1 és ST2 kitartoképleteket kiilonboztetnek meg, melyeket a kucsmagomba baktériumok-
kal valo asszocidcioja esetén képez. Az ST1 idében eldbb jelenik meg, viszont nem a
tenyészetek szélén, mint az EES képletek, az ST2 a LIS kitartoképletekhez hasonld
tulajdonsagokkal jellemezhet6 (Stott és Mohammed 2004).

Termétestképzés iniciacidojahoz idealisnak tiinik az EES tipusu kitartoképletek vizes
mosast kovetd talajba helyezése, majd 18°C-on torténd inkubalasa (Buscot és mtsai 2000).

Termotestképzésikhoz elengedhetetlen szamos kornyezeti paraméter kozott a talaj
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atlaghdmérsékletének 8-10°C koriili értéke, a talaj megfeleld nedvességtartalma, st egyes

terepi megfigyeléseink szerint a rovid ideig tartd elarasztas kedvez6 hatasu.

A Morchellak t61d feletti (epigeikus) termdtestjeit steril és aszkogén hifak épitik fel: az
aszkuszokat tartalmazo kucsma rész steril hifakbol felépiild nyélen fejlodik ki. A terméréteg
az ivaros folyamat eredményeként létrejott szamtalan aszkuszbol és a koztik elhelyezkedd
steril haploid hifakbol, a parafizisekb6l all. Az aszkuszok aktivan feddvel nyilnak fel, faluk
egyrétegll (operkulatus, unitunikatus tipus). A tomlok képzodését nem elézi meg ivarszervek
kialakulasa, vagyis szomatogamia jellemzd. Tomlonként 8 aszkospora fejlodik ki. Méretiik
16-25x 11-14 pm, (elérhetik az 50-70 um-t is), elliptikusak, olajcseppet nem tartalmaznak.
Csirazasuk megfeleld koriilmények kozott kiilondsen gyors, hifaik egy napon beliil

megjelennek.

A kucsmagombak™"’ iireges termétestjei gasztrondmiai szempontbol értékes, jellegzetes
fiiszeres iziikk miatt kedvelt és keresett fajok. Elterjedésiikre altalanosan jellemzd, hogy
meszes talaji nedves él6helyeken, korises-, korissel elegyes liget- és lomberdékben
fordulnak el6.

A Morchella fajok jellemzbéen szaprotrof életmodot folytatnak, bar a szakirodalomban
szamos feltevés utal szimbiotikus kapcsolataikra (Dahlstrom és mtsai 2000). Martin
Goldway ¢s munkatarsai példaul 2000-ben beszamolnak egy hegyes kucsmagomba
(Morchella conica) populaciordl, mely 6-8 honapon at termett. Hasonld hosszan termd
Morchella populaciot irtak le Masaphy és munkatarsai (Morchella rufobrunnea Guzman &
F. Tapia; Masaphy ¢és mtsai 2009). Ezekben az esetekben feltételezik két Okotipus, a
rovidebb ideig termd szaprotrof és a hosszabb ideig jelen 1évé mikorrhiza tipus létét,
¢életciklusukban félévenkénti valtakozassal (Buscot és Roux 1987, Buscot 1989, Buscot és
Bernillon 1991, Dahlstrom és mtsai 2000, Goldway és mtsai 2000, Masaphy és mtsai 2009).
A szaprotrof fazis, nyaron és Osszel a tapanyag raktarozas és szklerocium képzés iddszaka,
mig tavasszal a mikorrhiza fazisban a kitartoképletekbol csiraz6 micélium kolonizalna a
gyokereket (Dahlstrom és mtsai 2000). Dahlstrom ¢és mtsai megfigyeltek Morchella hifdkat
a vizsgalt Pinaceae fenydfajok gyodkérsejtjeiben, mely az elézé kutatdsok eredményeivel
Osszhangban — Wipf és mtsai beszamoloja M. esculenta(L.)Pers. Fraxinus excelsior L.
gyokér sejten beliili penetraciojardl — ektendomikorrhiza kapcsolatra utalnak (Wipf és mtsai

1997, Dahlstrom és mtsai 2000). Ektendomikorrhizat néhany gombafaj, példaul a

H10 A kucsmagomba megnevezés a Verpa-, Mitrophora-, Ptychoverpa- é Morchella nemzetségbe tartozo fajokat
illeti.
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jellemzden felégett teriileteken novo tomlésgombak rutinszeriien képeznek, miként szamos
ektomikorrhiza partner novényfaj is képes kialakitani (Danielson 1984, Egger és Paden

1986, Molina és mtsai 1992, Smith és Read 1997).

Néhany Morchella fajrél igazolodott fakultativ mikorrhiza sajatsaguk (Buscot és Kottke
1990, Buscot 1992a, 1992b és 1994, Wipf és mtsai 1997). Morchella rotunda (Pers.)Boudier
és Morchella esculenta (L.)Pers. Picea abies (L.)Karst. feny6fajjal in vivo lehetséges
ektomikorrhiza kapcsolatot alakitottak ki (Buscot és Kottke 1990, Buscot 1992a,b).
J. L. Dahlstrom ¢és kutatocsoportja 2000-ben beszamol arrdl, hogy Morchella rotunda és
M. esculenta fajok négy altaluk vizsgalt feny6fajjal in vitro ektomikorrhiza képleteket
hoztak létre (kopeny és Hartig-halo). Természetes eredetii Morchella mikorrhizat
mindezideig nem talaltak — in vivo szimbiotikus kapcsolataikra nincs egyértelmii bizonyiték,
a Buscot altal feltételezett mikorrhiza kapcsolatra csak olyan kopenyszerti képletek utaltak,
melyeket gyakran képeznek tipikus szaprotrof gombafajok is.

A Morchella fajok képessége mikorrhiza-szerti kapcsolatok kialakitasara 6kologiai jelen-
téséggel bir: hozzajarul arizoszféra mikroorganizmus k6zosség szén-korforgalom dinamik4ja-
nak feltérképezéséhez, szerepet jatszik a novények altal fixalt C-készlet egy részének hatékony
megszerzése révén a szén-korforgasban mint mikorrhiza gomba, valamint az eloregedett

novényi részek, beleértve a finom gydkerek lebontasaban (Dahlstrom és mtsai 2000).

A tavaszi enyhiilés a mikroorganizmusok feléledését, egyedszamuk robbanasszerii
novekedését és fokozott szerves anyag produkciot eredményez. A mikrobidlis életciklus
jellemz6 szakaszat, a log-fazist kovetden nagy szamban pusztulnak el és lizalnak a sejtek,
igy ezek anyagai hozzaférhet6vé valnak, konnyen hasznosithatd tapanyagforrast biztositanak
mas mikroorganizmusok szamara. A kevés koratavasszal megjelend nagygombak kozott a
legjelentésebbek a kucsmagombak, melyek fajtol fiiggéen kora tavasztol nyar
elejéig teremnek, atfedd terméshullamokkal. Szamos tekintetben eltérnek az ismert nagy-
gombaktdl és tomlésgomba rokonaiktdl: kétfazisu ¢letciklusuk lathatd része tavasszal zajlik,
novekedésiik rendkiviil gyors, él6helyeik specialisak (herbicid kezelt-, felégett teriiletek,

beteg erdérészek), sokszor nehezen azonosithatok (Dahlstrom és mtsai 2000).

A Morchella conica és Morchella esculenta altalanosan ismert, széles korben elterjedt,
mig a Morchella steppicola a Karpat-medencében endemikus ritka faj (Zerova 1941,
Héffner és Lukacs 1995/1996). Kornyezeti igényiik jelentdsen eltér egymastol: a M. conica
és M. esculenta az ide, rendszerint lomb-, fenyd- és ligeterdvel boritott meszes talaju

teriileteket kedveli, mig a M. steppicola szaraz, fiives nyilt teriileteken (jellemzéen
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pusztagyepekben) virul, sok esetben Kkitett, zavart teriileteken, agyagkibivasokon nd
(pl. erésen erodalt lejtdk, bolygatott teriiletek, felhagyott almaskertek). Terméshullamaik
jellemzéen egymast kovetik, a hegyes kucsmagomba koratavasztdl (marcius) képez
termdtesteket, a sztyeppei kucsmagomba melegebb idében aprilis-majusban.

A Morchella nemzetség tagjainak a gyogyaszatban ¢és fermentacids iparban betoltott

(an)}}

szerepérol a Fliggelék F1. alfejezete™'" nyujt attekintést.

2.8.2. Populus és Quercus fajok jellemzése

A Populus és Quercus genus kozismert, és széles korben alkalmazott fajokat foglal
magaba. Az élettani vizsgalatokat mikroszaporitott és természetben gyijtott Populus
novényekkel (Populus glauca L. var Kopeczkii, szirke nyar - Populus canescens
(Aiton)Sm.) végeztem el, a genetikai analizisbe a fenti fajok mellett a kocsanyos tolgyet

(Quercus robur L.) vontam be.

2.8.2.1. Populus genus

A Populus nemzetségbe olyan puhafék tartoznak, melyek fa és papiripari szempontbol,

valamint 6kologiai és kdrnyezetvédelmi teriileten egyarant jelentds értékkel birnak.

A ’nyar’ megnevezés eredetét tekintve urali gyokerekre vezethetd vissza: nor = mocsar,
mely a nyarfak jellemzéen vizes él6helyeken torténd elfordulasara utal (Benkd és mtsai
1967-1984). A nyarfak szamos kulturaban fontos szereppel birnak. Szépségiiket és az
emberek hozzajuk fiz6d6 viszonyat megorokitik irasos emlékek és miivészeti alkotasok az
okortol egészen napjainkig, melyek koziil a legismertebbeket az F2. alfejezetben foglaltam
Ossze.

A Populus nemzetség mintegy 40 fajt foglal magaba, melyek tobbsége a Fold északi
féltekéjén honos, azaz holarktikus fasszari novények. Jellemzdéen nagyméretdi, 15-50
méteres fak tartoznak a nemzetségbe, novekedésiik gyors. Kérgiik sima, néhany esetben
idésebb korra barazdaltta valik. Altalanos jelenség a nyarfak korében, hogy egy egyed
lombozatan beliil a levélméret valtozatossagot mutat (heterofillia): a kisebb méretii levelek
az oldalagakon, a nagyobb méretiiek pedig az erdsebb agakon ndének (Bartha 2004).
Levélallasuk szort, a nemzetségen beliil az egyszerii levelek alakja a kerekdedtdl a deltoidig
valtozik, formagazdag tagoltsag és hosszl levélnyél jellemz. Kétlaki (dioikus) novények,
az egyivaru (diclin) virdgok laza, lecsiingd barkaviragzatba tomoriilnek, murvaleveleik

rojtosak.

HI A Fiiggelékben elhelyezett alfejezeteket, dbrakat és tablazatokat a sorszamukat megel6z6 F betii jelli.
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Lombfakadas el6tt nyilo viragaik szélmegporzasuak (anemofilia). Termésiik sokmagvu tok,

a magvak repit6szorokkel terjednek.

Szekciok
Leuce Duby (Populus Linné) Szdke nyarak

Algeros* Duby (digeiros Duby) | Fekete nyarak

Tacamahaca Spach Balzsamos nyarak
Leucoides Spach Nagylevelii nyarak
Turanga Bunge Szubtropusi nyarak
Abaso Eckenwalder Mexikoi nyarak

2. tablazat Populus nemzetség szekcio-felosztasa.

" Bartha szerinti szekcié megnevezés (Bartha 2004).

A Populus nemzetség 6 szekciora oszthatd fel (2. tablazat; Bartha 2004, Yousefi és
Modir-Rahmati 2004, Dickmann és Kuzovkina 2008, Yousefi és mtsai 2008).

A nyar nemzetségen beliil a hagyomanyos taxonfelfogas alkalmazisa szamos
nehézségbe litkozik a fajok kozotti gyakori spontdn hibridizalddas és a géndramlas
(introgresszid) kovetkeztében (halozatos evolicio), valamint az egyes fajok egyedei kozotti
illetve az egyedek életkoranak fliggvényében tapasztalhatd jelentdés mérvi levél-alaktani

kiilonbozoségek okan (Bartha 2004, Hamzeh és Dayanandan 2004).

Magyarorszagon 6shonos nyarfajok a Leuce szekcioba sorolhat6 fehér nyar (P. alba) és
rezgé nyar (Populus tremula L.), valamint az Aigeros szekcioba tartozd fekete nyar
(P. nigra) (Bartha 1999, 2004). A sziirke nyar (Populus x canescens) gyakori eléfordulasu
hibrid faj (spontan hibrid), a fehér nyar és a rezgd nyar természetes keresztezédése soran jott
létre. Az Gshonos fajok mellett jelent6sek az ipari felhasznalasra és kornyezetvédelmi céllal
iiltetett nemesitett fajtak (nemes nyarak), melyek az alkalmazkodoképesség, a fertozésekkel
szembeni ellenalloképesség, a novekedés intenzitasa és a faanyag mindsége szempontjabol

optimalizalt tulajdonsagokkal rendelkeznek (Bartha 2004).

A hazai OGshonos Populus fajok a folyoparti flizesek — Salicetea purpureae
tarsulasalkotoi, a puhafaligetek—Salicion albae jellemz6 fai (Borhidi 2003). A puhafaligetek
azonalis higrofil szalerd6k, a bokorfiizes tarsulasok mogotti zonaban folyoink partjat dvezik.
Harom tarsulas sorolhatd ebbe a csoportba, melyek elnevezése az uralkodd fajok szerint:
fehérnyarligetek — Senecioni sarracenici-Populetum albae, feketenyarligetek — Carduo

crispi-Populetum nigrae és flzligetek — Leucojo aestivi-Salicetum albae (Borhidi 2003).
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A puhafaligeteken kiviil tovabbi eldfordulasuk jellemz6: a laperdok és lapcserjések —
Alnetea glutinosae kett6-, a mezofil lombos erdék — Querco-Fagetea hét-, a szubmediterran
és szubkontinentalis xeroterm erdék — Quercetea pubescentis hat novénytarsulasanak alkotoi
(Borhidi 2003). Az 6shonos Populus fajok eléfordulasat hazank ndvénytarsuldsaiban

részletesen az F1. tablazat tartalmazza.

A Populus fajok akar 300 évig is elélnek. Hazankban szamos éltes korti nyarfa egyedet
tartanak nyilvan, a torzskorméret szamos regisztralt esetben meghaladja a 6 métert, s6t
ismeriink 10 méteres torzskorfogati egyedeket is (F3. alfejezet; Bartha 1992, Posfai 2005,
http://www.dendromania.hu, http://www.nevezetesfak.hu, http://oregfak.emk.nyme.hu).

A nyarfak ipari felhasznalasa szempontjabol a torzs fateste™"

jelentds értéket képvisel.
A Populus fajok gyors novekedésii szortlikacsti puhafak, melyek kozott hazai viszonylatban
a P. alba, P. nigra és P. x canescens, valamint a nemes nyarak koziil az oriasnyar
(P. x euramericana 'Robusta’), a korai és kései nyarak (P. x euramericana (Dode)Guinier cv.
Marilandica és cv. serotina) szines gesztiiek, mig az 8shonos P. tremula, a nemes olasznyar
(Populus x euramericana (Dode)Guinier cv. 1. 214) ¢és panndnia nyar (P. x euramericana

Pannonia) szijacsfak. Faanyaguk alacsony stirliségii (400-470 kg/m’) és szilardsaga, kelld

mértékben rugalmas, megfelel6 favédelem nélkiil nem tartos.

Magyarorszagon az lltetvényes fatermesztésen beliil a nyartermesztés részaranya a
legnagyobb — a jellemzden gyors tokemegtériilés hatterében a nyarak intenziv novekedése,
j6 mindségli faanyaguk és a hektaronként elérhetd magas fatomeg all. Ipari felhasznalasuk
az egyes fajok ¢és nemesitett fajtdk faanyaganak mindségétol fiiggden eltérd teriileteken
lehetséges a celluldz és papirgyartastol kezdve a forgacslap, farostlemez €s rétegelt lemez
gyartason at a gyufagyartasig, rakodolap és gylimoleslada készitésig. A faipari vonatkozasok
mellett napjainkban reneszanszat éli a kilonosen dekorativ csomoros™® fekete nyar
(topolya) torzsekbol egyedi kiiltéri és beltéri butorok, egyetlen torzsbdl faragott (monolit)

butorok készitése.

Nemesnyar iiltetvények kornyezet- és természetvédelmi alkalmazasa egyre elterjedtebb
hazankban (energiaiiltetvények, kornyezetbarat szennyvizkezelés, fitoremediacio; Bittsanszky
¢és mtsai 2005, Bir6 és Takacs 2007, Szajko és mtsai 2009, Gockler 2010a,b, Gyulai 2010).

A nemesnyar lltetvények alkalmazasi lehetéségeit részletesen az FS. alfejezet tartalmazza.

B2 A fatest felépitését az F4. alfejezet mutatja be.
HI13 A csomoros torzs a feketenyarak jellemzGje, az alvd riigyek és/vagy vizhajtasok bendvésének
kovetkezménye.
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A hazai Populus fajok dkologiai és természetvédelmi szerepe sokrétii. A fehér nyarak a
szaraz ¢élohelyi viszonyokat jol toleraljak, igy az Alfold fasitasi projektjeiben szerepiik
szamottevl. A Populus fajok endo- és ektomikorrhiza gombék szimbionta partnerei, ezaltal
a talaj rizoszférajanak Osszetételére és szukcesszidjara kedvezd hatasuak (Kovacs ¢és
Szigetvari 2002, Jakucs 2001, Jakucs és mtsai 2005).

Az 6shonos fehér és fekete nyarak teriiletfoglalasa az elmult évszazadokban jelentds
mértékben lecsokkent hazankban — a természetes ¢l6helyeik atalakitasa (folydszabalyozas,
lecsapolas), a nemes nyarak egyre nagyobb teriileten torténé telepitése €s a spontan
hibridizacié miatt dllomanyaik visszaszorultak, helyzetiik aktiv védelmi eljarasok, specialis
génmegOrzési stratégia (génrezervatumok, magtermeszté lltetvények) alkalmazasat kivanja

meg (Bordacs és mtsai 2002a).

A molekuldris novénybioldogia, ezen beliil a molekularis fa-biolégia kedvelt
modellnovényei a Populus fajok, mivel széles korben elterjedt, gyors ndvekedésii novények,
tovabba a nemzetség fajszama kevés. A Populus fajok genomja kisméretli, Agrobacterium
kozvetitette transzformaciora alkalmas (Sterky és mtsai 2004). A lagy és fas szarti novények
kozotti morfologiai és fiziologiai kiilonbségek genetikai hatterének megismerésére iranyuld
torekvés sziikségszertivé tette egy fas szarh modellndvény teljes genetikai allomanyanak
megszekvenalasat és funkcionalis elemzését (Sterky és mtsai 2004, Tuskan és mtsai 2006).

Az elsé fas szari novény melynek elkésziilt a teljes genomszekvenciaja a Tacamahaca
szekcidba tartozd Populus trichocarpa Torr. & Gray (Tuskan és mtsai 2006). A funkcionalis
genomanalizis alapjan az Arabidopsis thaliana genommal Osszevetve nagymértéki
hasonlosagot talaltak, kivételt képeznek ez aldl a lignocelluldoz bioszintézis ttvonallal, a
merisztéma fejlédéssel, a betegségekkel szembeni rezisztenciaval és az anyagceseretermékek

transzportjaval kapcsolatos gének (Tuskan és mtsai 2006).

A kozismerten allergén Populus fajok a népi orvoslasban jol ismert gyogyhatast

novények. Jellemzésiik human-egészségiigyi szempontbol az F6. alfejezetben olvashato.

2.8.2.2. Quercus genus

A Quercus nemzetségbe tartozo fajok értékes ipari haszonfak, mindamellett okologiai

¢és kornyezetvédelmi szempontbdl is jelentds értékkel birnak.

A Quercus nemzetségnév a kelta quer = szép + cuez = fa szavakbol eredeztethetd

(Bartha 2002, Barna ¢és mtsai 2005). Szamos kulturaban az 6sok tiszteletének és a
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rendiiletlen kitartas jelképei (Jankovics 1991). Az erdészesillag (az erdészek jelképe) is a
tolgytak otleveld, ilyenforman csillagot kirajzold csemetéire vezethetd vissza.

Az eurdpai kultirdk szinte mindegyikében a tolgyek az istenek fai, kivételesen mély
tisztelettel viseltettek irantuk a skandinav népek, az 6gorogok, az etruszkok, a keltdk, a
germéanok ¢és a poroszok. Az egyik leghiresebb Dodona tolgyfaja (Eszak-Gorogorszag),
mely a legrégebbi hellén orakulum — a jovot a papok a lombok suhogasabol vélték kihallani

(Barna és mtsai 2005).

A Quercus nemzetség népes, mintegy 450 fajt foglal magaba. A Quercus fajok —
néhany kivételtdl eltekintve — holarktikus fasszarti novények. Méretiiket nagy valtozatossag
jellemzi, cserje termetli és nagyméretli (>30 méter) fajok egyarant eldfordulnak koztik.
A mérsékeltovben honos tolgyfajok lombhullatok, egyszerii leveleikre jellemz6 a tagoltsag,
az 0rokzold mediterran fajok levelei altalaban tagolatlanok. Kérgiik jellemzéen repedezett.
Egylaki (monoikus) novények, egyivart (diclin) virdgokkal. A termds viragok riigyszertiek,
tetejiikon kilogd bibeszallal, porzos viragai barkaviragzatba tomoriilnek (laza szerkezeti,
szakadozott barka). Anemofil viragaik lombfakadas elétt vagy azzal egyidében nyilnak.
Az ovalis, tojasdad makktermést valtozatos aranyban és strukturaltsagban is eltérd

(pikkelyes, bozontos) makkcsésze takarja.

500 évig igazoltan elélnek - az egyik legoregebb ismert tolgyfa az 500 éves kort
meghaladd kalnoki tolgy (kocsanyos tolgy, Székelyfold). Magyarorszagon is szdmos éltes
egyedet tartanak szamon, koziiliik tobb fa valt nevezetessé, melyek mindegyike védelem
alatt all (F7. alfejezet; http://www.dendromania.hu, http://www.nevezetesfak.hu,
http://oregfak.emk.nyme.hu, Posfai 2005). A legidésebb mindkoziil a >600 éves hédervari
Arpad fa (kocsanyos tolgy).

Magyarorszagon nyolc tolgyfaj és egy alfaj honos (18. abra). Tovabbi adventiv
tolgyfajok elofordulasa szintén jellemz6 — kozéjik tartozik a hazankban jelentésebb
példanyszamban €16 vords tolgy [Quercus borealis Michx. (Quercus rubra L.)]. A vords
tolgy mellett mas idegen eredetii fajokkal els6sorban mint parkfakkal talalkozhatunk, miként
a tolgyfak kulturalis értékének és impozans megjelenésének koszonhetden természetes
tipusaikat és nemesitett valtozataikat is szivesen iiltetik parkokba, emlé¢khelyeken.

A Quercus nemzetség 3 alnemzetséget foglal magaba: Cyclobalanopsis, Lepidobalanus
és Erythrobalanus subgenus. A Lepidobalanus csoportba tartoznak a vastag kérgili tolgyek
(Robur) és a csertolgyek (Cerris), az Erythrobalanus alnemzetségbe pedig a voros tolgyek
(Rubrae).
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Quercus cerris L. Csertolgy
Quercus frainetto Ten. Magyar tolgy
Quercus palustris Munchh. Mocsartolgy
Quercus petraea (Matt.)Liebl. Kocsanytalan tolgy
Quercus polycarpa Schur. Erdelyi kocsanytalan tolgy
Quercus pubescens Willd. Molyhos tolgy
Quercus robur L. Kocsanyos tolgy
Quercus robur ssp. slavonica (Gayer)Matyas Szlavon togy
Quercus x turneri Willd. Turner tdlgy*

18. abra Magyarorszagon honos tolgyfajok.
* A magyaltolgy (Quercus ilex) és a kocsanyos tolgy (Quercus robur) hibridje.

A Quercus nemzetség hazai fajallomanyait tekintve is megallapithatd, hogy jelentds
mértékil valtozatossag jellemzi Oket, ezek alapjan az erdészeti szakemberek mar nem is
fajokr6l, hanem fajkonglomerdtumokrol beszélnek, ugymint kocsanyos tolgy-,
kocsanytalan tolgy-, molyhos tolgy-, csertolgy fajkonglomerdtum. A Quercus robur két
valtozata ismert, az egyik a koranfakadd kocsanyos tolgy — Q. robur var. praecox, melynek
viragzasa megel6zi a lombfakadast, a masik késénfakado valtozat — Q. robur var tardiflora

lombfakadassal egyidében viragzik.

A tolgyek a kdzép-eocén (Kainozoikum, Paleogén) foldtorténeti korban jelentek meg,
amikor a kontinensvandorlds és az éghajlat jelentés mérvii atalakulasa kovetkeztében
atalakult okologiai flilkék (niche) teremtették meg a lehetoségét az ezeket elfoglald tolgy
populaciok alkalmazkodasa soran kilonféle tolgyfajok kialakulasanak (Kremer és mtsai
1991). A megjelend fajok géncseréjének folyamatossagat (introgresszio) tamasztja ala, hogy
szamos fajuk maig meglrizte keresztez6dési képességét, melynek eredményeképpen

természetes hibridek jonnek létre (Bordacs és mtsai 2002b, Petit és mtsai 2002).

Hazankban a tolgyfélék, koziiliik is elsdsorban a kocsanyos (Quercus robur L.) és
kocsanytalan tolgy (Quercus petraea (Matt.)Liebl.) a legfontosabb allomanyalkoto fafajok.
Az Gshonos tolgy fajok —a Q. robur és Q. petraeca mellett a Q. pubescens és Q. cerris —
valtozatos erd6tarsulasok, a Mezofil lombos erdék — Querco-Fagetea és a Szubmediterran
és szubkontinentalis xeroterm erdék — Quercetea pubescentis tarsulas-osztalyok
csoportjainak alkotoi (F2. tablazat; Borhidi 2003). Magyarorszag erdeinek 13 szazalékat
kocsanytalan tolgy (dombvidék és kozéphegységek), kozel 10 szazalékat kocsanyos tolgy és
11 szazalékat csertolgy (sik és dombvidékek) boritja.
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A Quercus nemzetség fajai gytirtislikacsu, szines gesztli kemény lombosfak. Hazankban
az ipari felhasznalas szempontjabol, a faanyag jelentés mértékben eltéré tulajdonsagai
alapjan elkiilonitik a barna szinezetli, j0 mindségli, magas csersavtartalmi és ennek
koszonhetéen igen ellenalld nemes tolgyeket (Q. robur, Q. petraea és Q. pubescens), a
vOrdses szinezetll, széles szijacsu ¢és alacsony csersavtartalmu, ezaltal nem tartds

csertdlgytol.

A nemes tolgyek kozil a Quercus robur és Quercus petraea fajok szép rajzolatu,
értékes fatestét hasznositjak széles korben. JO termdhelyi adottsagok mellett a kimagaslo
éves atlagos jovedelmet biztositd allomanyok kozé tartoznak. Kemény, rugalmas faanyaguk
nagy siirliségli (~690 kg/m®) és szilardsagu. Gesztjik igen magas csersavtartalmanak
(10-13 %) koszonhetden a legtartosabb gesztli fajok kozé tartoznak. A faanyag szaritasakor
koriiltekintéen kell eljarni (lassu, kiméletes szaritas), a fatest széles bélsugarai és korai
pasztaik vékonyfalu nagy edényei mentén konnyen bekovetkezd repedezés elkeriilése

érdekében.

A Q. robur és Q. petraea faanyagat széles korben hasznositjak az épitéiparban, a
kozlekedés és banyaszat adgazataiban, az €lelmiszeriparban, butorok és hasznalati targyak
készitésére. A nemes tolgyek és a csertdlgy faanyaganak felhasznalasardl részeltesen az F8.
alfejezet ad szamot.

A kocsanyos tolgy tovabbi alkalmazasi lehetdségeit foként kiemelkedden magas (kéreg
13-15 %) és gazdag cseranyag tartalmanak koOszonheti — a béripar, a textilipar és a
gyogyaszat is eredményesen alkalmazza kiilonb6z6 részeit, és az azokbol eldallitott

készitményeket (F9. alfejezet; Kuliev és mtsai 1997).

A tolgyek okologiai, erdészeti és természetvédelmi jelentdsége szamottevo a természeti
értekek meglrzése, a biologiai sokféleség (biodiverzitds) kialakulasanak eldsegitése,
a klimavédelem, valamint a fenntarthatosag jegyében az ¢lheté kornyezet és az alternativ
foldhasznalat szempontjabol (kiiltéri gombatermesztés, szarvasgomba liltetvények) egyarant.
Mindemellett nem elhanyagolhato6 a tolgyerddk alkotta tarsulasokban a makktermés szerepe
sem, mely szamos allat, koztik sok erdblaké gerinces faj egyik meghatarozo késé Oszi

élelme.

Magyarorszag erddsiiltsége az orszag teriiletének 20 szazaléka — ebbdl kozel 80 % a
gazdasagi erdok, 16 % a véderdok és 4.0 % koriili a parkerdék részaranya, az egy fore jutd

erddteriilet 0.18 ha. Hazank erddvel boritott teriiletének mérete messze elmarad az eurdpai
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atlagtol (32 % erdéteriilet). Kedvezé Okologiai feltételek és az onellatd fagazdalkodas
megteremtéséhez sziikségszerii ijabb erdok telepitése az idedlis 0.4-0.5 ha/fo arany
eléréséig.

A mezbégazdasagi miivelés ald vont teriiletek novelése, a folydszabalyozasok ¢és a
talajvizszint erdteljes csdkkenése, az egyre fokozodd faanyag felhasznalds a természetes
erddteriileteink jelentés mértékii csokkenéséhez vezetett. Tovabb silyosbitja a helyzetet az
idegen fajokkal torténd erdéfeltjitas, a szélséséges iddjarasi viszonyok kedvezotlen hatasai,
a csapadékhiany, a vadkar és a kdrnyezetszennyezés, melyek egyiittesen jarulnak hozza
erdeink allapotanak leromlasahoz. A fenti hatasok a legstlyosabb mértékben a kocsanyos

tolgy allomanyainkat érintik.

A tolgyerddk felujitasa és telepitése hazank erdével boritott teriileteinek jelentds
mértékit novelésében meghatarozd szereppel bir. Erdék telepitésekor sziikségszerii
kedvezdtlen adottsagokkal (tdpanyagszegény, rossz vizellatottsdg, sériilt mikroflora,
szennyezett talaj) rendelkezd teriiletek bevonasa (F10. alfejezet). A sikeres erddsités zaloga
elsésorban mikorrhizalt facsemeték telepitésében rejlik. A tolgy fajok ektomikorrhiza-képzd
sajatsaga Okologiai, erdészeti és agrar szempontbol egyarant jelentds, lehetdséget teremt
kornyezetbarat eljarasok alkalmazasaval végezhet6 eredményes gazdalkodasra (F10.
alfejezet). A mikorrhiza szimbidzis természet- és kornyezetvédelmi elényei szamottevoek az
erdok felujitasaban, kilonboz6 anyagokkal (nehézfémek, szerves agensek) szennyezett

talajokon kivitelezett erddtelepitésekben — ezaltal a tertilet rekultivaciojaban is.
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran a trehaldéz anyagcsere vizsgalatait fungalis modellrendszerben

kezdtem meg: szintézis eredeti trehaloz jelenléte biztosan varhato volt, a trehaloz

anyagcsere atfogd vizsgalatara nyilt lehetdségiink. Idealis objektumnak bizonyultak a

Morchella steppicola izolalt torzsei, mely gombafaj arid és zavart ¢l6helyeken nd, a Petri-

csészében nevelt tenyészetei jol reprodukalhatdé moddon és rovid id6 alatt képeznek

pszeudoszklerociumokat, amely kitartoképletekben trehalozt akkumulal.

Doktori munkamban a kovetkez6 célokat fogalmaztam meg:

Az oxidativ stressz induktiv szerepének igazolasa Morchella steppicola
kitartoképlet (pszeudoszklerocium, PS) képzésében, az oxidativ stressz, a PS

képzés és a trehaloz szintézis és akkumulacio kozotti 6sszefliggések feltarasa.

A trehaléz bioprotektiv szerepének igazolasa M. steppicola Kkivételes

szarazsagstressz-toleranciajaban.

A trehaloz bontasat katalizalo trehalaz izoenzimek aktivitasanak meghatarozasa,
induktiv sajatsagaik feltérképezése Morchella conica és M. steppicola vegetativ
micéliumaban.

A trehaléz anyagcsere-folyamatok (szintézis, akkumulacio, degradacio)

valtozasanak kovetése M. steppicola teljes vegetativ életciklusaban.

Trehalaz izoenzimek aktivitdsanak meghatarozasa Populus glauca L. var
Kopeczkii és Populus canescens kiillonboz6 fenoldgiai fazisban 1évé vegetativ és

reproduktiv szerveiben, az izoformak induktiv sajatsagainak felderitése.

Biotikus stressz hatasanak feltérképezése P. glauca levél SOD, POD és trehalaz

izoenzim aktivitasara.

Trehaloz anyagesere-gének izolalasa M. steppicola, M. esculenta, P. glauca L.
var Kopeczkii és Quercus robur fajokbodl, ehhez a molekularis biologiai
adatbazisokban (NCBI, EMBL-EBI) fellelhet6 trehalaz és trehaloz-szintaz

enzimkomplex szekvenciak alapjan primerek tervezése.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Vizsgalati objektumok I.

4.1.1. Tenyészetek létrehozasa

Tavasszal Morchella conica Pers., Morchella esculenta (L.)Pers. és Morchella
steppicola Zer. termétesteket gyijtottem természetes ¢lohelyeken, az izolalas helyét és
idépontjat regisztraltam™'*. Steril koriilmények kozott kettévagtam a fiatal és ¢ép
aszkokarpiumokat ¢és a belsé csiramentes feliiletiikr6l 3-4 mm’-es micélium darabokat
vagtam ki, melyekbdl szilard PDA (potato dextrose agar; burgonya-dextroz agar) vagy
malata agar (MA) taptalajra™™ Petri-csészénként harom inokulumot helyeztem el a
rendelkezésre allo térben aranyosan elrendezve. A tenyészeteket naponta ellendriztem és
3-5 nap elteltével a fertézésmentes, tiszta részekbdl atoltottam friss, fenntartdé modositott
Murashige-Skoog (MS) — MSK téptalajra“*(Murashige és Skoog 1962). Az inokulumot,
egy-egy 4-6 mm’-es besz6tt darabot a Petri-csészékben centrdlisan helyeztem el.
A tenyészeteket 23°C-on tartottam. A fenntartds soran a néhany atoltast kovetden is
megfelelden tiszta és  stabil tenyészeteket tOrzsgyljteménybe is  kioltottam.
A torzstenyészeteket (ferde-agaron kémcsdben vagy Petri-csészében) parafilmmel lezarva,

8-10°C homérsékleten helyeztem el.

Inditottam tenyészeteket aszkosporakkal is, ehhez az érett termdtesteket Petri-csészébe,
fényre 22-25°C hémérsékletre helyeztem. A sporak kiszorodasanak elofeltétele az osszetett
nyeles apotéciumok viztartalmanak csokkenése, ezért — s a fertézddések elkeriilése
érdekében, mivel a termotestek feliilete nem steril — megfeleld légeserét biztositottam a
sporulalasig. Az Osszegyujtott aszkosporakat parafilmmel lezart edényekben, fény- és
hohatasoktol védetten, hiivos helyen (8-10°C) taroltam. Szilard kultura létrehozasahoz az
igy eltarolt sporakbol steril desztillalt vizzel szuszpenziot készitettem, 10°C-on 4000 g-n
5 percig centrifugaltam. A feliiliszo elontését kovetGen sterilt desztillalt viz hozzaadasaval a
fentieket még 6t izben megismételtem. Miutan igy az aszkosporak csiraszamat kiméletesen
lecsokkentettem, a szuszpenzidobol steril koriilmények kozott félszintetikus agarlemezre
szélesztettem. Kiilonboz6 higitasokat alkalmaztam, hogy a kifejlodé telepek egymastol jol

elkiiloniiljenek (monospora tenyészetek).

B4 A Morchella fajok taxonomiai besorolasat az F1. dbra, a taptalajok sszetételét az F3. tablazat tartalmazza.
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4.1.2. Kisérleti osszeallitasok

Szilard ¢és folyadékkultaraban nevelt gombaanyagot hasznaltam a kiilonbozd
vizsgalatokhoz. Folyadékkulttirat a fenntartd szilard kulturas tenyészetekbdl hoztam Iétre,
15 darab 3 mm atmér6ji steril dugofuroval kivagott koronggal inokulaltam a félszintetikus
tapoldatokat (150 ml tapoldat/Erlenmeyer lombik, gézboritasti vattadugoval lezarva).
A folyadékkulturakat razogépen novesztettem (a razatas fordulatszama 150/perc), igy
biztositva a megfeleld légeserét és a tapanyagok egyenletes eloszlasat.

Szilard kultarat MSK taptalajon nevelt fiatal tenyészetekbdl kiindulva inditottam a
4.1.1. pontban leirt modon. Az agarlemezek felszinére sterilizalt celofankorongot helyeztem,
erre tortént centralisan a micéliummal beszdtt taptalajbol steril dugofuroval kivagott 3 mm
atmérdju agarkorongok oltasa. A tenyészeteket 23°C-on neveltem. A kisérleteket egymastol
fuggetlen harom alkalommal végeztem el, vizsgalatonként 3-5 parhuzamos mintat

dolgoztam fel.

4.1.2.1. Trehaléz anyagcsere vizsgalata Morchella steppicola életciklusanak
vegetativ szakaszaban

A trehaloz akkumulacid, az oxidativ stressz és a kitartoképletek képzése kozotti
Osszefuggések vizsgalatat szilard kultiraban nevelt micéliumon végeztem el. A Petri-
csészében agarlemezen képz6do kisméretii kitartoképletek (mikropszeudoszkleréciumok) a
fenntartod taptalajon is rendszeresen képzddtek, igy kontroll taptalajnak ezt az MSK taptalajt
valasztottam. Kiindulo tenyészet: fenntarto taptalajon novekedett 5 napos fiatal micélium.

A kisérleti 6sszeallitasban a kiilonboz6 taptalajvariansok malata tartalmukban tértek el
egymastol — a kontroll 5.00 g/1, a variansok: 3.75, 2.50, 1.25 és 0.00 g/l malatat tartalmaztak
5.00 g/l glikéz mellett. Mintat az inokulalast kovet6 10. és 15. napon vettem.
Meghataroztam a micélium friss és szaraz sulyat, a glikoz és trehaldéz tartalmat, a
szuperoxid-dizmutaz (SOD, EC. 1.15.1.1.) enzimaktivitast, a malondialdehid- (MDA), az
intra- és extramicélialis hidrogénperoxid (H,0,) és szuperoxid anion (O,") tartalmat.

M. steppicola életciklusanak vegetativ szakaszaban vizsgaltam a trehaloz bontdsat
katalizalo trehalaz izoenzimek (EC. 3.2.1.28) aktivitasanak valtozasat az aszkosporak illetve
mikropszeudoszklerociumok (MPS) csirazasatol kezdve a kitartoképletek képzodéséig
valamint ezek fejlodésének, érésének fobb szakaszaiban (PSI, PSD, PSM ¢és nyugvo allapot).
A MPS képzés szempontjabol kedvezd taptalaj-osszetételt (5.00 g/l glikoz és 2.50 g/l
malata tartalmi MS taptalaj — MS*) alkalmaztam.
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4.1.2.2. Morchella steppicola és Morchella conica torzsek trehalaz enzim
indukcidja szilard és folyadékkultiraban

A trehalaz izoenzimek induktiv sajatsagait kiilonb6zé koncentracioban trehaldzt
tartalmazé MS** (modositott MS) szilard és folyadékkulturaban nevelt micéliumban

vizsgaltam.

Szilard kulttiraban a kontroll és indukcios taptalajok hasznosithaté C-forras tekintetében

azonosak a trehaloz <0442, o gliikdz enzimreakcid alapjan (3. tablazat).

Taptalaj Gliikoz tartalom g/1 Trehaloz tartalom g/l
Kontroll 10.00 0.00
Indukcios 1 7.50 1.25
Indukcios 2 5.00 2.50
Indukcios 3 0.00 5.00

3. tablazat A trehalaz enzim indukcios szilard taptalajok gliikoz és trehaloz
tartalma (g/1). A taptalajok malatatartalma egységesen 3.00 g/1.

A szilard és a folyadékkultaras kisérleti 6sszeallitasoknal egyarant a 10. napon tortént a
mintavétel. A trehaldz izoenzimek aktivitasvaltozasanak kovetése mellett a kiilsd trehaloz
forras stressz-élettani hatdsat is monitoroztam, a micélium friss és szaraz sulyanak, MDA

tartalmanak és SOD aktivitdsanak meghatarozasaval.

M. conica és M. steppicola trehalaz enzim indukcidjanak vizsgalatahoz beallitott

kisérleteket a 4. tablazatban foglaltam Gssze.

Faj Szilard kultira Folyadékkultiira

M. conica  (MPS képz torzs) - v

M. steppicola
MPS képz6 torzs v v

MPS-t nem képz0 torzs v —

4. tablazat M. conica é M. steppicola micélium trehalaz enzim indukcidjahoz
alkalmazott tapkozegek.
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4.1.2.3. Morchella steppicola szarazsagstressz-toleranciajanak vizsgalata
folyadékkulturaban

M. steppicola tenyészeteket polietilén-glikol (PEG) tartalmukban kiilonb6z6 MSK
folyadékkultiraban neveltem 10 napig: kontroll 0.0 % ("/v) PEG; szarazsagstressz
szimulécio: 8.0 %, 10.0 %, 12.0 %, 15.0 %, 18.0 % és 21.0 % ("/v) PEG.

A tiz napos mintdkbol meghatdroztam a micélium friss ¢és szdraz stlyat, SOD

enzimaktivitasat, gliikoz-, trehaloz és MDA tartalmat.

4.1.2.4. Trehal6z-6-foszfat szintaz és trehaliz gének keresése Morchella
steppicola és Morchella esculenta genomialis DNS allomanyaban

Kontroll koriilmények kézott MSK szilard taptalajon nevelt fiatal (6 napos) micéliumot
hasznaltam a genomialis DNS kivonasahoz. A micéliumot frissen tartam fel, a kinyert
DNS-t a mennyiségi meghatarozast kovetéen a PCR reakcionak megfelelé kisebb
adagokban lefagyasztottam és -20°C-on taroltam. A DNS preparatum készitésének részletes
leirasa a 4.3.11. alfejezetben szerepel.

A trehaloz-6-foszfat szintaz és trehalaz gének kereséséhez sziikséges sajat primerek
tervezését adatbazisokban fellelhetd szekvencidk elemzése alapjan végeztem el (NCBI,
EMBL-EBI). A primerek tervezése a gomba mintak esetében azonos modon tortént, a

modszer leirasa részletesen a 4.3.12. pontban szerepel.

4.2. Vizsgalati objektumok II.

A trehaloz anyagcserével szoros Osszefliggést mutatnak kiilonféle stresszhatasok, a
novényi szénhidrat anyagcsere szabalyozasa, az egyedfejlodés néhany szakasza és a
szimbiotikus kapcsolatok dsszetett vilaga.

A stresszhatasok, igy a kozvetett és a kozvetlen eredetli oxidativ stressz mértékének
kovetésére alkalmas indikatorok kivalasztasa és tesztelése jelentGséggel bir a trehaloz
anyagcsere vizsgalataban. Doktori munkam soran kooperacios projektek résztvevdjeként
lehetdségem nyilt egyszikil (Triticum aestivum L. - kozOnséges buza, Aegilops biuncialis
Vis. - kecskebuza, Hordeum vulgare L. - arpa) és kétszikii novényeken (PeMa [Prunus
persica X Prunus amygdalus] - barack alany, Phaseolus vulgaris L. - kozonséges bab,
Populus alba L. - fehér nyar és Populus glauca L. var Kopeczkii) végzett stresszélettani
vizsgalatok sordn potencilis stresszindikatorok keresésére és hatékonysaguk tesztelésére.

Ezen kisérletek részletes leirasat a doktori értekezésem nem tartalmazza, mivel a
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stresszhatasok leirasara alkalmas indikatorok kivalasztasa és tesztelése a munkam kezdeti
szakaszaban, a trehaloz anyagcsere vizsgalataban a kisérletek tervezéséhez nyujtottak
megfeleld alapot, és az értekezés sziikebben a trehaloz anyagcsere sajatossagait feltarod
eredményekre koncentral.

A trehaléz anyagcesere vizsgalatat mikroszaporitott nyar (Populus glauca L. var
Kopeczkii) novényekkel, természetben gyljtott Populus canescens (Aiton)Sm. (Sziirke nyar)

¢és Quercus robur L. (Kocsanyos tolgy) mintakkal végeztem™"s.

4.2.1. Mikroszaporitott névényi anyag tapoldatos nevelése

A mikroszaporitott P/0] nyar novényeket az Erdi Gyiimdlcs- és Disznovénytermesztési
Kutaté Fejlesztd Kht. biztositotta szamunkra. A ndvénykéket 4-5 centiméteres szarhossz
elérését és a gyokerek megjelenését kovetGen atiiltettem szilard MS taptalajrol Va-es
Hoagland tapoldatra (Hoagland és Arnon 1950). A tapoldat sszetétele: 1.25 mM Ca(NO3),,
1.25 mM KNOs, 0.50 mM MgSOy, 0.25 mM KH,PO4, 0.08 pM CuSOy, 11.56 uM H3BO;3,
4.60 pM MnCl,, 0.19 uM ZnSOy, 0.12 uM Na,MoOs, 10.00 uM Fe(III)-EDTA.

10 m®

45 mm

— Nitrocell-karika

10 mm

19. abra Populus glauca L. var Kopeczkii novények hidroponikus
neveléséhez hasznalt eszkzok. (Forrds: A viz- és ionhaztartas témakor
novényélettani gyakorlati bevezeto. A kisérleti Gsszeallitasnak megfele-
16en sajat keziileg atdolgozott szemlélteté abra. Az eredeti abra az ELTE
Biologiai Intézet, Novényélettani és Molekularis Novénybiologiai
Tanszék gyakorlati oktatanyaganak részét képezi.)

B8 A Populus fajok és a Quercus robur rendszertani besorolasa a Fiiggelékben szerepel (F2. és F3. 4brék).
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A hidroponikus novényneveléshez sotétitett falti iivegedényeket (7.50 cm atméro,
10.00 cm magassag), nitrocell karikabol és netlon halobol acéltiivel Gsszeallitott helyben
készitett *uszkat’ hasznaltam (19. abra).

Az atiiltetést kovetéen a novénykéket ndvényneveld-kamraban neveltem 12/12 oras
fény/sotét periodust valasztva (hdmérséklet és relativ paratartalom: 20/18°C ¢és 70/75%,
fényintenzitas 150 pEm™s™). A tapoldatot kétnaponta cseréltem, igy biztositva a gyokerek
optimalis O,-ellatasat.

A vizsgalatokat 7 levélemelettel rendelkezé novényekkel kezdtem meg, a kisérleteket

harom fuggetlen alkalommal, 3-5 parhuzamos mintaval végeztem el.

4.2.1.1. Biotikus stressz hatasanak vizsgalata a novények SOD, POD és
trehalaz enzim aktivitasara

A novényeket két csoportra osztottam, a kontroll és kezelt novényeket egymastol
elkiilonitve, a biotikus stresszor (7etranychus urticae Koch - kozonséges vagy kétfoltos
takacsatka) atterjedését meggatolva neveltem. A kezelésre kivalasztott novények kozott
egyenletesen elhelyezett fertézott novényekkel idéztem el6 a takacsatka fertézést. A kontroll
¢és kezelt novényeket azonos koriilmények kozott, a 4.2.1. pontban ismertetett modon
neveltem. A fertézés kialakuldsat kovetden, a tiinetek megjelenésétél a hajtas teljes
invazi6jaig a fertézottség kiilonbozo stadiumaiban vettem mintat, azonos levélemeletekrol.

A fertézés elorehaladtaval a tinetegyiittes alapjan 4 egymastol jol1 elkiilonithetd szintet

hataroztam meg (5. tablazat).

Minta Minta rovid jellemzése

Kontroll Kontroll fizioldgias allapot
Al A fert6z¢és kezdeti szintje: klorotikus foltok megjelenése, *szivo helyek’ nyomai
A2 A fert6zeés terjedése: fokozodo klordzis, antocian tartalmu foltok megjelenése
A3 El6rehaladt fertézés: antocian tartalom 1, apré nekrotikus foltok megjelenése
A4 Sulyos fert6zés: maximalis antocian tartalom, fokozodo nekrozis

5. tablazat Kétfoltos takacsatka fert6zés hatasanak vizsgalata soran vett ndvényi mintak.

Meghataroztam a levelek friss és szaraz sulyat, Chl-, karotin-, antocian és MDA

tartalmat, a SOD-, POD (EC. 1.11.1.) és trehalaz enzimek aktivitasat.
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4.2.1.2. Kifejlett levelek trehaldz enzim indukci6ja

Kontroll korilmények kozott nevelt Populus glauca L. var Kopeczkii ndvények kifejlett,
fiatal leveleit (5. levélemelet) a levélalapjuknal roncsolodasmentesen levalasztottam és
Erlenmeyer lombikokba Yi-es Hoagland tapoldatba helyeztem gy, hogy csak a levélnyeliik
keriilt a tapoldatba, a levéllemezek a tapoldat szintje felett maradtak. Folyamatos
megvilagitast 150 uE m™s™, 20°C hémérsékletet és 70 % relativ paratartalmat alkalmaztam.
A trehalaz enzim aktivitasat 3 mM trehaloz Y4-es Hoagland oldathoz torténd hozzaadasaval
indukaltam. Mintat rendszeres idékozonként vettem mind a trehaloz-mentes tapoldatban

tartott kontroll, mind pedig az indukcids kozegben inkubalt levelek esetében (6. tablazat).

Minta
1dé6 (perc) Kontroll Indukalt
0 v _
60 v v
90 v v
180 v v
360 v v
720 v v
1080 v v

6. tablazat Mintavétel idGpontjai a trehalaz enzim-
indukcids levélkisérletben.
A kisérlet soran mértem a levelek friss és szaraz sulyanak, Chl-tartalmanak, SOD ¢és

trehalaz enzimaktivitasanak valtozasat.

4.2.1.3. Trehal6z-6-foszfat szintaz és trehalaz gének keresése Populus
glauca L. var Kopeczkii genomialis DNS allomanyaban

Kontroll koriilmények kozott nevelt fiatal Populus glauca L. var Kopeczkii leveleket
hasznaltam a genomialis DNS kivonasahoz. Frissen tartam fel a ndvényi anyagot, a kinyert
DNS mennyiségét meghataroztam, a PCR reakcioban torténd felhasznalashoz elokészitve
tobb részletben lefagyasztottam és -20°C hdmérsékleten taroltam. A genomialis DNS
extrakciojanak részletes leirasa 4.3.11. pontban szerepel.

Sajat primereket terveztem a trehaloz-6-foszfat szintdz ¢és trehalaz gének kereséséhez,
ehhez az adatbazisokban fellelhetd szekvencidkat elemeztem (NCBI, EMBL-EBI).

A tervezés menetét a 4.3.12. alfejezet tartalmazza.

54



4.2.2. Természetben gyiijtott novényi mintak vizsgalata

A természetben gytjtott Populus canescens és Quercus robur mintdkat minden esetben
frissen (a lehetd leggyorsabban) feldolgoztam, a szallitds sordn folyékony nitrogénnel és

jéggel hiitott termoszban taroltam.

4.2.2.1. Kiilonbozé fenolégiai fazisi Populus canescens viragriigyek
trehaldz enzimaktivitisinak meghatarozasa

A begyljtott viragriigyekbol trehaldz enzimpreparatumokat készitettem. Mintavétel

szempontjabol 5 tipust kilonboztettem meg a fenologiai fazisokkal Osszehangoltan (7.

tablazat).
Minta Fenologiai fazis
FO Zart, nyugalmi allapotban 1év0 riigyek
Fl Riigyduzzadas fazisa
F2 Riigypattanas fazisa
F3 Riigyfakadas fazisa
F4 Viragzas fazisa

7. tablazat A fenologiai fazisok szerint meghatarozott sziirke nyar

viragriigy mintatipusok.

4.2.2.2. Trehal6z-6-foszfat szintiz és trehalaz gének Kkeresése Populus
canescens és Quercus robur genomialis DNS allomanyaban

Fiatal, egészséges leveleket gyiijtottem a genomialis DNS izolalashoz. A DNS izolalas

¢és primer tervezés soran a 4.2.1.3. pontban leirtak szerint jartam el.

4.3. A vizsgalatok soran alkalmazott klasszikus és modern élettani, és
molekularis biolégiai modszerek

4.3.1. Enzimpreparatumok készitése

4.3.1.1. Trehaliz enzimkivonat készitése

A friss micéliumot, kitartoképleteket és novényi szoveteket jégben hitott
dorzsmozsarban, kvarchomok jelenlétében tartam fel. A micéliumot kétszeres, a
kitartoképleteket és a novényi mintakat haromszoros mennyiségili kinyeré puffer

jelenlétében homogenizaltam. A savas pH optimummal jellemzett és a neutralis trehalaz

izoformak kinyeréséhez kismértékben eltéré puffert alkalmaztam (8. tablazat).
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e A savas trehalaz

Az extraktumokat 6000 g-n, 4°C-on 10 percig centrifugaltam
enzimpreparatum készitésének folyamataban a centrifugalast megel6zéen 10 percig jégben

tartottam a mintakat. Az enzimet a feliilusz6 tartalmazza.

T‘

0.1 M Trisz ﬂ

5.0 mM EDTA (pH=8.0) 0.1 M Trisz

0.1 % ("/v) n-dodecil-B-D-maltozid 0.5 mM EDTA (pH=8.0)
25.0 g/l PVP 25 25.0 g/l PVP 25

8. tablazat Trehalaz izoenzim kinyer$ puffer Osszetétele. A: savas izoformakhoz
hasznalt puffer. B: neutrdlis izoformak esetén alkalmazott puffer. A puffer
végtérfogatat ddH>O hozzaadasdaval 100 mi-re egészitjiik ki. A puffer pH-jat a haszndlat elétt
7.50-re be kell allitani.

4.3.1.2. Extramicélialis trehaldaz enzimpreparatum készitése

Az extramicélidlis trehalaz aktivitdis meghatarozasahoz a tapoldatokbol kiindulva
készitettem enzimpreparatumot. 10 nap nevelést kovetéen a kontroll és a trehalozt
tartalmazé tapoldatokat atsziirtem 3 réteg gézen, majd nagyméretli (atméré: 20 cm) Petri-
csészékbe ontve -20°C-on lefagyasztottam. A fagyott mintakat liofilizaltam Jencons freeze
dryer késziilékkel (Bedfordshire, England) -40°C-on, 10° Pa nyomédson 48 oran at.
A liofilizdtumokat 25.0 mM trisz-HCl pufferben (pH=7.50) szuszpendaltam. Az igy
elokészitett mintakat aktivalt dializis hiivelyekbe toltottem (Dialysis tubing cellulose
membrane, Sigma) ¢és 10.0 mM trisz-HCI pufferben (pH=7.50) dializaltam folytonos

kevertetés mellett 4°C-on egy éjszakan at.

4.3.1.3. SOD és POD izoenzimek kinyerése

A novényi és gomba mintakban fennallo oxidativ stressz mértékét és valtozasat a
szuperoxid-dizmutaz enzimaktivitds mérésével monitoroztam. A biotikus stressz Populus
glauca L. var Kopeczkii novényekre gyakorolt hatdsanak vizsgalataban a SOD aktivitas
mellett a peroxidaz (POD) enzimek aktivitasat is meghataroztam.

A micelium feltardasahoz kétszeres-, a kitartoképletek ¢és a novényi mintak
homogenizalasdhoz haromszoros térfogatnyi kinyeré puffert alkalmaztam, mely 25.0 mM
Sorensen-féle foszfat puffert (pH= 8.00), 1.00 mM EDTA-t (pH= 8.00) ¢és 20.0 g/l PVPys-t

116 A szobahémérséklettol (23-25°C) eltéré hémérsékletet igényld centrifugalasokat SIGMA 3K 15 és 3K 10 asztali
centrifugakkal végeztem el.
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tartalmazott. A mintdkat jégben tartottam a centrifugalasig (10000 g, 4°C, 15 perc).
Az enzimet tartalmazo feliiluszot tiszta Eppendorf edényekbe oOntdttem at és -20°C-on

taroltam a mérések elvégzéséig.

4.3.2. Osszfehérje-tartalom meghatarozasa

Az enzimpreparatumok aktivitasanak Osszehasonlithatosagahoz elengedhetetlen a
kivonatok fehérjetartalmanak ismerete. A mintak Osszfehérje-tartalmat Bradford
modszerével hataroztam meg (Bradford 1976).

A Bradford reagens torzsoldata 50 ml 95 %-os (V/v) etanolban oldott 100 mg Coomassie
Brilliant Blue G-250 és 100 ml 85%-os (V/v) foszforsav keveréke, melyet ddH,O
hozzaadasaval 1.0 literre higitunk. Az elkészitett reagenst sztirést kovetden 8°C-on taroltam.

A mintak fehérjetartalmanak meghatarozasat ismert koncentracioji BSA (bovine serum
albumin, borju szérum albumin) oldatsorozattal felvett kalibralo gorbe alapjan végeztem el.
100 pg/ml BSA torzsoldatbol 10, 20, 40, 60, 80, 100 pl mennyiségeket mértem
Wassermann-csovekbe (a térfogatot 100 pl-re kiegészitettem ddH,O hozzdadasaval), majd
ehhez mértem hozza az 5.0 ml Bradford reagenst. A mintakat alaposan &sszekevertem
(vortex, BioVortex V1 BIOSAN), 5 percig szobahémérsékleten inkubaltam, ¢és ezt kdvetden

595 nm-en megmértem az elnyeléseiket™"’.

4.3.3. Enzimaktivitas meghatarozasa

4.3.3.1. Trehalaz izoenzimek aktivitisanak meghatarozasa

A trehalaz aktivitds meghatarozasa a kivonatokban jelen 1évo izoformak altal az
inkubacio soran elbontott trehaldzbol keletkezett glilkoz mennyiségének spektrofotometrias
detektalasan alapul. Az abszorbancia értékek és a mintak gliikozkoncentracidjanak fiiggését
ismert glitkoz-koncentraciésorozat mérésével hataroztam meg (F4. abra). Az enzimaktivitast
nkat/g protein egységekben fejeztem ki, ahol 1 nkat (nanokatal) trehaldz aktivitas alatt azt az
enzim mennyiséget értjiik, amely 1 nmol trehaldoz 1 mésodperc alatt torténd hidrolizisét

katalizalja a beallitott kisérleti koriilmények kozott.

A trehalaz enzimpreparatumok Osszfehérje-tartalmanak a 4.3.2. pontban leirt médon
torténé meghatarozasat kovetéen kimértem mindkét izoforma enzimaktivitasanak pH és
homérsékelti optimumat minden kisérleti objektum esetén. 25-45°C hémérsékleti és

3.50-8.00 pH tartomanyban teszteltem a nyers kivonatokat.

17 Minden sszfehérjetartalom méréshez sziikséges a méréssel egyidejiileg 1j kalibralo gorbét felvenni.
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A reakcioelegy 20.0 pl enzimpreparatumot, 100.0 pl foszfat-citrat puffert (pHop az
adott méréshez beallitva) és 30.0 pl 250.0 mM-os trehaldz oldatot tartalmazott. A trehaloz-
mentes kontroll Osszedllitas esetén a térfogatot foszfat-citrat pufferrel egészitettem ki.
A mintékat az optimalis hoémérsékleten 30 percig inkubaltam (BIOSAN TS-100 Thermo
Shaker). Az enzimreakciot triklorecetsav (TCA) hozzaadasaval allitottam le, a reakcid-

kdzegben a TCA 20% (¥/v) koncentraciot ért el.

Az elegy 20.0 pl-ét 0.5 ml A és 0.5 ml B reagensoldatot tartalmazé edényekbe
pipettaztam. Az A oldat dsszetétele: 4.0% ("/v) vizmentes Na,COs, 1.6% ("/v) glicin és
0.045% ("/v) CuSO4.5H,O (Reanal). A B oldat 0.12% ("/v) neocuproine-HCl (Fluka,
Sigma-Aldrich, Suisse). A mintdkat 5 perc 100°C-on torténé inkubalast (BIOSAN TS-100
Thermo Shaker) kovetéen jégben lehiitéttem.

Az inkubalast kovetéen a mintak 300 pl-éhez 1200 pl desztillalt vizet adtam, és a
gliikdz koncentracioval aranyos sarga szini termék abszorbanciajat 455 nme-en,
szobahomérsékleten mértem. A méréseket Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS

spektrofotométeren végeztem.

4.3.3.2. SOD és POD izoenzimek aktivitisanak meghatarozasa

A SOD ¢s POD izoformakat tartalmazd kivonatok Osszfehérje-tartalmat Bradford
modszerével meghataroztam (4.3.2. pont). Az izoformakat poliakrilamid gélelektroforézissel
(PAGE) elvalasztottam. A szeparalast kovetden aktivitasi festést végeztem, igy téve

lathatova, és ez altal kvantifikalhatova és sszehasonlithatova a mintak enzimaktivitasat.

A SOD izoforméakat modositott SDS* gradiens PAGE"“"®-sel valasztottam el, fungalis
enzimkivonatok esetén 8-15 %-, a ndvényi mintak futtatdsdhoz 9-12 % akrilamid (Sigma-
Aldrich, Suisse) gradinest alkalmaztam az eltéré izoformadsszetétel miatt (F4. tablazat;
Veiga ¢s mtsai 2000; Radko és mtsai 2002). A gelek a klasszikus denaturdlo PAGE-nél
(Laemmli 1970) hasznalt lapoktdl eltéréen csupan minimalis mennyiségi SDS-t
tartalmaztak (0.75 g/l, Reanal), ez a detektalhatdo SOD aktivitast nem befolyasolta, mikdzben
az elvalasztas hatékonysaga jelentds mértékben fokozodott. A szuperoxid-dizmutaz
enzimcsalad tagjai stabilak, foként a CuZn prosztetikus csoportot tartalmazd izoenzimek:
viszonylag széles pH tartomanyban (5.8 — 9.0 pH) és egyes detergens kezelések (2% SDS
vagy 8.0 M urea) mellett is megdrzik aktivitasukat (Wojtek 1996, Lin és mtsai 2001).

18 A t5rzsoldatok Osszetételét az F6. és F7. tablazatok tartalmazzak.
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A MnSOD izoformak kevésbé toleransak, aktivitasukat 30 perc 2% SDS mellett torténd
inkubalas mar gatolja (Wojtek 1996).
A POD izoformékat 10%-0s homogén nativ PAGE*"*-sel vélasztottam el (F5. tablazat).

A gélkomponensek bemérési sorrendjiiknek megfeleléen az F4. és FS. tablazatokban
szerepelnek. Az oldatokat Osszemérés utan gazmentesitjiik vizlégszivattyaval, igy
kikiiszobolhetd az oxigén jelenléte altal okozott polimerizacid gatlas, buborékképzddés.
A 6 géllapot BioRad™ kadban ontdttem meg, a koncentrald gélt egy éjszakan at

szobahdmérsékleten hagytam polimerizalodni.

A elektroforézis soran alkalmazott puffereket a szeparald gélek trisz-glicin pufferének
4-szeres higitasaval allitjuk el6. A SOD mintak elvalasztasakor a kadpuffer a géllapok altal
kozrezart térben (— elektrodpuffer) 0.075% ("/v) SDS-t tartalmazott, a + elektrodpuffer
detergens mentes (a BioRad MINI PROTEAN 1I™ futtatokad kiils8 tere). POD izoenzimek
elvalasztasakor mindkét puffer SDS mentes.

A gélelektroforetogram kifejlesztése 8°C-on, allando fesziiltségen tortént: a gyiijtd gél
hataraig 80 V-on, a szeparalo gélbe 1épést kovetden SOD izoenzimek esetén 120 V-on, POD
izoenzimek elvalasztasakor 100 V-on. Az elektroforézis iranya a — polustol a + polus felé.
A mintdk elvalasztasa befejezddott, amikor a jelzéfesték (BRFK) a gélen végigfutott.
Az enzimpreparatumok parhuzamos vizsgalatdhoz a géllapokra a mintdk azonos

fehérjekoncentracioban keriiltek felvitelre.

4.3.3.2.1. AKktivitasi festés

A futtatast kovetden a géleket megfestettem. Az aktiv SOD izoformak negativ festést

kovetden, a POD izoformak pozitiv festéssel valnak lathatova.

Negativ festés soran az aktiv enzim izoformak a gélen homogén hattérben szintelen
savokként lathatdoak. A SOD gélek aktivitasi festése haromlépéses eljaras, mely a NBT
(nitro-blue-tetrazolium, Fluka) riboflavin jelenlétében torténd fotokémiai redukcidjan és

ennek gatlasan alapul (Beauchamp és Fridovich 1971, Dhindsa és mtsai 1981).

A harom festdoldatban egymast kovetéen inkubaljuk a géllapokat. Az I. festGoldat
tartalmazza a NBT-t, a II. oldat a riboflavint és a TEMED-et, mely vegyiiletek
bediffundalnak a géllapokba. Az inkubalasi idok betartasa fontos, hogy a fotoaktiv
molekuldk megfeleld aranyban maradjanak jelen, egyenletes és erds hattérszint érjiink el.
A TII. fest6oldat és a megyvilagitas a szinreakcié meginditasahoz sziikséges. Az intenziv fény

szerepe kozvetve a ROS generdlasdban van, melyek gyokképzodési reakciokban
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keletkeznek: a riboflavin az er6s megvilagitas hatasara leukoflavinna alakul at, és a TEMED
gyokképzodését indukalja. A NBT fotokémiai redukcidja soran formazan képzodik, s ez kék
szinl hatteret eredményez. Ahol a gélben aktiv SOD izoformak talalhatoak, ott a szuperoxid
anionok eliminalodnak, igy nem kdvetkezik be az elszinez6dés. A megfestédott géllapokrol
elontjik a III. festoldatot és Sorensen féle foszfat pufferben (pH=S8.04) taroljuk a
digitalizalasig (szkennelés). A fest6oldatok Osszetételét és az inkubalas idGtartamat az F8.

tablazat tartalmazza.

Az elvalasztott aktiv POD izoenzimek pozitiv festést koveten jelennek meg a
géllapokon. Pozitiv aktivitasi festésrél akkor beszéliink, amikor az aktiv izoformak szintelen
hattérben szines savokként rajzolodnak ki. A festddést kovetben a festdoldatot ledntjiik, és
ddH,0-be helyezziik a gélt a denzitometrids adatfeldolgozas megkezdéséig. A festGoldat

Osszetétele az F9. tablazatban szerepel.

4.3.3.2.2. Gélek kiértékelése

A megfestett géleket nagyfelbontas szkennerrel digitalizaltam (HP ScanJet®™ 7400C;
Hewlett-Packard, Palo Alto, California, USA). A denzitometralast és a denzitogrammok
kiértékelését Phoretix™ 1D programmal végeztem el (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon

Tyne, England).

4.3.4. O, és H,0, tartalom meghatarozasa

Az intra- és extramicélidlis H,O, és szuperoxid anion (O, ) mennyiségét fluoreszcens
modszerrel hataroztam meg. A hidrogénperoxidot 2',7'-diklorodihidrofluoreszcein diacetat, a
0," mennyiségét dihidroetidium hozzaadasaval tettem mérhetévé (Belinky és mtsai 2003).

A fluoreszcens indikatorok oldataibol a friss ‘nativ’ micélium-mintakhoz kiilon-kiilon
hozzamértem annyit, hogy a tapoldatokban 30 pM koncentracidban legyenek jelen.
A mintakat razoégépben (500 rpm) 37°C-on 30 percig inkubaltam (BIOSAN TS-100 Thermo
Shaker). Az inkubéciot kvetden a gombamintakat bidesztillalt vizzel atmostam, 5% (V/v)
TCA-val homogenizaltam, majd 20 percig jégben tartottam. A kivonatokat 20000 g-n,
4°C-on 15 percig centrifugaltam. A mintdkhoz tartozé tapoldatokat mérést megelézéen
20 percig jégen inkubaltam.

Az extramicélialis kozegben (inkubacios tapoldat) és a micélium kivonatokban képz6dd
2'7"-diklorofluoreszceint ¢és etidiumot FlouroMax-2 fluoreszcens spektrofotométerrel

mértem (FlouroMax-2 Jobin Yvon-Spex ISA Inc.). A 2',7"-diklorofluoreszcein excitacios és
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emisszidés hullamhosszai 520 nm és 590 nm, az etidium esetén 501 nm és 521 nm.
Az eredményeket RU»g ' protein egységben adtam meg (RU: relative unit, relativ egység).

A micélium eltérd O," ~ tartalmanak Osszehasonlitisdra a fenti, a szuperoxid anion
meghatarozasara nem specifikus modszert alkalmaztam, mely reakcidban els6 lépésben
2-OH-etidium, majd etidium képzédik (melléktermék) — a két termék excitacids és

emisszids spektruma hasonlé (Zhao és mtsai 2003, Georgiou és mtsai 2005).

4.3.5. A szaraz suly meghatirozasa
A szaraz suly adatokat 50°C, a sulyallandosag eléréséig szaritoszekrényben torténd
inkubalast kovetden regisztraltam. A ndvényi ¢és gombamintdk szaraz stlyanak

meghatarozasanal ugyanugy jartam el.

4.3.6. Malondialdehid tartalom meghatiarozasa

A novényi és gombamintak 0.10 grammjat 500 pl 0.1 %-os triklorecetsav (TCA) és
kvarchomok jelenlétében homogenizaltam. A mintakat a centrifugalasig (10000 g, 4°C,
10 perc) jégben tartottam.

A MDA a centrifugalas soran a feliiluszoba keriil, melyb6l 250 pl mennyiséget adunk
1.0 ml MDA reagenshez. A reakcioelegyet 100°C-on 30 percig inkubaljuk, ezt kdvetden az
oldatokat lehitjiikk, a mérést szobahémérsékleten végezziik. Inkubalashoz BIOSAN TS-100
Thermo Shaker-t hasznaltam.

A reagens 0.5 % ("/v) tiobarbitursavat (TBA) tartalmazo 20.0 %-os (V/v) TCA oldat
(a TBA maradéktalan feloldodasahoz az oldatot 50°C-on kevertetni kell 10-15 percig).
A reagensben feleslegben 1évé TBA savas kozegben a kivonatokban jelenlévéd MDA-del
reagal, sargas-voroses kromogén képzddik. A szines végtermék 532 nm-nél elnyelési
maximummal rendelkezik (Placer és mtsai 1966).

A méréseket Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS spektrofotométeren (Perkin Elmer,
Shelton, CT 06484 USA) végeztem. Az 532 nm-nél kapott abszorbanciaértékeket a 600 nm-
en mért elnyeléssel és egy csak a kinyerdpuffert és reagenst tartalmazd ,,vak” mérési
adataival korrigaltam. A 600 nm-en mért abszorbancia-korrekcio azért sziikséges, mert ezen
a hullamhosszon van a fényszorast okozo lebegd szennyezések elnyelési maximuma (Heath
¢és Packer 1968; Gossett és mtsai 1994; Gonzalez és mtsai 1996). A kromogén molaris
extinkcios koefficiense (6=156000 Mem™). A MDA tartalmat nmol/g friss illetve szaraz

suly egységekben adtam meg.
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4.3.7. Klorofill tartalom meghatarozasa

A fotoszintetizald ndvényi mintdk Chl tartalmat spektrofotometrids modszerrel
hataroztam meg (Porra és mtsai 1989, Porra 2002). A mintdkat 100-szoros térfogat 80%-os
acetonban homogenizaltam, 10000 g-vel, 4°C-on, 3 percig centrifugaltam (a mintakat a
meghatarozas folyaman végig sotétben tartjuk).

A felilliszo Chl tartalmanak meghatarozasahoz 646.6 nm ¢és 663.6 nm-en, a
fényszorasbol eredd artefaktum kikiiszobolésére 730 nm és 800 nm-en megmértem az
abszorbanciat, mely értékek alapjan a mennyiségek az alabbi egyenletek segitségével
szamolhatoak:

Chl, (ng/ml) = 12.25%Age3.6— 2.55%Asa6.6
Chlp (ng/ml) =20.31%Ags6.6— 4.91%Acs3 6
Chl, + Chly, (ng/ml) = 17.76*Agss6 + 7.34* Ase3.6

A = abszorpcid az indexben jelzett hulliamhosszon mérve.

A méréseket Shimadzu UV-2101PC, Tokio, Japan és Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS

spektrofotométereken végeztem. A Chl tartalmat pg/g protein egységben adtam meg.

4.3.8. Ossz-karotinoid tartalom meghatarozisa

A Chl tartalom meghatdrozasa mellett - a biotikus stressz hatdsanak vizsgalatdban - a
levelek Ossz-karotinoid tartalmat is meghataroztam spektrofotometrias méodszerrel (Perkin
Elmer Lambda 25 UV/VIS). A mintakat hideg 80%-o0s acetonban homogenizaltam (0.1 g
szovet/5.0 ml 80%-os aceton), majd 8800 g-n, 4°C-on, 10 percig centrifugaltam.
A feliiluszok abszorbanciajat 663.6 nm, 646.6 nm és 470 nm hullamhosszokon mértem.
Az 6ssz-karotinoid tartalmat egységnyi fehérjemennyiségre vonatkoztattam (ug/g protein).

Az Ossz-karotinoid tartalmat Arnon (1949) szerint, Lichtenthaler és Wellburn (1983)

modositasat figyelembe véve hataroztam meg a kovetkezd sszefliggés alkalmazasaval:

karotinoid tartalom (pg/ml) = [1000* A4z — (3.27*Chl,) — (104*Chly,)]/227

A = abszorpcid az indexben jelzett hullimhosszon mérve.

4.3.9. Antocian tartalom meghatarozasa

A T. urticae biotikus stresszor hatasainak vizsgalataban a fertézés elérehaladtaval a
levelek antocian tartalma jelentés mértékben valtozott. Az antocian tartalmat Sims ¢és
Gamon (2002) szerint mértem. A levélmintdk 0.1 grammjat 10-szeres térfogat 79:20:1

aranyt metanol:ddH,O: HCI eleggyel homogenizaltam.
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A centrifugalasig (10000 g, 4°C, 10 perc) az extraktumokat jégen és sotétben tartottam.
Az antocianokat tartalmazo feliiliszo abszorbanciajat Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS
spektrofotométer segitségével detektaltam 529 nm ¢és 650 nm hullamhosszokon.
A mennyiségeket a kovetkez6 egyenldség szerint és a Lambert-Beer torvény alkalmazasaval
[A=gcl, £=300001mol ' cm™] szamolhatjuk:
Antocian korrigalt abszorbancia = Asyg — (0.228 * Agso)

A = abszorpcié az indexben jelzett hullamhosszon mérve.

A levelek antocian tartalmat pmol/g protein egységekben adtam meg.

4.3.10. Gliikoz és trehal6z tartalom meghatarozasa

4.3.10.1. Mintak el6készitése

A glikéz és trehaléz tartalom vizsgalatahoz a Morchella steppicola mintakat
dorzsmozsarban kvarchomok jelenlétében haromszoros térfogat 80 %-os etanollal
homogenizaltam, és Eppendorf edényekbe gytjtottem. A mintakat 10°C-on, 5000 g-n,

15 percig centrifugaltam. A feliilusz6 tartalmazza a mono- és diszacharidokat.

4.3.10.2. Vékonyréteg kromatografia

A szilard allofazisi vékonyréteg kromatografia (TLC/VRK) nagyteljesitményi
valtozatat (HPTLC) hasznaltam a mintak szénhidrat tartalmanak elvalasztasahoz. A HPTLC
technolégiaban specialis szorbenseket alkalmaznak (a HPLC fejlesztése soran tokéletesitett
allo fazis), ezek eredményeképpen a rétegek felbontdsa, az elvalasztas hatékonysaga
megnoétt, és a kifejlesztés ideje lecsokkent. Az elvalasztas hatékonysagat tovabb fokozza
még a gylijtd-zona kifejlesztése és alkalmazésa is.

A mono- és diszacharidok elvalasztasaban a szilikagél hordozo hasznalata altalanosan
elterjedt. Amorf, nagy felileti anyag, eléallitasa viziiveg kolloid oldatbdl torténik
kicsapassal. A szilikagél szamos elonyds tulajdonsaggal rendelkezé szorbens:
szemcsemérete konnyen és tag hatarok kozott valtoztathato, vegyi behatasokkal, és a magas
homérséklettel szemben nagymértékben ellenalld. A kifejlesztett réteg elohivasakor nem 1ép
kolcsonhatasba az altalunk alkalmazott meglehetésen agressziv el6hivo reagenssel
(modositott Antron® reagnes).

A kromatogrammok Ry értékei alapjan — standard cukoroldatok egyiittes felvitelével —
az egyes foltok azonosithatoak, denzitometralast kovetéen a komponensek mennyisége kelld

pontossaggal meghatarozhato.
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az adott komponens tavolsaga a starttol

Rf:

az eluens front tavolsaga a starttol

Az R; dimenzi6 nélkiili szamérték.

A kromatogrammot normal légkori nyomason és szobahdmérsékleten, eluensként
n-propanol és viz 85:15 aranyu elegyét alkalmazva fejlesztettem ki. A rétegek futtatokadba
helyezését megel6zéen a gazteret 10 percen at telitettem az eluens gdzeivel (mindségi
elvalasztas, reprodukalhatosag). 20.0 x 10.0 cm HPTLC (60 F,ss, MERCK, Whitehouse
Station, New Jersey, USA) rétegeket hasznaltam. A mintdk elvalasztasa soran polaritas-
gradiens elucié zajlik, olddszerfrontok alakulnak ki, az eluens poldrosabb komponensei
haladnak eldl.

4.3.10.3. A kifejlesztett kromatogram el6hivasa és kiértékelése

A futtatast kovetoen a rétegeket elszivofiilke alatt tartottam a teljesen 1égszaraz allapot
eléréséig; homogén csontfehér szin jelzi. A kromatogramm el6hivasahoz sajat modositast

Antron® reagenst hasznaltam. A reagens térzsoldata 10.00 ml cc. HSO4-ban oldott 20.0 mg

®

Antron~ (Reanal), melybdl 8-szoros higitast (ddH,O) kovetéen 10.00 ml mennyiséget
egyenletesen porlasztottam a réteg felszinére, majd 90°C-on, 20 percig szaritészekrényben
tartottam.

A Kkifejlesztett és el6hivott kromatogramokat digitalizaltam (HP ScanJet® 7400C;
Hewlett-Packard, Palo Alto, California, USA). A kvalitativ és kvantitativ analizishez
(denzitogrammok  kiértékelése) Phoretix™ 1D programot alkalmaztam (Nonlinear
Dynamics, Newcastle upon Tyne, England). A mennyiségi meghatdrozashoz ismert
koncentracioji standard mintakbol 2.0-2.0 pl-t vittem fel a réteglapokra (standard
torzsoldatok: 5.0 mM, 10.0 mM ¢és 15.0 mM). A mintak felvitele 0.5 pl-es térfogat-

egységenkeént tortént.

4.3.11. Genomi DNS kivonasa

A teljes genomi DNS kivonasat Gawel és Jarret (1991) modszere alapjan végeztem el.
Az extrakciohoz fiatal, egészséges novényi és gomba anyagokat hasznaltam fel.

100 mg mintat 300 pl 65°C-ra felmelegitett CTAB lizis pufferrel (100 mM Trisz-HCl
[pH 8.00], 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA [pH 8.00], 2.0 % ("/v) CTAB és 0.2% ("/v) merkapto-
etanol) kvarchomok jelenlétében homogenizaltam. A merkapto-ctanolt kozvetleniil a

felhasznalast megelézden adjuk a DNS kinyerd pufferhez.
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A mintak feltartasa soran 2 ora 65°C-os inkubalast alkalmaztam (BIOSAN TS-100
Thermo Shaker), kdzben 15 percenként az extraktumokat vortex-el atkevertem (BIOSAN
BioVortex V1). Ezt kdvetden az RNS szennyezddést 1.0 ul 10 pg/ml RNaz hozzaadasaval,
37°C-on 30 perc inkubalassal csokkentettem le. A homogenatumokat szobahdmérsékleten
centrifugaltam (1500 rpm, 1 perc; SIGMA 1-15), a feliluszot Gj Eppendorf edényekbe
ontottem at. A mintakhoz 300 pl kloroform : izoamil-alkohol (24:1) elegyet adtam, a
mintakat erételjesen Osszekevertem vortex-el és 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltam.
A mintakat szobahdmérsékleten centrifugaltam (6500 g, 10 perc), majd a DNS-t tartalmazo
felsé vizes fazisbol ~200 pl-t atpipettaztam uj Eppendorf edényekbe, vigyazva, hogy az
interfészbdl ne keriiljon bele szennyezddés. A DNS kicsapasahoz 200 pl jéghideg (-20°C)
izopropanolt adtam a mintdkhoz, mindet kézzel alaposan és egyben Ovatosan atkevertem,
majd ezt egy ¢jszakan at tartd -20°C-os inkubalas kovette. A kicsapodott genomi DNS-t
centrifugalassal (10000 g, 10 perc) dsszegyijtottem, a feliiliszot elontdttem. A csapadékot
harom izben mostam 500 pl 70%-os etanol hozzaadasaval és a pellet dvatos felkeverésével.
Minden tisztitasi 1épést kdvetéen 6500 g-n 5 percig szobahdmérsékleten centrifugaltam a
mintdkat. A harmadik mosasi 1épés utan az etanol elontését kovetéen az Eppendorfokat
szajukkal lefelé¢ forditva papirvattara helyeztem, a megtisztitott DNS pelletet levegdén
szaritottam (cca. 20 perc). A DNS csapadékot 100 pl steril nukleaz-mentes desztillalt vizzel
szuszpendaltam, a folyamatot el6segitettem néhany perc 50°C-os inkubalassal.

A mintak 0ssz-DNS mennyiségét spektrofotometriai modszerrel hataroztam meg, 260 és
280 nm hullamhosszokon mérve az elnyelésiiket. A kinyert DNS mennyiségérél az Axeo
értéke, tisztasagardl az Ajq/Azso arany alapjan kapunk informaciot. Az Azeo/Azgo arany a
DNS tisztasagaval aranyos dimenzié nélkiili szam. A polimeraz lancreakciohoz (polymerase
chain reaction, PCR) 1.8-2.0 arany jelent megfeleld tisztasagi DNS preparatumot.

A = abszorpcié az indexben jelzett hullimhosszon mérve.
A mintak DNS koncentraciojat meghataroztam és ennek ismeretében a PCR reakciohoz

sziikséges adagokban -20°C-on taroltam.

4.3.12. Primer tervezés

A vizsgalt gomba és novényfajok trehaloz-6-foszfat szintdz és trehalaz génjeinek
azonositasahoz sajat primerek tervezése sziikséges. A trehaloz anyagesere kulcsenzimeinek
adatbazisokban (NCBI, EMBL-EBI) tarolt DNS ¢és fehérje szekvenciait elemeztem, kiilonds

tekintettel a mintakkal kozelebbi rokonsagi korbe tartozo fajok ismert szekvenciait.
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Az elemzések alapjan a fehérje és DNS szekvenciak illesztése a primer tervezéshez
megfeleld eredményt adott: az ismeretlen gének kereséséhez a szekvencidkban azonositott
konzervativ motivumok alapjan lehetséges degeneralt oligonukleotidok tervezése.

A degeneralt primerek megalkotasaban egyrészt a CODEHOP (consensus-degenerate
hybrid oligonucleotide primers) programot alkalmaztam, mely segitségével a célunknak
megfeleld lehetséges hibrid degeneralt oligonukleotidokhoz jutunk. Az online alkalmazas
alapbeallitasainak nagy részét megtartottam, a kodon hasznalati tablazatbol az aktualis
tervezésnek megfelelét valasztottam.

A CODEHOP programmal tervezett degeneralt primerek csak a ndvényi mintak
esetében miikddtek hatékonyan, ezért a vizsgalt gomba mintakhoz taxonomiailag kozelallo
fajokbol leirt trehaldz-6-foszfat szintaz és trehalaz fehérje és DNS szekvenciakat ClustalW2
(EMBL-EBI) szekvenciailleszté programmal illesztettem, aminek eredményeképpen tobb
nagymértékben konzervativ motivumot azonositottam, ezeket hasznaltam fel degeneralt
oligonukleotid tervezéshez (Larkin és mtsai 2007).

A tervezett és eredményesen mitkodé primerek a 9. tablazatban szerepelnek.

Primer megnevezése Primer szekvencidja 5’—> 3’ iranyban
PeTSFo, TGGTWYGGHTGGCC

PeTSRer AGVACNAYYTTGCC

PeNTFo; TDTAYGGVTGGG

PeNTRe; TGCTGHGGHGCCC

PTScFo; TGGCTAGCGGCCGAAMAYGGNATGTT
PTScRe;” CCCAGGAAGTGACCAATACAGARNACRWARTC

9. tablazat CODEHOP programmal* és kézzel tervezett oligonukleotidok

trehal6z-6-foszfat szintaz (TS) és neutralis trehalaz (NT) gének kereséséhez.

4.3.13. PCR

A DNS preparatumok koncentraciéjat meghataroztam és a polimeraz lancreakcionak
megfelelé optimalis mennyiségekben a felhasznalasig eltaroltam (4.3.11. alfejezet).

BioCycler TC-S (BIOSAN) késziiléket hasznaltam az amplifikacidhoz, amely 25 db
(0.2 ml-es csd) illetve 16 db (0.5 ml-es cs6) minta férdhellyel rendelkezik.

A PCR reakcidelegyek térfogatat a teszt-fazisban 25 pl-, az eredményes amplifikaciot
kovetden 50 pl-nek valasztottam.
A nagyobb mennyiségben jelenlévd termék megkonnyiti a fragmentek visszaizolalasat.

A reakcidelegyek Osszetételét a 10. tablazat tartalmazza.
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Reakcidelegy Master mix*

osszetétele (ul) osszetétele (ul)
Puffer 10x 5.00 50.0
MgCl, 25.0 mM 5.00 50.0
dNTP mix 2.0 mM** 5.00 50.0
Primer 10.0 pM 1.00 10.0
Primer , 10.0 uM 1.00 10.0
Steril ultratiszta viz 7.75 77.5
DNS templat oldat*** 25.00 --
Taq polimeraz**** 5 U/ ul 0.25 2.5

10. tablazat PCR reakcioelegyek dsszetétele 50 ul végtérfogatban és a master mix.

A komponensek megnevezése mellett szerepel a torzsoldataik koncentracioja.
*A master mix dsszeallitdst 10 mintara vonatkozéan adtam meg. **A dNTP mix 2.0 mM
mind a 4 komponensre nézve. ¥***A DNS templat mennyisége a kiindulasi koncentracid
fiiggvénye. A térfogatot steril ultratiszta vizzel egészitjiik ki 25 pl-re. ***%*GoTaq” polimerdz
(Promega Corporation, Madison, WI USA).

A reakcidelegy dsszemérésekor a PCR csovekbe a DNS templatot mértem be elsdnek —
a térfogatot 25 pl-re kiegészitettem steril ultratiszta vizzel (Milli-Q), majd a master mixet
(az aktualis mintaszamnak megfeleléen) készitettem el, a Taq polimeraz enzim nélkiil.
A master mix az amplifikaciohoz biztositja a megfeleld reakcio-koriilményeket, amely
paraméterek koziil az egyik legfontosabb a Mg®" koncentraciéja — ami jelen esetben 2.5 mM
végsd koncentracioban megfelelonek bizonyult. A polimeraz enzimet kozvetleniil a mintak
PCR késziilekbe helyezését megelézéen mértem a master mixhez, alaposan elkevertem

(vortex) ¢és 25-25 pl mennyiségeket pipettaztam az egyes PCR csdvekbe.

L. 1L 11 Iv.
95°C 95°C
5 perc
72°C
10 perc
30 mp
4°C
36 ciklus 00

20. abra A polimerdaz lancreakcioban alkalmazott beallitasok (homérséklet,
idétartam). Az L-IV. romai szamok az amplifikacio egyes szakaszait jelolik. Az I. az
elozetes denaturacio, a I1. az ismétlddé 1épéseket jeloli, melyek a denaturacié (95°C),
primerek kotddése (50-55°C) és a szintézis (72°C). A III. a lanchosszabbitas szakasza.
ATV. a kész mintak eltartasa 4°C-on.
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A PCR reakcié négy szakaszbol tevodik 0ssze (20. abra). Az 1. szakaszban a GoTaq
polimeraz enzim aktivalasa ¢s a genomi DNS nagyfoki denaturacidja zajlik 95°C-on
S percig. A 1II. szakaszban torténik az amplifikacid, eredményes esetben a GOI (gene of
interest, keresett gén) felszaporitdsa. A primerek olvadasi hémérsékletétél és a PCR
optimalizalas eredményétdl fiiggben az oligonukleotidok ko6tédési homérséklete valtozod
(50-55°C). A lanchosszabbitas idétartamat a vart termék mérete hatarozza meg az 1 kb/1
perc (kb=1000 bp) tapasztalati dsszefiiggés alapjan. A III. szakasz a reakcidelegyben jelen

1év6 amplikonok szalszintézisének befejezését szolgalja.

A befejezdott PCR-t kovetéen a mintakat rovid ideig 4°C-on, hosszabb tdvon -20°C-on
taroltam. Az amplifikacié eredményességét 1.0 %-os ("/v) agaréz gélen teszteltem (100 V,
20 perc). A mintak 5 pl mennyiségéhez 1 pl jelzéfestéket adtam (6xLoading Dye Solution,
Fermentas Canada Inc., 830 Harrington Court, Burlington Ontario), pipettaval atkevertem és
az agar6z gél mintafelviteli zsebeibe juttattam.

A fragmentek izolalasakor is 1.0%-0s agar6z gélben futtattam a PCR termékeket, am
ekkor a teljes mintamennyiséget gélre vittem. A DNS fragmentek 100 V fesziiltségen
20 percig vandoroltak a gélben.

Az agardz gélelektroforézist Embi Tec RunOne™ tipust futtaté rendszerben végeztem
(EmbiTec RunOne™ Electrophoresis System, EmbiTec San Diego, CA USA). Az IXTAE*?
az elektroforézis puffere, futtatdo puffer és az agar6z gél komponense egyarant. A TAE
(trisz-acetat-EDTA) altalanosan hasznalt puffer a nukleinsavak agar6z gélelektroforézisében
(Ogden és Adams 1987, Sambrook és mtsai 1989). Az 50xTAE torzsoldat™" 242.0 g trisz
bazist, 57.10 ml jégecetet és 18.60 g EDTA-t tartalmaz 1.0 liter végtérfogatban.

A kifejlesztett elektroforetogrammok kiértékeléséhez az agaroz géleket a DNS
kimutatasdra hasznalt etidium-bromid tartalmi fest6oldatba™**helyeztem (100 ml
festéoldathoz 12.0 pl 0.5 mg/ml torzsoldat), melynek hatasara a DNS fragmentek UV
fényben lathatova valnak. Az amplikonok méretét és mennyiségét #SMO0333 DNS létra
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas Canada Inc., Burlington Ontario, Canada)
egylittes  futtatasaval UV-asztalon ellendriztem (TFP-M/WL, Vilber Lourmat
Deutschland GmbH, D-88436 Eberhardzell, Germany) illetve UV-kabinban (Multi Image
Light Cabinet, Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA USA) készitett fotok alapjan
hataroztam meg. Az UV-kabinban CCD-kameraval (RTE/CCD-1300-Y/HS Microscop,

B9 50xTAE — 50-szer tsmény torzsoldat; 1xTAE — az agaréz gélelektroforézishez alkalmazott higitott puffer.

H120 A7 etidium-bromid és az UV egészségre karos tulajdonsagai miatt védéfelszerelés hasznalata sziikséges.
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Princeton Instruments), 595 + 50 nm-en ateresztd interferenciasziirét alkalmazva,
WinView/32 kameravezérld program (Princeton Instruments, Trenton, NJ USA)
segitségével készitettem fotokat. A kvalitativ és kvantitativ analizishez a Phoretix™ 1D

programot hasznaltam (Nonlinear Dynamics).

4.3.14. Fragment izolalas, szekvenalas

Az agar6z gélben lathato fragmentek koziil a vart mérettartomanyba tartozokat a gélbol
visszaizolaltam Promega Wizard® kit segitségével (SV Gel and PCR clean-up system,
Promega Corporation, Madison, WI USA), a hasznalati itmutatoban szerepld utasitasok

szerint. Az izolalt fragmenteket steril, nukledz-mentes ultratiszta vizben vettem fel.

A fragmentek szekvencidjat két féle moédon hatdroztam meg. Kezdetben a megfeleld
tisztasagli és koncentracidji fragmenteket elkiildtem az SZBK munkatarsainak (MTA
Szegedi Biologiai Kozpont, DNS Szekvenaldo Laboratorium), akik elvégezték a kozvetlen
szekvenalast és az eredményt elektronikusan kiildték vissza Chromas programmal (Chromas
Lite 2.01, Technelysium Pty Ltd, Tewantin QLD 4565) olvashaté kromatogram formajaban.
A késébbiekben sajat magam végeztem a direkt szekvenalast BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit alkalmazasaval (Applied Biosystems, Foster City, CA USA).

A szekvenal6 reakcioelegy Osszetételét a 11. tablazat tartalmazza.

Bemérési mennyiségek
BigDye® 2.0 pl
Higitd puffer 5x 4.0 ul
Primer 1.0 uM 3.2 ul
DNS fragment x pl
Milli-Q (steril) [20-(9.2+x)]*

11. tablazat A direkt szekvenalashoz hasznalt reakcioelegy
Osszetétele. *4 reakcidelegy végtérfogata 20.0 ul. A steril Milli-Q
bemérési mennyisége a DNS fragment koncentraciojatol és igy
bemeérési térfogatatol fiiggden alakul.
A szekvenalo reakciot az Applied Biosystems 3.1 verzidhoz mellékelt protokoll alapjan
végeztem el. A szekvenald csomag az Osszes sziikséges komponenst tartalmazza: modositott
Taq DNS-polimeraz enzimet, dNTP és fluoreszcensen jelolt ddNTP nukleotidok keverékét,

¢és a higito puffert. A szekvenalo reakcid folyamatat a 21. abra szemlélteti.
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96°C
10 mp 60°C
50°C 4 perc
20 mp 4°C
28 ciklus ©

21. abra A szekvenalo reakcié folyamata a beallitott koriilményekkel
(hdmérséklet, idtartam). Az L.-IV. romai szamok az egyes szakaszokat
jelolik. Az I. a denaturécio, a II. a primerkétés (50°C) a III. a szintézis
szakasza. A 28 ciklus kezdetét megel6z6en volt egy 1 perces denaturacio

96°C-on. A IV. a reakcidelegy eltartiasa 4°C-on.

A szekvenald reakcioban szintetizalodott fluoreszcensen jelolt DNS-t a leolvasast
megeldzden tisztitottam. Elsé 1épésben 55 pl 96%-os etanollal 1.5 ml-es Eppendorf edénybe
atmostam a PCR csé tartalmat, hozzaadtam 2.0 pl 2.0 M natrium-acetatot (pH 4.6-5.6) és
0.5 ul 0.5 M EDTA oldatot (pH 8.0), majd szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltam.
A kicsapodott DNS-t centrifugaltam (20000 g, 4°C, 30 perc). A feliliiszot elontéttem, a
csapadékot kétszer mostam 500-500 pl 70%-os etanollal. Az alkohol hozzaadasa utan a
mintakat atkevertem (vortex). A tisztitasi lépések kozott 15 percig 20000 g-n centrifugaltam.
A masodik mosast kovetd centrifugalas utan az alkohol elontését kovetéen az Eppendorf
csoveket allitva szaritoszekrényben 37°C homérsékletre helyeztem, a csapadékot ~20 perc
alatt kiszaritottam. A mintakat ebben az allapotban kiildtem el az SZBK DNS szekvenalo
laboratoriumaba, ahol a kapillaris gélelektroforézist ABI Prism 3100 Genetic Analyser
késziilékben  (Applied Biosystems) végezték el. A  leolvasott szekvencidkat

(kromatogrammok) elektronikusan, a fentebb leirt formaban kaptam meg.

4.3.15. Szekvenciak ellendrzése, analizise

A kapillaris gélelktroforézis eredményeképpen kapott kromatogramokat a Chromas
programmal (Chromas Lite 2.01, Technelysium Pty Ltd) megjelenitettem, a beolvasott
szekvenciakat ellenériztem. Kedvezd esetben az adott szekvencia 5° és 3’ iranybdl is
rendelkezésemre allt, ekkor a paralell eredményeket Osszevetettem, ezzel elésegitve a
nagyobb pontossagot.

A szekvenciak analizise soran a nemzetkozi adatbazisokban (GenBank [NCBI], EMBL)
lekozolt, ismert trehaléoz anyagcsere-gének ¢és az ellendrzott szekvencidk kozotti

hasonlosagot a BlastN 2.2.25 programmal kerestem (Altschul és mtsai 1990, Zhang és mtsai
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2000). A DNS-szekvenciak kozotti egyez6ség meghatarozasahoz ClustalW2 programmal
végeztem pontos illesztéseket (Thompson és mtsai 1994, Lopez és Lloyd 1997, Larkin és
mtsai 2007).

A doktori munkam sordan szamos online adatbazist és alkalmazast hasznaltam fel,

melyek koziil a jelentdsebbeket a Fiiggelek F10. tablazataban foglaltam dssze.

4.3.16.  Statisztika és grafikus abrazolas

A kisérleteket 3 egymastol fuggetlen alkalommal végeztem el. Minden kisérleti
Osszedllitasban 3 illetve 5 parhuzamos mintat dolgoztam fel méréstipusonként.
A parhuzamos mérések valamint a harom fiiggetlen kisérlet soran nyert adatokat
statisztikailag elemeztem (ANOVA), az eredményeket atlagoltam, az adathalmaz szorasat
feltiintettem (SD). Az egyes mintatipusok egymastol vald szignifikans eltérését Student
t-probaval hataroztam meg, p < 0.05 statisztikai szignifikanciaszint figyelembevételével.
A statisztikai adatelemzést és a grafikus megjelenitést Microsoft Office Excel™ 2007
(Microsoft, USA) és Origin™ 5.0 szoftver hasznalataval végeztem el (Microcal Software

Incorporated, Northampton, USA).

4.3.17.  Digitilis képfeldolgozas

A géleket nagyfelbontasti szkennerrel digitalizaltam (HP ScanJet®™ 7400C; Hewlett-
Packard, Palo Alto, California, USA). A digitalis fotokat Lumix™ DMC-LZ5 (Panasonic,
Tokyo, Japan) és Sony DSC-H10 (Sony Corporation, 1-7-1 Konan, Minato-ku, Tokyo 108-
0075, Japan) digitalis kamerakkal készitettem.

A képfeldolgozas soran Adobe Photoshop® 8.0 (Adobe, San Jose, California, USA)

programot alkalmaztam.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

I.  Morchella fajok vizsgalata

5.1. Trehaléz anyagcsere vizsgalatok Morchella steppicola vegetativ
életciklusaban

5.1.1. Oxidativ stressz kitartoképlet indukal6 hatasanak vizsgalata

A Morchella steppicola alkalmazkodasa a szarazabb ¢l6helyekhez a tobbi
kucsmagomba fajjal dsszehasonlitva figyelemremélto, e kivételes sajatsaganak és a Karpat
medencére kiterjedd endemizmusanak kdszonhetéen esett a valasztasom erre a fajra, igy lett
objektuma a Morchella fajok életciklusanak részletesebb megismerését célzod
kisérletsorozatnak. Vizsgalataim fokuszaba az életciklus vegetativ micélidlis- és PS képzés
szakasza keriilt, az ¢lettani paraméterek valtozasainak kovetésével a kitartoképletek
megjelenésének koriilményeit deritettem fel.

Volk és munkatarsa egy kucsmagomba faj, a Morchella crassipes (Vent.)Pers. esetében
a tapanyaghianyt és a mechanikai gatlast emliti, mint f6 indukcios tényezdket (Volk és
Leonard 1989b). Ennck ismeretében terveztem kisérletet M. steppicola PS képzés
indukcidjanak vizsgalatara, stresszhelyzetet tapanyagmegvonassal (tapkézeg malata-

tartalmanak valtoztatasaval) idéztem el6.

A malata tartalmukban eltérd taptalajokon nétt micélium szarazanyagtartalma optimum
gorbe szerint alakult, maximum értékek a 10 napos tenyészetekben 3.75 g/, 15 nap nevelést
kovetden 2.50 g/l malata tartalom mellett mutatkoztak (22. dbra). A 15 napos micéliumban
mért maximum egyben az dsszes mintatipus szarazanyagtartalmat tekintve is a legmagasabb
érték (22. abra).

A 10. és 15. napon a 3.75 g/l malata tartalmi taptalajokon nevelkedett micélium
szarazanyagtartalma nem tért el szignifikansan egymastol, ez a taptalajosszetétel az elsd
10 napban fokozottabb szervesanyag produkcidt biztositott, mint a 2.50 g/l malata

koncentracio (22. abra).

A 10 napos tenyészetekben az 1.25 — 5.00 g/l malata tartalmu taptalajokon nétt
micélium MDA tartalma jelentds mértékben meghaladta a 15 napos mintdkban
meghatarozott értékeket (23. abra). A 10. napon 2.50 és 3.75 g/l malata tartalom mellett, mig

a 15 napos tenyészetekben a 0.00 g/l koncentracional maximalis a MDA tartalom (23. abra).
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Taptalaj malata tartalma (g/l)
22. dbra M. steppicola vegetativ micélium
szarazanyagtartalmanak alakulasa a taptalaj
maléta tartalmanak fiiggvényében. 4 szaggatott
vonalak a kontroll tenyészetekre (5.00 g/l malata
tartalom) jellemzé atlagértékeket jelolik. A t-proba

Taptalaj malata tartalma (g/l)

23. abra M. steppicola vegetativ micélium
MDA tartalmanak valtozasa a taptalaj malata
tartalmanak fliggvényében. 4 szaggatott vonalak
az 5.00 g/l malata tartalom mellett nevelkedett
(kontroll) tenyészetekben mért értékeket jelolik.

alapjan  a  kontroll ~ értékekhez  viszonyitott A t-proba alapjan a kontroll értékekhez viszonyitott

szignifikans kiilonbségeket (ty,0s) *—gal Jeloltem. szignifikans kiilonbségeket (tys) *—gal Jeloltem.
Kék nyilak jelolik a két adatsor azon adatait, Kék és piros csillagokkal jeloltem azokat az egy
melyek kozott nincs szignifikans kiilonbség. adatsorhoz tartozé pontokat, melyek kozott nincs

szignifikans kiilonbség.

Az 1.25 és 0.00 g/l malata tartalom mellett a micéliumot vékonyabb falu hifak alkotjak,
kevesebb elagazassal, mint a tapanyagellatottsag szempontjabol dusabb taptalajokon
(2.50 — 5.00 g/1) lathato stirti elagazodasi mintazat. Az elagazasok szama a hifak tapanyag-
bévelkedd

kornyezetben a micélium igy képes a leheté legnagyobb mértékben kihasznalni ndvekedési

ellatottsagaval pozitiv korrelacioban van, hasznosithatd forrasokban

lehetéségeit™?!.

A szarazanyagtartalom és a MDA tartalom alakuldsa egyarant jellemzi a micélium
¢élettani folyamatait. A tenyészetek koraval és a PS képzés soran a nedvességtartalom
csokken, a trofikus novekedés leallasat kovetéen a hifak az idiofazisba 1épnek, ekkor
strukturalis és fiziologias valtozasokon mennek keresztiil: faluk megvastagszik,
pigmentaltsaguk fokozodik, a tapanyagok raktarozasa és a PS képzés keril eldtérbe.
A PS képzés soran a tenyészetekben ROS akkumulacidja figyelheté meg a mitokondrialis

elektrontranszport lanc intenziv mikodésének melléktermékeként, melyek eliminalasa

B0 A felvett ionok és a gliikoz megndvelik a citoplazma ozmotikus potencidljat, ennek kivetkeztében fokozodik a
turgornyomas, mely fontos szerepet t6lt be a hifa vizfelvételében, szallitasi- és ndvekedési folyamataiban. Amikor a
sejtfalanyagokat szallito Golgi-vezikulumok mennyisége kritikus értéket ér el, az apikalis rész felé haladva
feltorlodnak, ezeken a helyeken a hifa falan keresztiil H bearamlas indul meg, kijelolve az 0j hifacsucs helyét, és
elagazas jon létre.
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esszencialis az ¢l organizmus szamara, mivel a sejtekben kiilonbozé mértékil
esetben sejthalalt idéznek elé (Wang és mtsai 2001). Az akkumulalédott ROS jelentds

mértéki lipidperoxidaciot okoznak: a folyamat indikatormolekuldja a MDA.

A 10 napos tenyészetekben szignifikans eltérés figyelhet6 meg a mitokondrialis
lokalizaci6ja  MnSOD izoformak aktivitdsaban, 3.75 g/l maldta tartalom melletti
maximummal (24.A. abra). A 3.75 és 2.50 g/l malata tartalom érettebb és PS képzés
kezdetén 1évé micéliumot eredményezett a 10. napra, ezzel parhuzamosan a MnSOD
izoformak aktivitasa fokozodott (24.A. abra). A dontéen citoplazmatikus CuZnSOD
izoformak aktivitasa kiegyenlitett, a tapanyagban szegényebb taptalajokon nevelkedett

micéliumban mindenhol a kontroll értéknél alacsonyabb aktivitas tapasztalhato (24.A. abra).

A MnSOD | B
v7j CuZnSOD
3,0x10°q y 3,0x10°
2,5x10° 2,5x10°
* *
2,0x10° 2,0x10°1 *

1,5x10° 1,5%10°

SOD enzimaktivitas
(denzitas)

SOD enzimaktivitas
(denzitas)

1,0x10° 1,0x10°

5,0x10° 5,0x10°

0,04

0,0 )
5.00

2 A
0.00 1.25 2.50 3.75
Taptalaj malata tartalma (g/l) Taptalaj malatatartalma (g/l)

24. abra M. steppicola vegetativ micélium SOD izoenzim aktivitasanak alakulasa 10 nap (A)
és 15 nap (B) nevelést kovetden a taptalaj malata tartalmanak fiiggvényében. 4 t-préba alapjan a

kontroll értékekhez (5.00 g/l malata tartalom) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket (ty.s) *—gal
Jeloltem. Szines (kék és piros) csillagokkal jeloltem azokat a egy adatsorhoz tartozo pontokat, kék
nyilakkal a két adatsor azon pontjait, melyek kozott nines szignifikans kiilonbség.

A 15. napon a 2.50 — 5.00 g/l malata tartalmi agarlemezeken nétt tenyészetekben
csokkend SOD enzimaktivitas figyelheté meg (24.B. abra). A micélium a nyugalmi allapot
felé tart: a PS képletek érése dominal, egyre né a PSM aranya. Az 1.25 g/l malata tartalom
mellett megfigyelheté CuZnSOD aktivitasi maximum jelzi a stressz hatdsanak atterjedését a
citoplazmara (24.B. ébra).

A SOD izoformak aktivitasvaltozasanak eredményei 6sszhangban allnak azzal, hogy a
ROS dontéen a mitokondriumokban képzédnek az energiaigényes folyamatok, ugymint

példaul a PS képzés soran.
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Az Osszesitett SOD aktivitas grafikonjan jol lathato, hogy a 15. napon a maximum a

10 napos értékekhez képest (3.75 — 2.50 g/l) eltolodott a PS képzés soran bekovetkezd

fiziologias valtozasok kovetkeztében: 1.25 g/l malata tartalom mellett figyelheté meg (25.

abra).

10 nap nevelést kdvetéen a micélium O,

és H,O, tartalma hasonlé tendenciat mutat

3.75 — 2.50 g/l malata tartalom melletti maximum értékekkel, a szuperoxid anion tartalom

pedig jelentds mértékben meghaladja a hidrogénperoxid mennyiségét (26. abra).

A 15 napos tenyészetekben mért intramicélidlis O, és H,O, tartalomra jellemzé az

utobbi jelentés mértékli megemelkedése — 1.25 g/l malata tartalom melletti maximummal,

mig a szuperoxid anion tartalom a 10 napos értékekhez képest jelentés mértéki visszaesést

mutat (26. abra).

Micélium SOD izoenzim aktivitasa

10 napos micélium
—A— 15 napos micélium

10 napos micélium
—=— Hidrogén-peroxid tartalom
—a— Szuperoxid anion tartalom

£,0x10° * 550 15 napos micélium
3 I E —— Hidrogén-peroxid tartalom
L N d + —v— Szuperoxid anion tartalom
3,5%10° g/\ % 440 N N
u i z 7N
Py N 8 & I
o) o0’ L T 2 3304 /%‘ ——F
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2 2 v/
| y
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p
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Taptalaj malata tartalma (g/l) Taptalaj malata tartalma (g/l)
25. abra M. steppicola vegetativ micélium  26. abra M. steppicola intramicélialis
SOD enzimaktivitasanak alakulasa a taptalaj hidrogénperoxid és  szuperoxid  anion
malata  tartalmanak  fuggvényében. Az  tartalminak valtozdsa a taptalaj malata
adatpontokra  B-Spline  gorbéket  illesztettem  tartalmanak  és  a  tenyésztési  id6
. . TM 4 £y3 . - i .
(Origin™ 5.0). A t-préba alapjan a kontroll  fiiggvényében. Az  adatpontokra  B-Spline

értékekhez (5.00 g/l maldta tartalom) viszonyitott
szignifikans kiilonbségeket (tys) *—gal Jeloltem.
Szines (kék és piros) csillagokkal jeloltem azokat
az egy adatsorhoz tartozo pontokat, melyek kozott
nincs szignifikans kiilonbség.

gorbéket illesztettem (Origin™ 5.0). A t-préba
alapjan a kontroll értékekhez (5.00 g/l malata
tartalom) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket
(to.05) *—gal Jeloltem. Kék illetve piros csillagokkal
Jjeloltem azokat az egy adatsorba tartozé pontokat,
melyek kozott nincs szignifikans kiilonbség.

Az extramicélialis szuperoxid anion és hidrogénperoxid tartalom értékei a 10. napon

igen hasonloak, 1.25 g/l malata tartalom melletti O™ -, 2.50 g/l malata mennyiségnél H,O,

maximummal (27. abra). Az extramicélidlis H,O, tartalom 15 nap nevelést kovetden
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jelentésen meghaladja a 10. napon mért értékeket, maximalis mennyisége a kontroll
tenyészetekben mérhetd (27. abra). A 15 napos tenyészetekben intra- és extramicélidlisan a

H,0, tartalom egyarant meghaladja a O, mennyiségeket (26. és 27. 4brak).
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—A— Szuperoxid anion tartalom 1500 4 —a— Szuperoxid anion tartalom
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6750 —a— Hidrogén-peroxid tartalom E 50 4
] —w— Szuperoxid anion tartalom * "
60004 7 1000
- & 5250 ) 7504
2 4500 % ~
5 * - 500
c;.;" 37504 kPP
£ 3000+ / * 250
=) / ¥
o 2250 T .
1500 o 0.00 125 250 375 5.00
7504 - * b
0 yT\’i\—f: Téptalaj malata tartalma (g/l)
T T T T T
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Taptalaj malata tartalma (g/l)

27. abra M. steppicola extramicélialis hidrogénperoxid és szuperoxid anion tartalmanak
valtozasa a taptalaj malata tartalmanak és a tenyésztési id6 fiiggvényében. A kisméretii grafikonon
a 10 napos tenyészetek extramicélialis hidrogén-peroxid és szuperoxid anion tartalmanak valtozasat
kiilon is abrazoltam a tendencidk jobb lathatosaga végett. Az adatpontokra B-Spline gorbéket illesztettem
(Origin™ 5.0). A t-préba alapjan a kontroll értékekhez (5.00 g/l maldta tartalom) viszonyitott szignifikans
kiilonbségeket (t9.05) *-gal Jjeloltem. A piros nyilak jelolik az adatok és a kontroll értékek kozotti

szignifikans eltérés meglétét minden adatcsoportban.

Normal koriilmények kozott, kedvezd anyagesere-viszonyok mellett is jelen van
mindkét agens. A O, és H,O, tartalom alakuldsa a SOD izoenzimek aktivitisvaltozasaval
természetszertien atfed, hiszen a SOD enzimcsalad a mikodésbe 1ép6, ROS eliminalasat
célz6 antioxidans védelmi rendszer kulcsfontossagu tagja. A ROS elleni védekezés Gsszes
enzime kozill csak a SOD izoenzimek képesek karosodas nélkiil kozvetlenill reagalni a

szuperoxid anionokkal, az alabbi két 1épésben:

0, + M > 0,+M™ (1)
0, +M"+2H" > H,0,+M*" 2)

M?* az enzim katalitikus centrumdaban lokalizdlt prosztetikus csoport
(Cu, Zn, Mn, Fe). Izoformak lokalizacidja: CuZnSOD - citoplazma,
kloroplasztisz, sejtmag, lizoszomdak, MnSOD - mitokondrium, FeSOD -

kloroplasztisz.
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A SOD izoenzimek 4éltal, a szuperoxid anionok dizmutacioja soran keletkezé H,O,"
mennyisége jol jellemzi a stressz fokozodasat és a védelmi rendszer aktivitasat. A 10 napos
micéliumban a kialakuld és er6sodé oxidativ stressz a O, mennyiségének emelkedését
vonja maga utan, mely eliminalasa eredményesen valosul meg, igy a 15. napon a szuperoxid

anion tartalom jelent6s mértékben visszaesett (26. abra).

Az eddigiekben attekintett paraméterek jol jellemzik a tapanyagmegvonds hatasara a
tenyészetek PS képzésben részt vevd zonainak fiziologias allapotaban bekovetkezo
valtozasokat. A malata megvonasa ’fiatalitd hatasu’: a M. steppicola micélium szarazanyag-
és pigment (melanin) tartalma alacsonyabb, mint a malatat magasabb koncentracidban
(2.50-3.75 g/l) tartalmaz6 taptalajokon nétt telepekben. Atenyészetek koraval dsszefliggésben
a PS is idoben késobb jelennek meg. 2.50 g/l malata tartalom mellett a 8. napon jellemzéen
PSI képletek-, a 12. napra mar PSD formak is megjelentek (28. abra). 15 nap nevelést
kovetden a PSD képletek uralkodo jelenléte figyelheté meg, és megjelennek a PSM formak
is (28. abra). 2.50 és 5.00 g/l kozotti malata mennyiség hatdsara a tenyészetek érettebbek,
2.50 és 3.75 g/l mellett id6ben korabban érnek a PS képletek.

28. abra Morchella steppicola PSI (A), PSD (B) és PSM (C) képletei.
(Sajat készitésii digitalis fotok.)

A PS képzddés és érés soran vizsgaltam a gombak egyik legfobb raktarozott
szénhidratja, a trehaloz és a gliikoz mennyiségének valtozasat. A PS képzd zonaban in situ a
PSI  képletek megjelenésével egyiitt megindul a trehaloz szintézise (29. abra).
A micéliumban gliikoz-gradiens figyelheté meg a PS képzés helyének iranyaba, kijelolve
ezaltal a kitartoképletek megjelenésének helyét. A PS fejlédése és érése soran a vegetativ
micéliumra jellemzé mono- és diszacharid profil jelentdsen megvaltozik, a trehaloz

akkumulacio6ja figyelheté meg, parhuzamosan csokkend glitkoz tartalom mellett (29. abra).

H122 A SOD izoenzimek mellett a ROS elimindlésdban szamos tovabbi enzim is részt vesz, ezek szerepe a sejtek
szamara toxikus H,O, elimindlasa (katalazok, peroxidazok), és ennek soran elhasznalt reduktansok
regeneralasa (Foyer-Halliwell-Asada ciklus enzimei; F5. 4bra).
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PSD képletekben a gliikk6z és trehaloz tartalom kozel azonos mértéki, 26-30 pmol/g szaraz
suly (29.B. abra). A PSM maximalis mennyiségii trehaldzt tartalmaz (24-27 umol/g szaraz
suly), egy minimalis, esszencialis gliikoz tartalom (~6 pmol/g szaraz suly) mellett
(29.B. abra). A PS csirazasakor ez a minimalis szabad gliikk6z tartalom szerepet jatszhat az

anyagcsere gyors aktivaciojaban.
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29. abra M. steppicola kitartoképlet érése soran a gliikoz és trehaldz tartalom véltozasa a
kitartoképletek friss (A) és szaraz sulyanak (B) fiiggvényében. Az egyes adatsorok adatainak

szignifikans kiilonbségét (ts) *-gul Jeldltem. Kék nyilakkal jeloltem a két adatsor azon értékeit,
melyek kozott nincs szignifikans kiilonbség.

Jol lathato, hogy a cukorprofil valtozasa a PS érési folyamataival mutat Gsszefliggést.
A friss és szaraz sulyra vetitett trehaloz és glikoz tartalom alakuldsa eltérést mutat,
Osszhangban a kitartoképletek érése soran bekovetkezd nedvességtartalom valtozassal
(29. abra). A trehaloz tartalom PSM képletekben tapasztalt kismértékii visszaesésére a

gliikoz- és trehaldz anyagcesere regulacioja szolgalhat magyarazattal (29.B. abra).

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a trehaldz akkumulacio, az oxidativ stressz és
a kitartoképlet képzés kozotti osszefliggéseket egyértelmiien sikeriilt igazolni: az oxidativ
stressz indukalja a PS képzodését, osszefiiggésben a tenyészetek érettségével, szarazanyag
¢és trehaloz tartalmaval. Vizsgalataimmal parhuzamosan Georgiou és munkatarsai egyezd
kovetkeztetésre jutottak az oxidativ stressz induktiv hatasarol fonalas gombak szklerocium

képzésének folyamataban (Georgiou és mtsai 2006).
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5.1.2. Trehalaz izoenzim-aktivitas valtozasanak vizsgalata

A PS szerkezeti ¢s a biokémiai sajatsagaiknak koszonhetden képesek tolerdlni az
alacsony hémérsékletet és a szarazsagot. Tavasszal, amikor a kornyezeti paraméterek
kedvezéekké valnak, a kitartoképletek csirazasnak indulnak. A Morchelldk életciklusanak
egyik specifikuma, hogy a csirazast kovetéen fejlodésiik két iranyban haladhat a 2.8.1.
alfejezet 17. abrajan lathaté modon (Volk és Leonard 1990). Az egyik irany a micélialis
csirazas, melyre jellemz0, hogy a téli, nyugalmi periodust kovetden vegetativ micélium
alakul ki, és az jabb kedvezdtlen koriilmények bekdszontéig ilyen formaban ¢l a telep.
A masik, a termétestképzés iranyaba torténd kozvetlen fejlodés, jellemzdje egy igen rovid
idétartamil vegetativ szakasz: az ekkor kifejlodd hifak alakitjak ki a jellegzetes alaku és

aromaju reproduktiv képletet.

A két lehetséges iranyt meghatarozza a kitartoképletek tipusa: az alacsony
hémérsékleten képz6dé EES vesz részt az aszkokarpiumok képzésében, mig a LIS
képletekbdl termétest nem képzodik, szerepiik a telep attelelésére korlatozodik, beldlik
vegetativ micélium csirazik (Buscot és Bernillion 1991, Buscot 1993, Buscot és mtsai 2000).
A termotestképzés elofeltétele tovabba, hogy a kitartoképlet elegendd raktarozott

tapanyaggal rendelkezzen, és a kiilsé kornyezeti feltételek biztositottak legyenek.

A kitartoképletek képzése soran a vegetativ micélium fiziologidja fokozatosan atalakul:
fejlédése soran strukturalis valtozason megy keresztiil, el6térbe keriil a raktarozas, PS
képz6dnek és a nyugalmi allapot elérésének iranyaba tart. A PS képletekben a legfobb
raktarozott szénhidrat a trehaldz, melynek szintézise a képzésben kozvetleniil részt vevo

micélium zoénaban lokalizalt.

A micélium aktiv életszakaszaban a novekedési- és fejlodési folyamataihoz a gliikozt
hasznalja fel, mint els6dleges szén- és energiaforrast. A vegetativ micélium glikoz és
trehaldz szintje jO1 szabalyozott a trehaloz szintézis intermedierje, a TOP gliikozanyagcserére
gyakorolt hatasa révén (glikoz-6-foszfat és trehaloz szintézis &), tovabba a citoplazmaban

jelen 1év6 trehaloz bontasat katalizalo trehaldz izoenzimek katalizise altal.

A vegetativ micélium trehaldaz enzimaktivitisanak vizsgalata el6tt meghataroztam az
egyes izoformak hémérsekleti és pH optimumat: savas izoformak pHep=4.50, Topn=33°C,

neutralis izoformak pHop=6.80, Top=37°C (30. abra).
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30. abra M. steppicola vegetativ micélium trehalaz izoformak
hémérsékleti és pH optimumanak meghatarozasa. A méréssorozatban

2.50 g/l trehaldz tartalmu tapkozegen nevelt micéliumot hasznaltam.

A PS csirazasakor a nyugalmi allapotban 1év6 képletek vizet vesznek fel,
megduzzadnak, a metabolikus folyamatok aktivalodasa jellemz6. A Petri-csészékbe
helyezett MPS csirazasa egy napon beliil megindul, a kitartoképlet felszinén és a kornyezd
taptalajon fiatal, vékony falu és gyors novekedésii trofikus hifak figyelhetéek meg. A telep
novekedése ezt kovetden is fokozott iitemben zajlik, a csirdzast kovetd masodik-harmadik
napra kialakul az elsé micélium zéna. A telep fejlédése a tovabbiakban az érett tenyészet
kialakulasanak iranyaba tart, mely allapot elérését kovetden PS képzés fazisaba lép. A PS
megjelenése és érése az 5.1.1. alfejezetben részletezett modon megy végbe, az alkotd hifak

gliikoz és trehaldz tartalmanak jellegzetes atalakuldsa a 29. dbran figyelheté meg.

A Morchella fajok életciklusaban elsédleges és masodlagos vegetativ micéliumot
kiilonboztetiink meg. Primer micéliumnak egy aszkospora csirazasakor képzédo hifak
Osszességét (monoaszkosporas tenyészet) nevezzik (Greis, H. 1940). A Morchella fajok
jellemzé vonasa, hogy monoaszkosporas tenyészeteikben két elsddleges micélium
talalkozasakor” gyakran anasztomizalnak, ¢és ez elOsegiti a genetikailag kissé eltérd
sejtmagvak keveredését (Volk és Leonard 1990). Két, parosodasi tipusat tekintve
kompatibilis (nem testvér aszkosporakbodl szarmazo) hifa kozott kialakuld anasztomozis altal
létrejott heterokariotikus formaciot nevezzilk szekunder micéliumnak. A heterokarion
formaci6 jellemzdje az, hogy a hifak szegmentumaiban a sejtmagok parba allnak

(3-5 magpar/szegmentum) és siirt, vilagos szinii légmicéliumot — életciklus VIII. szakasza —
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képeznek (Volk és Leonard 1989a). PS létrejohetnek primer és szekunder micéliumbol

egyarant.

A PS képletek — vegetativ micélium — PS képletek ciklusban (I.-X. vegetativ ¢életciklus
szakaszai) megvizsgaltam a trehaléz hasznositasat lehetdvé tevé trehaldz izoenzimek
aktivitasanak valtozasat, mely ciklusban szekunder micélium vesz részt a PS képzésében.
Az aktivalodd MPS trehalaz aktivitdsa kimagaslo, benniik a citoplazmatikus neutralis
izoformak maximalis értéke mérhet6 (31. abra). Az aktivitasértékek az érett tenyészetek
kialakulasaig folyamatosan csokkennek. A neutalis izoformak dominancidja a csirazo
hifakban és az elsé micélium zonaban meghaladja szignifikansan a savas trehalaz aktivitast
(31. abra). Az V.-VL.-VIL szakaszokban a két izoforma aktivitasa kiegyenlitett (31. abra).
A teljes ciklus legmagasabb enzimaktivitasi értéke (savas trehaldz izoforma) az érett
tenyészetekben képzddd légmicéliumban mérhetd, majd a PS képletek fejlédése soran egyre

csokkend aktivitas tapasztalhatd a neutralis izoformak dominanciajaval (31. abra).
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31. abra M. steppicola termdtest eredetli tenyészet trehalaz
enzimaktivitasanak valtozasa vegetativ életciklusa szakaszaiban. A romai
szamok a kiilonb6z6 szakaszokat jelolik, rendre: I. — PSM (nyugvo MPS),
II. — aktiv MPS, IIL. — csirazod hifak, IV. — els6 micélium zona,
V. — masodik micélium zona, VI. — harmadik micélium zoéna, VII. — érett
micélium, VIIL — légmicélium, IX. — PSI, X. — PSD, I. — PSM. 4 r-préba
alapjan szamitott szignifikans kiilonbségeket (tys) *—gal Jeloltem. A kék nyilak

Jjelolik a két izoforma aktivitasanak értékei kozotti szignifikans eltérés hianyat.

A trehalaz aktivitas koriltekintd értelmezéséhez sziikséges a micélium glikoz- és
trehaldz tartalménak ismerete is. Eredményeim alapjan a fiatal (3-5 napos) micéliumban

atlagosan 30 pmol/gramm friss stly gliikdz és 1-3 pmol/gramm friss stly trehaloz tartalom
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jellemz6, mig az érett tenyészetekben, a PS képzésben részt vevd micélium atlagosan 45-50
pmol/gramm friss suly gliikozt és 4-5 pmol/gramm friss stly trehalozt tartalmaz. A ciklus
VIII. szakaszaban a csokkend tendenciabdl kiemelkedé neutralis izoforma aktivitds és a
kiugroéan magas savas trehaldz enzimaktivitas hatterében az érett micéliumban felhalmozodo

trehaloz tartalom hasznositasaban valo egyiittes részvétel hizodhat meg (31. abra).

A trehalaz enzimaktivitas alakulasanak vizsgalatat monoaszkosporas tenyészetekben is
elvégeztem (csirazo hifak — vegetativ micélium — PS képletek; A-H szakaszok), ebben az

esetben a PS primer micéliumbol jottek létre (32. abra).
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Vegetativ életciklus szakaszai
32. abra M. steppicola monospora tenyészet trehalaz izoenzim-aktivitasanak
valtozasa vegetativ ¢letciklusa szakaszaiban. A latin betlik a kiilonbozd
szakaszokat jelolik, rendre: A — csirdzo hifak, B — els6 micélium zdna,
C — masodik micélium zéna, D — harmadik micélium zéna, E — érett
micélium, F — PSI, G — PSD, H — PSM. 4 t-préba alapjdn szamitott szignifikéns
kiilonbségeket (ty.95) *-gul Jeloltem. A kék nyilak jelolik, hogy a két izoforma
aktivitasanak értékei nem térnek el szignifikansan egymadstol.

A sporak csirdzasakor in vivo és in vitro helyzetben egyarant egy rovid ’lag’-periodus
jellemzi a hifdk novekedését, majd a novekedés exponencidlisra fordul. Anyagcsere
szempontbol ebben a trofofazisban az elsédleges folyamatok jellemzoek, amelyek a gyors
novekedéshez és fejlodéshez biztositanak megfeleld hatteret. Az organizmus életében az id6
elorehaladtaval, dontéen a felvehetd tapanyagmennyiség csokkenése miatt lelassul a
novekedés. Az idiofazisba jutott tenyészetekben megfigyelheté a masodlagos
anyagcsereutak aktivalodasa és termékeik — dontden pigmentek és aromaanyagok —

megjelenése, valamint a PS képzés.
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Az aszkosporak jellemzd raktarozott tapanyaga a PS-hoz hasonloan szintén a trehaloz,
melynek egylépésben torténd, energetikailag kedvezO bontdsa a csirazas soran a trehalaz
izoenzimek kozremiikodésével valosul meg. A spoéra — vegetativ micélium — kitartoképlet
képzés folyamatsorban a maximalis aktivitas (neutralis izoforma) a csirdzé hifakban mérhetd
(32. ébra). Az A-H szakaszokban fokozatos aktivitascsokkenés figyelheté meg: a savas
trehaldz izoenzim aktivitasa az els6 — masodik — harmadik micélium zona kialakulasa soran
(B-C-D szakaszok), mig a neutralis trehalazé a C-D szakaszok kozott nem valtozott
jelentdsen (32. abra). Egyetlen szakaszban, az érett micéliumban a savas izoenzim aktivitas
szignifikansan meghaladta a neutralis izoforma aktivitasat (32. abra). Az érett micélium és a
PSI neutralis trehalaz aktivitasa statisztikailag — hasonléan a B-C-D peremhez — nem tér el

egymastol (32. abra).

Az életciklus szakaszaiban a trehalaz enzimaktivitas mellett vizsgaltam a micélium és
PS képletek SOD aktivitasat is. A SOD aktivitas a csirazas soran jellemzéen magasabb
értékeket mutat, mely a PS raktarozott anyagainak hasznositasa és a fokozott novekedéssel
Osszefliggésben nagy intenzitassal zajlo anyagcserefolyamatokkal hozhatd Osszefliggésbe
(33. abra). Ebben az intenziv anyagcserével jellemezhetd helyzetben a hifa redox allapota
kismértékben oxidativ iranyba tolodik el, ezzel tart egyensulyt a SOD enzimaktivitas

fokozodasa (33. abra).
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33. abra SOD enzimaktivitas valtozasa M. steppicola termétest eredetli (A) és monospora (B)
tenyészetek vegetativ életciklus szakaszaiban. A romai szamok és a latin betiik a kiilonb6z6
szakaszokat jel6lik, rendre: I. — PSM (nyugvd MPS), II. — aktiv MPS, III. — csirazo hifak,
IV. — elsé micélium zoéna, V. — masodik micélium zona, VI. — harmadik micélium zona,
VII. — érett micélium, VIIL — légmicélium, IX. — PSI, X. — PSD, I. — PSM illetve A — csirazo
hifak, B — els6 micélium zo6na, C — masodik micélium zéna, D — harmadik micélium zona,
E — érett micélium, F — PSI, G — PSD, H — PSM. 4 tpréba alapjan szamitott szignifikans
kiilonbségeket (1y,05) *—gal Jeloltem, az életciklus szakaszainak sorrendjében értelmezve. A szines nyilak és

haromszogek jelolik azokat az adatpontokat, melyek kiozott nines szignifikans eltérés.
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A kép ezt kovetden is eltérd, a szekunder micéliumbol képzddo PS esetében a kialakulo
légmicéliumban jelentds mértéki, a csirdzaskori fiatal hifakban mérhetd aktivitas jellemzo.
A légmicélium habitusat, névekedési és anyagcsere folyamatait tekintve egyarant a csirazo,
vékony falu hifakkal rokonithatd, ez indokolja a megemelkedd enzimaktivitast (33.A. abra).
A primer micéliumbdl képzédo kitartoképletek képzodésekor sokkal kiegyenlitettebb képet
kapunk, a PSI képletekben mérheté maximummal, mely a PS nyugalmi allapota felé jelentés
mértékben csokken parhuzamosan az élettani folyamatok aktivitasanak alakulasaval (33.B.
abra).

Mindkét esetben a legalacsonyabb SOD aktivitas értelemszeriien a nyugalmi allapotban
1év6 PS képletekben mérhetd (33. abra).

Az életciklus egyes szakaszaiban mért SOD aktivitas értékei kozott tobb pont esetében
nem tapasztaltam szignifikans eltérést, ezek minden esetben jol értelmezhetdek a micélium

novekedési sajatsagainak és anyagcsere aktivitdsanak hasonlosagaval (33. abra).

A trehalaz izoformak aktivitasa jol tiikr6zi a trehaloz anyagesere alakulasat a vegetativ
¢letciklus egészében. A két trehalaz izoforma aktivitasa a trehaléz hasznositasaban illetve a
raktarozas soran az élettani allapotnak megfeleld trehaldz és glikoz szint szabalyozasaban
egyértelmien latszik (31. és 32. abrak). A raktarozott trehaloz hasznositasaban dominansan
a neutralis izoformaknak jut szerep, viszont nem eclhanyagolhato a savas trehalazok
katalitikus aktivitasa sem (31. és 32. abrak). A raktarozott forrasok elapadasaig folyamatos
bontas figyelheté meg, az intenziv hifanovekedés soran a trehaldz a gyors iitemben kialakuld
micélium zonakba transzportalodik és ott torténik meg hidrolizise (31. és 32. abrak).

A termétest eredetl tenyészetekben az érett tenyészet kialakulasat kovetden szekunder
micélium jelenik meg (légmicélium), melyben igen meghatarozo a savas trehalaz izoformak
aktivitasa: az érett tenyészetekben a fiatal micéliumban mért trehaloz tartalomhoz képest
jelentdsebb mennyiségek jellemzdek, melynek hasznositasaban lathatoan a savas izoenzim

aktivitasa dominal (31. abra).

5.2. Trehalaz izoenzimek indukciéja M. conica és M. steppicola
vegetativ micéliumaban

5.2.1. Szilard kultiras M. steppicola tenyészetek vizsgalata

Az 5.1.2. alfejezetben a M. steppicola vegetativ életciklusanak micélialis és PS képzo
szakaszaban a trehalaz enzimaktivitas alakulasat eredményesen feltérképeztem. Ebben az

alfejezetben a trehalaz izoenzimek induktiv sajatsagait célzo kisérletsorozat eredményei
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koziil a M. steppicola két, a PS képzés szempontjabol eltérd torzsével elvégzett vizsgalatok
soran nyert eredményeket mutatom be. A "M. steppicola PS’ a kitartoképleteket képzd, mig
a M. steppicola’ a MPS képleteket nem képzé mutans torzset jeloli.

A szilard taptalajon ndtt vegetativ micélium friss és szaraz sulya a két torzs tekintetében

eltéréd modon alakult (34. abra).

A [ M. steppicola B [ M. steppicola
[ M. steppicola PS [ M. steppicola PS
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34. abra M. steppicola és M. steppicola PS vegetativ micélium friss (A) és szaraz (B) sulyanak
alakulasa a taptalaj trehaloz tartalmanak fuggvényében. 4 t-préba alapjan a kontroll értékekhez (0.00

g/l trehaloz tartalom) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket (ty.s) *—gal Jjeléltem. Pink nyilakkal jeléltem
azokat az adatpontokat, melyek kozott nincs szignifikans kiilonbség.

A tenyészetek friss sulya a PS képleteket nem képz6 torzs esetén kiegyenlitett maradt,
mig a PS képzd torzsnél a taptalaj trehaloz tartalmanak hatasara jelentds mértékii eltérést
mutatott (34.A. abra). A PS képzé torzs kontroll friss suly értékei szignifikansan
meghaladtak a nem képzd torzs tenyészeteiben mért értékeket (34.A. abra). A micélium
szaraz suly adatai esetében azonban a két torzs kontroll értéke kozott nincsen jelentds
kiilonbség, tehat a PS képz6 tipus micéliuma magasabb nedvesség tartalommal rendelkezett
(34.B. abra). Tovabba a PS képz6 torzs kontroll koriilmények mellett nevelt tenyészeteiben
és a kitartoképleteket nem képz6 torzs adatsorai kdzott nincs szignifikans eltérés — a mutans

torzsben a szaraz suly mindvégig kontroll kozeli értéken maradt (34.B. abra).

A PS képzb torzs adatsoraban tapasztalt érdekes tendencia magyarazata a
kitartoképletek idébeli megjelenésével ¢és fejlodésével-érésével mutat Osszefliggést.
Az 1.25 g/ trehaloz tartalom mellett nevelt tenyészetekben jelentek meg legkorabban a PS,
fejlodésiik és érésiik is megelézte a 2.50 illetve 5.00 g/l trehaldzon nétt tenyészetekben
megjelend kitartoképleteket. A nevelési periodust kovetden az 1.25 g/l trehaldzt tartalmazo

taptalajokrol szarmaz6 mintdkban a PSD és PSM képletek valamint érett és eloregedd
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micéliumzonak jellemzéek, ez magyarazza a kapott legalacsonyabb friss suly ¢és
legmagasabb szaraz suly értékeket (34.B. abra). A mintak feldolgozasanak idépontjaban a
2.50 és 5.00 g/l trehaloz tartalmu taptalajokrol szarmazo tenyészetekben a trehaloz novekvo
mennyiségével parhuzamosan nagyobb a képzé micéliumzona aranya, kisebb mennyiségben

¢és dominansan PSI ¢s PSD jellemzdek, ez indokolja a magasabb nedvességtartalmat.
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35. abra M. steppicola vegetativ micélium  36. abra M. steppicola és M. steppicola PS
SOD izoenzim aktivitasanak valtozasa vegetativ ~micélium MDA  tartalmanak
a taptalaj trehaloz tartalmanak fiiggvényében.  alakuldsa a taptalaj trehaloz tartalmanak
A t-préba alapjén a kontroll értékekhez (0.00 g/l fiiggvényében. A t-préba alapjan a kontroll
trehaléz  tartalom)  viszonyitott  szignifikans  értékekhez (0.00 g/l trehaléz tartalom) viszonyitott

kiilonbségeket (ty5) -gal jeldltem. szignifikans kiilonbségeket (t9s) *-gal Jjeloltem.
Kék nyilak jelolik a két adatsor, pink nyilak és
fekete hdromszégek az egy adatsorhoz tartozé
mintdk azon adatait, melyek kozott  nincs
szignifikans kiilonbség.

A trehaloz, mint kiilsé tapanyagforras M. steppicola vegetativ micéliumara gyakorolt
hatasat az oxidativ stressz jellemzésére eredményesen alkalmazhatd paraméterek, a SOD
izoenzimek aktivitasanak és a MDA tartalom alakulasanak kovetésével jellemezhetd.
A vegetativ életciklus szakaszaiban és ezaltal a micélium friss és szaraz sulyaban tapasztalt
kiilonbségeknek megfeleloen eltérés tapasztalhato a PS képzd és nem képzd torzs SOD
aktivitasaban és MDA tartalmaban is (35. és 36. abrak). A kitartoképleteket nem képzo
torzsben az 1.25 és 2.50 g/l trehaloz tartalom hatasara kismértékd, szignifikans kiilonbség
mérhetd a kontroll értékekhez képest, majd az 5.00 g/l trehaloz mellett kontroll kozeli
érteket mutat (35. abra). A PS képzdé tenyészetekben a taptalaj trehaldéz tartalméaval

parhuzamosan fokoz6dé SOD aktivitast tapasztaltam (35. abra).

A tenyészetek MDA tartalma a PS nem képzd torzs esetén mindvégig kiegyenlitett

maradt (36. abra). A kitartoképleteket képzo tenyészetekben a kiilsd trehaloz forras hatasara
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kialakulo oxidativ stressz folytan az MDA tartalom a kontroll értékeket szignifikansan meg-
haladta (36. abra). A harom trehaldz tartalmu taptalajon ndtt mintatipusban a MDA tartalom
nem tért el jelentésen egymastol, az 1.25 és 2.50 g/l valamint az 1.25 és 5.00 g/ trehaloz
mellett paronként a szignifikans eltérés hataran beliili kiilonbségek adodtak (36. abra).

Az oxidativ stressz PS képzést indukalo hatasa (5.1.1. alfejezet) valamint a ROS és a
lipidperoxidacio kozotti Osszefliggések fényében a PS képz6 M. steppicola torzs
micéliumaban mért SOD aktivitasi és MDA tartalom értékek jol értelmezhetéek: a PS
képz6dés kezdeti fazisaban mérhetd a legmagasabb SOD aktivitas ¢és ezzel parhuzamosan a
legmagasabb MDA tartalom (35. és 36. abrak). A PS érése soran a nyugalmi allapot felé tart
a rendszer, ezzel parhuzamosan csdkken az oxidativ stressz, igy a SOD aktivitas (35. abra).
Az 1.25 g/ trehaldz tartalmu taptalajon nevelt micélium esetén tapasztalhaté magasabb, a
2.50 g/l trehaloz mellett nétt tenyészetekben mért MDA tartalmat meghalado értékekre

magyarazattal a PS 6vez6 micéliumzona szeneszcencia fazisba lépése szolgalhat (36. abra).

A szeneszcencia fazisara a tenyészetek eloregedése, degradalodasa jellemzo. A leépiilés
az Oregedési zonaban, a micélium cstcstol tavol esd részeiben indul meg. Jellemzé a még
hasznosithat6 tapanyagok fiatalabb részekbe szallitodasa, a masodlagos anyagcseretermékek
felszaporodasa, a pigmentképzdés fokozddasa. A pusztulasra itélt szegmentumok porusai
elzarodnak, a membranrendszerek degradalodasanak eredményeként megsziinik a
kompartmentalizacio, s a korabban elkiiloniilt enzimek aktivalodasa egyes hifa szakaszok
autoliziséhez vezet, mely folyamatok a MDA tartalom megemelkedését vonjak maguk utan
(36. abra). Az 5.00 g/ trehaloz tartalmu taptalajokon nevelkedett vegetativ micéliumban
tapasztalt SOD aktivitasbeli maximum érték és a magas MDA tartalom dsszhangban all a PS
képzés kezdetét jellemz6 folyamatokkal: fokozott oxidativ stresszhelyzet, micélium

differencialodas figyelhetd meg (35. és 36. abrak).

A trehalaz izoenzim-aktivitas alakulasa beszédes a trehaloz anyagcsere-folyamatok, és
az chhez szorosan kapcsolodd PS képzés szempontjabol. A trehaldz izoenzimek, dontd
mértékben a neutralis izoformak az organizmus aktudlis élettani allapotahoz igazodva
szabalyozzak a citoplazmatikus trehaloz koncentraciot, a PS képzédése soran az optimalis
trehaldz tartalom kialakitasat. A savas trehalazok katalizaljak az extramicélidlis trehaloz
in situ hidrolizisét, a felszabadulo gliikkoz a micéliumba transzportalddik.

Az MPS-t nem képzd és képzo torzs trehalaz izoenzim-aktivitasa kiilsé trehaloz
hatasara egyarant fokozodott. Mindkét torzs kontroll koriilmények kozott a savas és

neutralis izoformak esetén is azonos mértékii enzimaktivitast mutatott (37. és 38. abrak).
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37. abra Vegetativ micélium savas trehalaz ~ 38. abra M. steppicola vegetativ micélium
enzimaktivitasa a taptalaj trehaloz tartalmanak ~ neutralis trehalaz enzimaktivitas valtozasa a
fuggvényében. A t-préba alapjan a kontroll  taptalaj trehaloz tartalmanak fiiggvényében.
értékekhez (0.00 g/l trehaloz tartalom) viszonyitott A t-proba alapjan a kontroll értékekhez (0.00 g/l
szignifikins killonbségeket (tys) -gal jelsltem.  trehaldz  tartalom)  viszonyitott  szignifikdns
Kék nyillal jeloltem, ahol a két adatsor adatai  kiilonbségeket (ty9s) -gal jeloltem. Kék nyillal
kozott nincsen szignifikans eltérés. Jeloltem a két adatsor azon pontjait, melyek
kozott nincs szignifikans eltérés.

A savas trehalaz aktivitas minden esetben meghaladta a neutralis izoformak értékeit (37.
és 38. abrak). A taptalaj trehaloz tartalmanak emelkedésével parhuzamosan a savas trehalaz
izoformak aktivitdsa meredek, mig a neutralis izoformdk aktivitdsa kisebb mértéki
emelkedést mutat mindkét térzsben (37. és 38. abrak).

A savas trehaldz izoformak magasabb aktivitasi értékei szemléletesen mutatjak, hogy a
kiilsé trehaloz forras hasznositdsaban a membrankotétt és a vakuolaris savas izoformak
jatszanak hangsulyosabb szerepet. A membranko6tott izoformak a trehaloz taptalajban
torténé hidrolizisét katalizaljak, a vakuolaris savas trehalazok pedig a felvett trehaloz
micéliumon beliili bontasaban vesznek részt. A trehaléz a vakuolumba transzportfolyamatok
kozvetitésével keriil (Jules és mtsai 2004). A savas trehalaz enzimaktivitas e két micélialis
izoforma kozott vélhetéen egyenldtlen megoszlast mutat, a membrankotott tipusok nagyobb
részaranyaval. A neutrdlis izoformak aktivitasi értékeinek alakulasa a kiilsé trehaloz

felvételét kovetd citoplazmaban bekovetkezd hidrolizisérdl tantiskodik (37. és 38. abrak).

A trehaloz hifakba torténd felvétele tobbféle modon, elsddleges és masodlagos aktiv
transzport vagy passziv transzport utjdn valdosulhat meg. A Morchella fajok trehaloz
felvételére vonatkozdéan nem allnak rendelkezésre adatok, feltehetéen a transzport a
Saccharomyces cerevisiae torzsekben részletesen feltérképezett modon megy végbe:
dontden magas affinitasi H'-trehaléz szimportereken keresztiil (masodlagos aktiv

transzport), illetve alacsony affinitast karrier fehérjék kozvetitésével (passziv transzport).
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Fontos kiemelni, hogy a kitartoképleteket nem képzd M. steppicola torzs trehalaz
izoenzim aktivitasa a M. steppicola PS vegetativ micéliumban mért értékeket szignifikdnsan
meghaladja (37. és 38. abrak). A jelentés mértékben kisebb savas trehalaz enzimaktivitas
M. steppicola PS vegetativ micéliumaban jol korrelal a PS képzés folyamataval: a kiilsd
trehaldz nagyobb mértékben keriil felvételre, mint a kitartoképleteket nem képzo torzsben és
ezzel parhuzamosan a citoplazmatikus neutralis izoformak aktivitdsa is szignifikansan
alacsonyabb (37. és 38. abrak). A M. steppicola PS trehalaz izoformak aktivitasa a kiilsé

trehaloz felvételét és kitartoképletekbe torténd kozvetlen raktarozasat tamasztja ala.

Osszességében a kitartoképlet képzés szempontjabol eltérd két, trehaléz tartalmukban
kiilonb6z6 taptalajokon nevelt Morchella steppicola torzs vizsgalatanak eredményei alapjan
elmondhato, hogy a kiilsé trehaldoz induktiv hatdst a PS képzés folyamataban: a trehaldz
tartalmu taptalajokon nétt M. steppicola PS vegetativ micélium idében elobb képez PS, mint
a kontroll tenyészetek. A friss- és szaraz suly adatok mellett a SOD aktivitas és MDA
tartalom értékek jol kiemelik a trehalozt tartalmazo taptalajokon nevelkedett M. steppicola
PS tenyészetekben kitartoképlet képzés szempontjabol mutatkozd éles kiilonbségeket.
Mindezekkel jol harmonizal a két térzs parhuzamos tenyészeteiben mért trehaldz izoenzimek
aktivitasbeli eltérése.

Az egyes variansok a PS képzés szempontjabdl a nevelés idétartama soran eltérd fazisba
keriilnek: a legkorabban az 1.25 g/l trehaldz tartalom mellett jelennek és érnek meg a
kitartoképletek, a 2.50 és 5.00 g/l trehalézon nevelt tenyészetekben rendre késébb.
Az id6beliség hatterében a micélium energetikai helyzetének finom kiilonbozésége allhat:
glilkoz-egységekre vetitve azonos, am glikkoz-trehaléz arany szempontjabol eltérd
tapanyagforras allt rendelkezésre. A trehaléz PS indukald hatasa igy mas iitemben jutott
érvényre: nagy mennyiségli szabad gliikoz mellett a jelen 1év6 1.25 g/l trehaléz dontéen
gyors, kozvetlen raktarozast valtott ki, mig a szabad gliikoz mennyiségének csokkenésével a

trehal6z hidrolizise kertilt el6térbe.

5.2.2. M. conica és M. steppicola folyadékkulturak vizsgalata

A vizsgalatsorozatban a trehaldz izoenzimek aktivitasvaltozasanak meghatarozasat
megel6zéen azok pH és homésrékleti optimumat meghataroztam mindkét faj esetén (30. és
39. abrak). A savas izoformakra jellemz6 pHop=4.50, Top=33°C, a neutralis izoformakra

PpHop=6.80, Top=37°C mindkét faj vegetativ micéliumaban.
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39. abra M. conica vegetativ micélium trehalaz izoenzimek
hémérsékleti ¢és  pH  optimumanak  meghatarozasa.
A méréssorozatban 2.50 g/l trehaloz tartalmi tapkézegen
nevelt micéliumot haszndltam. A M. steppicola vegetativ micélium
trehaldz izoenzimek hémérsekleti és pH optimumanak meghatarozasat
bemutato 30. abra az 5.1.2. alfejezetben talalhato.

A trehaloz tartalmukban kiilonb6z6 tapoldatokban nevelt M. conica és M. steppicola

vegetativ micéliumanak friss- és szaraz sulyat 10 nap nevelést kovetden hataroztam meg

(12. tablazat).

Taptalaj trehaléz

Vegetativ micélium friss silya

Vegetativ micélium szaraz siilya

tartalma (g/l) (g +SD (g +SD
Morchella conica
0.00 3,664 +0,102 0,3241 +0,0081
1.25 3,642 +0,103 0,3186 +0,0076
2.50 3,754 +0,067 0,3237 +0,0074
5.00 3,611 +0,109 0,3142 +0,0089
Morchella steppicola
0.00 4,113  +0,116 0,3702 +0,0101
1.25 4,121  +0,122 0,3742 +0,0105
2.50 4,186  +0,130 0,3798 +0,0113
5.00 4,164  +0,119 0,3742 +0,0103

12. tablazat Vegetativ micélium friss- és szaraz stlyanak alakulasa Morchella conica és
M. steppicola trehalaz enzim indukcio kisérleti Osszeallitasban. Az adatsorok értékei

szignifikans eltérést nem mutatnak.
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M. conica és M. steppicola esetén egyarant elmondhato, hogy a kontroll, azaz 0.00 g/1
trehalozt tartalmazd Osszeallitaisokban nott micéliumhoz képest a trehaldzt tartalmazo
tapoldatokbdl szarmazé mintak friss- és szaraz stlya szignifikans eltérést nem mutatott (12.
tablazat).

A trehaldz enzim indukcidé soran a tenyészetek SOD izoenzim aktivitdsa és MDA
tartalma jelentés mértékben nem valtozott, a friss- és szaraz suly adatokhoz hasonléan nem

térnek el szignifikans mértékben a kontroll értékekt6l (13. tablazat).

Taptalaj trehaléz SOD izoenzimaktivitas | Vegetativ micélium MDA tartalma
tartalma (g/1) (denzitas) +SD (nmol/g friss suly) £ SD
Morchella conica
0.00 1,73x10° + 3861 42,07 +0,96
1.25 1,65x10° +3772 42,14 +1,00
2.50 1,63x10° +4285 42,41 +1,06
5.00 1,74x10° +5048 42,55 +1,01
Morchella steppicola
0.00 2,01x10° +4423 40,77 +0,88
1.25 1,97x10° +4366 41,04 +0,92
2.50 2,12x10° + 4473 41,33 + 1,04
5.00 2,16x10° +5187 41,16 +1,00

13. tabldzat Vegetativ micélium SOD aktivitdsanak és MDA tartalmanak alakulasa
Morchella conica és M. steppicola trehalaz enzim indukcidjanak vizsgalataban.
Az adatsorok értékei szignifikans eltérést nem mutatnak.
A tenyészetek SOD izoenzim aktivitasa M. conica vegetativ micéliumban 1.25 és 2.50
g/l, mig M. steppicola vegetativ micéliumban 1.25 g/l trehaloz tartalom mellett enyhe
visszaesést mutatott, az eltérés azonban nem ért el szignifikans mértéket (13. tablazat).
A kismértékl csokkenést kovetéen a SOD enzimaktivitds emelkedése figyelheté meg
M. conica 5.00 g/l és M. steppicola 2.50-5.00 g/l trehalozt tartalmazo tapoldatokban nevelt

vegetativ micéliumaban (13. tablazat).

A friss- ¢és szaraz stly, a SOD enzimaktivitas és az MDA tartalom alakulasa alapjan
elmondhatd, hogy a tenyészetek élettani szempontbol egységes képet mutatnak, a kiilsé
trehaléz, mint tapanyagforrds nem okoz a kontroll allapottol eltéré mértékii oxidativ

stresszallapotot.

A tapoldatok trehaldz tartalmanak emelkedésével parhuzamosan a trehalaz izoenzimek

aktivitasanak fokozodasa figyelheté meg Morchella conica és M. steppicola vegetativ
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micéliumaban egyarant (40. abra). A micélialis savas és neutralis trehalazok aktivitasa kiilsé
trehaléz hatdsara meredeken valtozik, azonban a savas izoformdk aktivitdsa mindvégig
szignifikdnsan meghaladja a neutralis izoformakét (40. abra). M. steppicola micélialis
trehaldz izoenzim aktivitasa mindkét izoforma tekintetében szignifikans mértékben

meghaladja a M. conica vegetativ micéliumaban mért értékeket (40. abra).
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40. abra M. conica (A) és M. steppicola (B) vegetativ micélium trehalaz izoenzimaktivitasa a
tapoldat trehaloz tartalmanak fiiggvényében. A t-proba alapjin a kontroll értékekhez (0.00 g/l
trehaloz tartalom) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket (t9.5) *—gal Jjeloltem. Az adatsorok elemzése

alapjan minden adatpont szignifikans eltérést mutat egymashoz képest is.

Az extramicélialis (exkrécids savas izoforma) aktivitasa a kiilso trehal6z hatasara jelentds

mértékben fokozodott (41. abra).

-A— M. conica
12004 | o M. steppicola *

10004

800+

6004

is trehalaz izoenzim

aktivitas (nkat/g protein)

4004

0.00 125 250 5.00

Tapoldat trehaléz tartalma (g/l)
41. abra M. conica és M. steppicola extramicélialis trehalaz
enzim aktivitasa a tapoldat trehaldz tartalmanak fliggvényében.
Az adatpontokra B-Spline girbéket illesztettem (Origin™  5.0).
A t-proba alapjan a kontroll értékekhez (0.00 g/l trehaloz tartalom)

viszonyitott szignifikans kiilonbségeket (t)s) *—gal Jjeloltem.
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M. steppicola tenyészetek indukcids tapoldataibol meghatarozott aktivitasi értékek

szignifikansan meghaladjak M. conica parhuzamos mérési eredményeit (41. abra).

Fontos kiemelni, hogy az extramicélialis savas trehaldz enzimaktivitas mar 1.25 g/I kiilsé
trehal6z koncentracié hatasara is tobb mint kétszeres aktivitast mutat a micélialis izoformak
M. steppicola mintakban mért maximalis, 5.00 g/l trehaloz mellett mért savas trehalaz

aktivitasi értékéhez képest (40.B. és 41. abrak).

A mérési eredményeim fényében egyértelmiien kirajzolodik M. conica és M. steppicola
savas ¢és neutralis trehaldz izoformainak egyiittes szerepe a kiilsé trehaloz forras
hasznositdsdban. Az extramicélidlis trehaléoz jelentds része mar a tapoldatban az
extramicélidlis savas trehaldz izoformak altal hidrolizisen esik at, és a keletkezett gliikoz
keriil felvételre a micéliumba — ezt tamasztja ald az extramicélidlis savas izoformak
aktivitasanak alakulasa és dominancidja a micélialis izoformakhoz képest (40. és 41. abrak).

A kiils6 trehal6z hasznositasaban azonban a micélidlis trehalaz izoenzimek is jelent6s
szerephez jutnak: egyrészt a membrankotott savas trehalazok aktivitdsa révén, masrészrol
pedig a citoplazmaban lokalizalt neutralis valamint a vakuolaris savas izoformak altal
katalizalt folyamatban — a hifakba felvételre keriild trehaléz bontasaval. A trehaloz
micélidlis felvétele a Morchella fajokban az 5.2.1. alfejezetben részletezett modon

valosulhat meg, feltehetden masodlagos aktiv és passziv transzport utjan.

Osszességében elmondhaté, hogy a mérési eredmények a trehaléz hasznositdsaban a
savas ¢és a neutralis trehaldz izoformak egyiittes szerepérél tanuskodnak. A micélialis és
extramicélidlis trehaldz izoformak aktivitdsa egyarant fokozodik a tapoldat trehaldz
tartalmanak hatdsdra. Az extramicélidlis savas trehaldz enzimaktivitds dominal, amely azt
tamasztja ald, hogy a trehaldz hasznositasaban a tapoldatban torténd bontas a meghatarozo

folyamat.

5.3. M. steppicola szarazsagstressz-tiir6képesség vizsgalata

Eléhelye adottsagainak ismeretében a M. steppicola kivételes stressztiiré képességgel
rendelkezik. A Morchella nemzetség fajai kozott a sztyeppei kucsmagomba az atlagtol eltérd
kornyezeti igénylti — kifejezetten szaraz, kitett él6helyeken, meszes-dolomitos talajok
lagyszara tarsulasaiban fordul el6, mig a nemzetség tobbi tagja, igy a M. conica is
kifejezetten tide él6helyeken virul. Jelen kisérleti Osszeallitasban a szarazsagstresszel
szemben mutatott valaszreakcidit, a tolerancia hatterében meghuzodé mechanizmusokat

vettem goresé ala.
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A M. steppicola vegetativ micélium friss sulya a szarazsagstressz mértékével
parhuzamosan novekedett (42. abra). A 0% PEG koncentracionak megfelelé kontroll
értékekhez képest a 8 és 10% kismértéki, mig 12% PEG koncentracio esetében mar jelentds
emelkedést tapasztalunk, majd a 12-18% kozott tovabbi fokozatos emelkedés figyelhetd
meg (42. abra). A 18-21% PEG koncentracio emelkedésnél ugrasszertien megnovekedett a
friss suly (42. abra).
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42. abra M. steppicola vegetativ micélium friss- és szaraz
stlyanak valtozasa a tapoldat PEG tartalmanak fiiggvényében.
Az adatpontokra illesztett gérbék tipusa B-Spline (Origin™ 5.0).
A t-préba alapjan a kontroll értékekhez (0% PEG tartalom)
viszonyitott szignifikdans kiilonbségeket (t)s) *-ga[ Jjeloltem. A piros
és kék nyilak az érintett adatpontok kozétti szignifikans kiilonbség
hianyat jelolik.

A szaraz suly adatok kiegyenlitettebb képet mutatnak, a PEG kezelt tenyészetekbdl
szarmazo vegetativ micélium értékei a 8-12% PEG kezelés hatasara szignifikansan
meghaladjak a 0 % PEG kezelt mintakban mért értékeket, mig a 21% PEG mellett jelentds
mértékben elmaradnak a kontroll adatoktdl (42. abra). A 15 és 18% ("/v%) PEG tartalmu

tapoldatokban nevelkedett vegetativ micélium szaraz stlya kontroll kozeli érték, statisztikai

eltérést nem mutatnak (42. abra).

Ha a fenti adatok alapjan szarmaztatott nedvességtartalom szazalékos adatait
attekintjilk, akkor jol kirajzolodik, hogy az adatpontok két fo csoportra oszthatoak (43.
abra). A kontroll és a 8-10% PEG kezelt mintak nedvességtartalma kiegyenlitett, a mért
értékek szignifikans eltérést nem mutatnak (kék ellipszis), mig a 12-21% PEG tartalma
tapoldatokban nétt vegetativ micélium mintak a kontroll szinttdl jelentés mértéka eltérést
mutatnak; ezen a csoporton belill (narancssarga ellipszis) azonban az enyhe emelkedd

tendencia ellenére szignifikans eltérés szintén nem mutatkozik (43. dbra).
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43. abra M. steppicola vegetativ micélium nedvesség-
tartalmanak valtozasa a tdpoldat PEG tartalméanak
hatdséra. Az illesztett gorbe B-Spline (Origin™ 5.0). A t-proba
alapjan a kontroll értékekhez (0% PEG tartalom) viszonyitott
szignifikans kiilonbségeket (t9s5) *-gal jeloltem. A kék és a
narancssarga ellipszisek az adatpontok két olyan csoportjat
foglaljak magukba, melyek adatai kézott nincs szignifikans
kiilonbség.
Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kezelés hatasara 12-21% PEG tartalom
hatasara parhuzamosan egyre fokoz6dd mértékben tart vissza vizet a vegetativ micélium, a

legerdsebb stresszhatast jelenté 21% koncentracio melletti maximum értékkel (43. abra).

Normal koriilmények kozott a vegetativ micéliumot atlagosan 90% koriili nedvesség-
tartalom jellemzi, ezt mutatjak a kontroll és a 8-10% PEG kezelt mintak (43. abra). Az egyre
fokozodod szarazsagstressz szitudcioban a friss stly alakulasa és a fokozodo
nedvességtartalom arra utal, hogy a vegetativ micélium jelentds mennyiségii vizet tart vissza

(42. és 43. abrak).

A novekvd viztartalommal parhuzamosan novekedett a micélium trehaloz tartalma is
(44. abra). A kontroll tenyészetek szénhidrat-profiljaban a glikéz aranya a tdobbi
szénhidratforma mellett magas, mig a szarazsagstressz fokozodasaval — a bioprotektiv

trehaloz tartalom novekedése mellett — a gliik6z részaranya jelentdsen csokkent (44. abra).

A kontroll koriilmények kozott nevelt tenyészetekre jellemzd szénhidrat-profil a stressz
fokozddasaval megvaltozott, az arany az ozmoaktiv trehaldéz iranyaba tolodott el a
homeosztazis fenntartasara iranyuld torekvés igényeihez igazodva. A trehaldz tartalom
mellett feltehetden mas ozmoaktiv szénhidratformak is jelen vannak, Ggymint mann6z vagy
ramndz — ezek mennyiségének meghatarozasara ebben a szarazsagstressz-modellkisérletben

nem végeztem vizsgalatokat, mivel az el6kisérletekben a mintak gliikoz- és trehaldz
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44. abra M. steppicola vegetativ micélium gliikéz és trehaldz
tartalmanak alakulasa a tapoldat PEG tartalmanak fiiggvényében.
A t-préba alapjan a kontroll értékekhez (0% PEG tartalom) viszonyitott
szignifikans kiilonbségeket (tys) *-gal Jjeloltem. Az adott szénhidrat
tipusra nézve az Osszes érték egymastol szignifikans eltérést mutat.
A szines nyilak az érintett adatpontok kozotti szignifikans kiilonbség
hianyat jelolik.

A gliikdz- és trehaloz tartalom, a friss suly és a nedvességtartalom alakulasa egyiittesen
jol jellemzi az alkalmazott PEG, mint stresszor kiilonb6z6 koncentracioinak hatasat
M. steppicola vegetativ micéliumara, mely adatokat a SOD izoenzimaktivitds valtozasa
valamint a MDA tartalom alakulasa tesz teljessé, korvonalazva az eldidézett stresszallapot
mértékeét.

A SOD aktivitas a 10% PEG koncentracio alkalmazasa mellett mar szignifikansan
meghaladja a kontroll értékeket és meredeken emelkedik egészen a 18% PEG tartalmu
tapoldatban nevelkedett micéliumban mért értékig, majd jelentds mértéki visszaesést mutat
(45. abra). Az 6ssz-SOD aktivitas mellett érdemes attekinteni a lokalizacio és élettani szerep
szempontjabol is elkiiloniils két izoforma (MnSOD és CuZnSOD) aktivitasanak alakulasat a

valtozé PEG koncentracié hatasara.

A mitokondrialis lokalizaciojt MnSOD izoformak aktivitasvaltozasa forditott
tendenciat mutat a dontéen citoplazmatikus eléfordulasu CuZnSOD izoformak aktivitasahoz
mérten (46. abra). Kontroll koriilmények kozott maximalis MnSOD aktivitas tapasztalhato.
A 8-10% PEG tartalom mellett a MnSOD izoformak aktivitdsanak kismértékli csokkenése
figyelhetd meg (46. abra). 12-18% PEG mellett a MnSOD aktivitas kiegyenlitett maradt,
majd 21% PEG hatésara kismértékben csokkent (46. abra).
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45. abra M. steppicola vegetativ micélium
SOD enzimaktivitas valtozasa a tapoldat PEG
tartalmanak fliggvényében. Az illesztett gorbe B-
Spline (Origin™ 5.0). A t-préba alapjan a kontroll
(0% PEG
szignifikans kiilonbségeket (t),5) *—gal Jeloltem. Kék

értékekhez tartalom)  viszonyitott
csillaggal jeloltem azokat az adatpontokat, melyek

kozott nincs szignifikans kiilonbség.

MnSOD
7) CuZnSOD
2,8x10°

2,6x10° *
2,4x10°
2,2x10°4
2,0x10°
1,8x10°
1,6x10°
1,4x10°
1,2x10°
1,0x10°
8,0x10* 4
6,0x10°
4,0x10*
2,0x10° 4
0,0

Vegetativ micélium SOD izoenzim
aktivitasa (denzitas)

2
21%

0% 12%  15% 1%
Tépoldat PEG tartalma (m/V%)
46. abra M. steppicola vegetativ micélium
MnSOD ¢és CuZnSOD izoformainak aktivitas-
valtozasa a tapoldat PEG tartalmanak fliggve-
nyében. A t-préba alapjan a kontroll értékekhez
0% PEG
kiilonbségeket (ty5) *-gal Jjeloltem. Piros és lila

tartalom)  viszonyitott  szignifikdns

csillaggal jeloltem azokat az adatpontokat, melyek
kozott nincs szignifikans kiilonbség. A kék nyilak a
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kiilonbség hianyat jelolik.

adatsor  adatpontjai  kozotti  szignifikdans

A citoplazmatikus lokalizaciéju CuZnSOD izoformak alacsony aktivitisa jellemz6 a

kontroll és 8-10% PEG tartalmu tapoldatokban nétt micéliumban, majd a 12-18% PEG
tartomanyban meredek emelkedést mutat, 21% PEG mellett pedig az aktivitas jelentds

mértékben csokken (46. abra).
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47. abra M. steppicola vegetativ micélium MDA tartalmanak
alakulasa a tapoldat PEG tartalmanak fliggvényében. A4z adat-
pontokra illesztett gérbe tipusa B-Spline (Origin™ 5.0). A t-préba
alapjan a kontroll értékekhez (0% PEG tartalom) viszonyitott szignifikdns
kiilonbségeket (ty,0s) *-gal Jeloltem. A 8% PEG adatponttol kezdédden az
osszes MDA tartalom érték kozott egymashoz viszonyitva is szignifikancia
all fenn.
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A vegetativ micélium MDA tartalma a PEG alkalmazasaval kivaltott szarazsagstressz
mértékével parhuzamosan, az 47. abran lathaté modon novekedett. 8% PEG koncentracié
mellett a micélium MDA tartalma nem tér el szignifikansan a kontroll értékekt6l (47. abra).
A 10-15% PEG tartalmu tapoldatokban novekedett tenyészetek MDA tartalma fokozatosan
emelkedik, a 15-21% tartomanyban meredek valtozast mutat — kiilondsen a 18-21% PEG

koncentracié hatasara (47. abra).

A M. steppicola tenyészetek MDA tartalmanak valtozasa az emelkedd mennyiségii
PEG-t tartalmazé tapoldatokban eldidézett egyre kedvezdtlenebb ozmotikus viszonyok

hatasfokozddasat tikrozi.

A kontroll kériilmények kozott mért maximalis MnSOD aktivitds az intenziven mitk6do
novekedési ¢és membranatalakito alapanyagcsere-folyamatokkal mutat Osszefliggést.
A 12-21% tartomanyban a stressz mértékének fokozodasaval a MnSOD aktivitas
szignifikans mértékli csokkenése arra utal, hogy a folyamatokban keletkez6 ROS-al
szembeni védelem mar nem megoldott a kontroll szinten, a MnSOD védelmi rendszer a

felfokozott igénybevétel miatt csokkent aktivitassal képes csak mikodni.

Ezt tamasztja ala a gliikoz-trehaloz tartalom és a CuZnSOD izoformak aktivitasanak
valtozasa, melyet kiegészit a tenyészetek pigmentaltsaganak fokozodasa, jelezve, hogy a
hangsuly az alapanyagcsere folyamatairol a védelmi rendszer miikddésének fokozasara,

masodlagos anyagcseretermékek képzédésére helyezddik at.

A CuZnSOD izoformak aktivitas-valtozasa jol jellemzi a citoplazma érintettségét, azaz
a stressz mértékének fokozodasaval a kedvezdtlen hatasok organizmus egészére torténd
kiterjedését. A 8-10% PEG koncentracié mellett a citoplazma még csak kis mértékben
értintett, a nem enzimatikus és enzimatikus antioxidans védelmi mechanizmusok képesek
mintegy egyensilyt tartani a stresszhelyzetben, a 12-18% PEG tartomanyban azonban a
CuZnSOD izoformak egyre fokozodo aktivitasa hivatott kivédeni a kialakult oxidativ stressz
karos hatasait ¢és igy biztositani a micélium homeosztazisanak fenntartasat (46. abra).

Az egyre nagyobb mértékli szarazsagstressz-hatds az antioxidans védelmi rendszert
jelentés mértékben igénybe veszi, ezt jelzi a 21% PEG tartalom melletti nagymértékii

aktivitas csokkenés (46. abra).

A szarazsagstresszre adott élettani valasz részét képezé SOD izoenzimek aktivitds-
valtozasa jol tiikr6zi a micéliumot érintd stressz kifejezddését és a tolerancia hatterében
meghuzodd egyik nagy hatékonysagu védelmi rendszer, a Foyer-Halliwell-Asada ciklus
miikodését (F5. abra).
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A szarazsagstressz kivédésében dontden a citoplazmaban lokalizalt CuZnSOD
izoformak jatszanak szerepet, mivel az alkalmazott abiotikus stresszor elsédlegesen a hifak

citoplazmajanak ozmotikus homeosztazisat érinti (46. abra).

A 8-12% PEG tartalmu tapoldat a M. steppicola vegetativ micéliumban a stressz-
szindroma vészreakcio és kezdeti ellenallasi szakaszat valtja ki, és mivel a micélium
rezisztencia-potencialja lehetové tette, a 15 és 18% koncentracio-tartomanyoknal az
ellenallas stadiumaban maradt. A 21% PEG-t tartalmaz6 tapoldatokban nétt micélium SOD
izoenzimek altal képviselt védelmi rendszerének a stressz-szindroma kimeriilési fazisara

jellemzo6 jelentds aktivitas-csokkenése tapasztalhato.

A stressz-szindroma egyes fazisait emeli ki a vegetativ micéliumban mért MDA
tartalom alalkulasa is, jOl érzékeltetve a stresszor egyre fokozodd hatdsat, kirajzolva a

karosodas mértékeét.

A Morchella  steppicola  szarazsagstressz-tiirképességére iranyuld  vizsgalati
eredmények alapjan - Osszhangban a természetbeni eléfordulasaval - szarazsagstresszel
szemben tolerans fajnak bizonyult. A szaraz ¢éléhelyekhez valo sikeres adaptacioban az
egyik fO0 iranyt jelenti a bioaktiv molekuldk akkumulacioja. A lehetséges stressztiirési
stratégidk koziil az ozmoaktiv trehaldz felhalmozasa jellemzi ezt a fajt. A folyamat fokozott
stressz-szitudcioban is hatékonyan miikodik — ez biztositja a gomba szdméra a talélést a

sokszor szélséségesen szaraz éléhelyeken is.

II. Novényi mintak vizsgalata

A novényi mintak trehaldz enzimaktivitas valtozasanak vizsgalata elott meghataroztam
az egyes izoforma-csoportok hémérsékleti és pH optimumat a gyokér- és levélmintakban,
valamint az egyivaru barkavirdgzatok nyers kivonatdban egyarant. Az egyes ndvényi
részekben a trehaldz izoenzim aktivitds hémérséklet ¢s pH fiiggése a 48. abran lathatod
moédon alakult: gyokér és levélmintdk esetén savas izoformak pHop=4.70, Top=30°C,
neutralis izoformak pHep=7.00, Top=37°C, mig a porzods és termds barkavirdgzatokban a

savas izoformak pHop=4.90, Top=37°C, a neutralis izoformak pHop=6.80, Top=33°C.

A Populus glauca L. var Kopeczkii gyokér és levélmintainak, illetve a Populus
canescens porzos ¢és termds barkaviragzatainak trehalaz enzimativitasa jelentés mértékil

eltérést mutat (48. abra).
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48. abra Populus glauca L. var Kopeczkii és Populus canescens trehaldz izoenzim aktivitas
hémérsékleti és pH optimumanak meghatarozasa P. glauca L. var Kopeczkii gyokér (A) és levél-
mintaiban (B), valamint P. canescens érett, viragzas fenologiai fazisaban (F4) 1év6 porzos (C) és

termds (D) barkaviragzataban.

Az F4 fenologiai fazisu reproduktiv szervekben optimalis hdmérsékleten és pH-n mért
savas izoformdk aktivitasi értékei — Q: 236.06+£9.75 és J': 344.65+14.16 nkat/g protein —
tobb mint tiz illetve tizendtszorosei a gyokérmintakban mért 21.03 +0.81 nkat/g protein
értéknek (48. abra). A Kkifejlett levelek 31.86 + 1.17 nkat/g protein savas trehalaz

enzimaktivitasa a gyokerekre jellemz6 szintet 34 + 5 szazalékkal haladja meg (48. abra).

A neutrdlis trehaldz izoformdk aktivitdsa esetén hasonld kép tarul elénk: a
gyokérmintakban jellemz6 13.91+0.48 legalacsonyabb értéknek tobb mint tizenkét illetve
tizennyolcszorosai a barkaviragzatokban mért enzimaktivitisok (Q: 174.825 + 6.57 és
d': 255.245 £9.62), a levelek 20.76 = 0.76 neutralis trehalaz enzimaktivitasa pedig 33 +5
szazalékkal haladja meg a gyokérzetét (48. abra).

Populus canescens levelek trehaldz izoenzim pHoy és Top értékeit is meghataroztam,
melyek a P. glauca L. var Kopeczkii levél trehalaz izoformdk esetén mért értékekkel
azonosnak bizonyultak.
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A két Populus faj vegetativ és generativ ndvényi szerveiben a trehaldz izoenzim
aktivitasok szignifikans mértékli eltérése Osszhangban all Miiller és mtsai (2001)
Arabidopsis thaliana novényekkel végzett kisérletének eredményeivel, miszerint a vegetativ
szervekben 50 nkat/g protein alatti-, mig a reproduktiv ndvényi részekben jelentés
mértékben magasabb — 150-300 nkat/g protein és azt meghaladd aktivitds értékeket
tapasztaltak.

A trehalaz izoenzim aktivitds vegetativ és generativ ndvényi részekben mutatkozd
jelentés mértékii eltérésének hatterében a novényi trehaloz anyagcsere sajatossagai
huzodnak meg. A trehaléz szintézis TPS/TPP enzimrendszer izoformai a trehaldz
izoenzimekkel egyiittesen alakitjdk a T6P és a trehaloz sejtbéli koncentraciojat, ezaltal
alapvetd befolyassal birnak a novények fejlédési folyamataira ¢épplugy, mint a

stresszhatasokra adott valaszaikra (Schleupmann és Paul 2009).

A TO6P ¢és a trehaloz hatésai kiilonboz6 targetek révén érvényesiilnek. A T6P kozponti
fontossagll szabalyozé molekula, szerepe a fotoszintézisben, a szénhidrat-anyagcserében, a
novekedés és fejlodés folyamataiban jol ismert (Paul és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai 2009,

Schluepmann és Paul 2009, Smeekens és mtsai 2010).

Arabidopsis novényekkel Miller és mtsai (2001) altal elvégzett vizsgalatok eredményei
alapjan feltételezheté a trehalaz izoenzimek szerepe a reprodukcios folyamatokban: a
viragokban és kiilondsen a pollent tartalmazé portokokban (~700 nkat/g protein) tapasztaltak

kiemelked6 mértékii aktivitast.

Gazkromatografias eljarasok alkalmazasaval sikeriilt a fiziologias trehaldz mennyiségét
meghatarozni: 4. thaliana vegetativ részeiben atlagosan 35 ng/g széraz suly, a viragokban

>100 ng/g szaraz stly trehaloz tartalom jellemz6 (Schluepmann és Paul 2009).

A szakirodalomban fellelhetd, az elézoekben osszefoglalt tudomanyos eredmények
alapjan O0sszhangban a sajat eredményeimmel joggal feltételezhetd, hogy a Populus fajok
barkaviragzataban a jelentés mértékii trehalaz enzimaktivitas egyfeldl a viragrészek
fejlodésében-érésében betdltott szerepére utal, masfeldl pedig a generativ részek vélhetéen
magas trehaldz tartalmaval hivatott fiziologias egyensulyt tartani.

A levelekben mért trehaldz izoenzim aktivitas a fotoszintézis €s a sz€nhidrat-anyagcsere
szabalyozasaval, tovabba a levélfejlodés folyamataival mutat dsszefliggést. A gydkerekben
tapasztalhato kismértékli trehalaz enzimaktivitas elsdsorban a természetben a talajlakod
mikroorganizmusok altal termelt trehaléz bontasaban, valamint a mikorrhiza kapcsolat

kialakulasaban jatszhat szerepet.

101



5.4. Trehalaz izoenzim-indukcio P. glauca L. var Kopeczkii kifejlett
leveleiben

A mikroszaporitott P. glauca L. var Kopeczkii névények 5. levélemeletérél szarmazo
kifejlett, fiatal levelekben vizsgaltam a "4 Hoagland tapoldatban kiilséleg adott trehaloz
iddbeli hatasat a levelek egyes €lettani paramétereire és trehaldz enzimaktivitasra. Trehaloz
hatasara a levelek nedvességtartalmaban a kontroll mintdkhoz képest 3 o6ra (180 perc)
inkubécios id6t kovetden mar jelentds, majd a 6-18 oras (360-1080 perc) iddintervallumban

egyre fokozodd mértékii eltérés tapasztalhato (49. abra).
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49. abra Populus glauca L. var Kopeczkii excizalt leveleinek
nedvességtartalom-valtozasa. A kisérleti Osszeallitasban alkalmazott
megnevezések: kontroll levelek — % Hoagland-, indukalt levelek —
trehalozt tartalmazd % Hoagland tapoldatban inkubalt levelek.
Az adatpontokra illesztett gorbék tipusa B-Spline (Origin™ 5.0). A t-préba
alapjan az adatpontok kiindulo értékekhez (0 perc) viszonyitott szignifikans

eltérését (t)s) *-gal jeloltem.

Kontroll levelekben a kiindulasi értékekhez viszonyitva csupan 18 ora inkubacio

hatasara figyelheté meg szignifikans nedvességtartalom csokkenés (49. abra).

A tapoldat trehaloz tartalmanak hatasa a SOD enzimaktivitds alakuldsaban is
tiikroz6dik, a kiinduld értékekhez képest mar 1 ora elteltével jelentds mértéki
aktivitasemelkedés tapasztalhato (50. abra). Az indukalt levelekben az 1 és 2 6ras (60 és 120
perc) iddintervallumban tovabbi jelentds mértékii valtozas nem kovetkezett be, majd 3 ora
utan a SOD izoenzimek aktivitasa meredek emelkedést mutat (50. abra).

A parhuzamos kontroll levélmintakban, az indukalt levelekben tapasztaltakhoz
hasonléoan a SOD aktivitasi értékekben 1 és 2 ora inkubaciot kovetéen szignifikans

kiilonbség nem adddott (50. abra).
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A SOD enzimaktivitas 2 ora elteltével kismértékil, szignifikans eltérést mutat, majd a
3-12 6ras (180-720 perc) iddintervallumon beliil tapasztalhaté fokozott emelkedést kovetéen
a 12-18 ora (720-1080 perc) inkubaci6 hatasara ismét kiegyenlitett (50. bra).

Az inkubacio els6 két ordja soran a kontroll és trehaloz tartalmu tapoldatban inkubalt

parhuzamos levélmintak SOD enzimaktivitdsaban szignifikans eltérés nem tapasztalhato

(50. abra).
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50. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek SOD enzimaktivitasanak idébeli
valtozasa 18 ora (1080 perc) inkubacios iddintervallumban. A kontroll leveleket
trehal6z-mentes-, az indukalt leveleket trehalozt tartalmazo tapoldatban inkubaltam.
A t-préba alapjan az adatpontok kiindulo értékekhez (0 perc) viszonyitott szignifikdins
eltérését (t)s) *—gal Jeloltem. A lila és narancssarga csillagok, valamint a citromsarga
rombuszok azokat az egy adatsorhoz tartozé adatpontokat jelolik, melyek kozott szignifikans
kiilonbség nem all fenn. Szines nyilakkal jeloltem a parhuzamos adatsorok azon adatparjait,
melyek nem térnek el szignifikans mértékben egymdstol.

A Chl tartalom alakulasa a levelek nedvességtartalmaban és SOD aktivitasaban
bekovetkezo valtozasokkal dsszhangban jelentés mértékii eltérést mutat a 18 oras inkubacid
soran. 3 ora inkubaciot kovetden a trehaldz tartalmi tapoldatokbol szarmazo mintdkban mar
megfigyelhetd a Chl-tartalom csokkenése, melynek mértéke a 3-18 o6ra inkubacié soran

tovabb fokozoddott (51. abra).

A kontroll koriilmények kozott tartott levelek Chl-tartalmaban szignifikans eltérés az
els6 3 oraban nem tapasztalhato, jelentds valtozas 6 ora inkubaciot kovetden figyelheté meg,

majd a 6-18 ora iddintervallumban tovabbi csokkenés jellemzd (51. abra).

Az inkubacios periddus kezdetén (0-180 perc) a kontroll koriilmények kozott és
trehalozt tartalmazo tapoldatban tartott parhuzamos levélmintak 0Ossz-Chl tartalmaban

szignifikans eltérés nem tapasztalhato (51. abra).

103



ontroll levelek
levelek

475 -
© 450
E
[} 4
g 425 '
= = 400 * 4
=] *
oo
5 © 375- qi\r
= a 4 T
ﬂ o 350+ 1
= * T
0 = 4
3 325 1
o 300 *
>
Q
- 2754

250

[0_60 120 180]240 300 360 720 840 960 1080
1do (perc)

51. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek 6ssz-klorofill tartalmanak
alakulasa 18 ora (1080 perc) inkubacids iddintervallumban. Az inkubacio
soran trehaloz-mentes (kontroll levelek) és trehalozt tartalmazd (indukalt
levelek) tapoldatot alkalmaztam. A t-préba alapjan az adatpontok kiinduld
értékekhez (0 perc) viszonyitott szignifikans eltérését (t.s) *—gal Jeléltem. Piros, kék
csillagokkal és olivazold nyilakkal jeloltem azokat az egy adatsorhoz tartozo
értékparokat melyek szignifikians mértékben nem térnek el egymastol. Az x tengelyen
kék kerettel jelolt iddintervallumban a kontroll és az indukdlt levelek (pdaronként

osszehasonlitva) dssz-klorofill tartalmukban szignifikans eltérést nem mutattak.

A P. glauca L. var Kopeczkii levelek tapoldatban torténd inkubacidjanak elsé két
orajaban (0-120 perc) a levelek nedvesség- €s Chl-tartalma jelentds eltérést nem mutat, a
SOD izoenzim-aktivitas kismértékii, de szignifikdns emelkedése mellett (49., 50. és 51.
abrak). A SOD izoenzimek aktivitdsa mar az enyhe stresszhatasokra is érzékenyen reagal,
igy természetes, hogy fokozodasa megel6zi a levelek Chl tartalmanak szignifikans

valtozasat.

A levalasztott levelek trehaléz-mentes tapoldatban torténd inkubacidja soran 2 ora
elteltével mar enyhe, majd a 3-18 o6ras (180-1080 perc) iddintervallumban egyre fokozodd
stresszhelyzet alakul ki, melyet a SOD aktivitas novekedése mellett a 6 o6ra (360 perc)
eteltével megfigyelhetd jelentés mértékii Chl-tartalom csdkkenés jol szemléltet (50. és S1.
abrak).

A kontroll levelek Chl tartalméanak csokkenése a 6-18 oras (360-1080 perc) inkubacios
periddusban kevésbé fokozott, mint a trehaldzt tartalmazd tapoldatokbol szarmazo
mintakban, erre utal az egymast kovetd adatpontok kozotti szignifikans eltérés hianya (51.

abra).
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A levelek nedvességtartalmaban bekovetkezo jelentds mértékii valtozast a trehaldz
tartalmu tapoldatban inkubalt levelekben tapasztaltam, mely arra utal, hogy a trehal6z jelen
esetben, mint ozmotikus stresszor szamottevé hatast gyakorol a levelek vizallapotara,
mintegy szarazsagstressz helyzetet idézve el6 (49. abra).

A ndvényeket éré kiilonféle stresszhatasok, igy az ozmotikus allapotot érintd
kedvezétlen behatasok kovetkeztében jellemzéen oxidativ stresszhelyzet is kialakul: a ROS
sejtbéli koncentracioja 1, ezzel a cellularis antioxidans védelmi rendszer mar nem tud
fiziologias szinten egyensulyt tartani — ez végsé soron a karosodasok kozvetlen oka. Ezzel
Osszhangban all a SOD enzimaktivitas fokozott mértékii emelkedése és a Chl tartalom

nagymértékii csokkenése (50. és 51. abrak).

A kontroll levelek Chl tartalmanak csokkenése a szeneszcencia (Oregedés) jelenségével

magyarazhato, a levagott levelek a jelenség vizsgalatanak alatlanosan alkalmazott modelljei.

A Chl degardacidja meghatarozo a levelek oregedési folyamataiban, szerepet jatszik a
nitrogén korforgalomban és nem utolsé sorban védelmet biztosit a novények szamara a
fototoxikus koztitermékek felszaporodasanak megakadalyozasaval (Eckardt 2009). A Chl
lebontasa tobblépcsds folyamat, melynek kezdeti 1épései a kozponti Mg atom ¢és a fitol
oldallanc eltavolitasa, aminek koszonhet6en a tovabbi termékek vizoldékonysaga megnd
(Schelbert és mtsai 2009). A Chl degradacio folyamataban altalanosan elfogadott a
klorofillaz enzim szerepe, mely a Chl —> Chlid atalakulast katalizalja (fitol oldallanc

Iehasitasa), ekkor a Chlid a feoforbid képz6dés koztes molekulaja.

A kozelmultban napvilagott latott szamos tudomanyos eredmény, melyek
megkérdbjelezik a klorofilliz enzimek szerepét a levelek Oregedési folyamataiban.
Arabidopsis thaliana (L.)Heynh. vad tipust és mutans novényekkel végzett vizsgalatok
ravilagitottak, hogy a klorofilliz enzim nem taldlhatd6 meg a kloroplasztiszokban,
ugyanakkor az enzimre nézve hianymutans novények is mutatjak a szeneszcencia jelenségét
(Schenk és mtsai 2007, Schelbert és mtsai 2009).

A levelek oregedésekor a Chl eltavolitodik a tilakoid membranbdl és a lebontas soran
képz6do szintelen termékek a vakuolumokba szallitddnak (Schelbert és mtsai 2009).
Schelbert és mtsai azonositottak egy kloroplasztiszban lokalizalt és szeneszcencia-indukalt
enzimet, a hidrolazok kozé tartozd feofitindzt, melynek kozremikodésével feoforbid
képzodik a ludfu leveleinek oregedése soran (Schelbert és mtsai 2009). A kozponti Mg atom

eltavolitdsa megelézi a fitol oldallanc lehasitasat, igy az 0j tudoményos eredmények
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fényében a Chl lebontasanak kezdeti Iépései a kovetkezOképpen alakulnak (Schelbert és
mtsai 2009):

Chl — feofitin —> feoforbid

Mindezek alapjan a P. glauca L. var Kopeczkii kontroll leveleiben a Chl lebontasaban
feltehetden szintén a Schelbert és mtsai (2009) altal leirt feofitindz enzim miikodik kozre.
Az indukalt levelekben az dregedési folyamathoz tarsul a trehaléz ozmotikus hatasa, ami a
kontroll mintdkban tapasztalt valtozasokhoz képest jelentds mértékben felgyorsitotta a
lebont6 folyamatok aktivalodasat, a pigmentek lebomlasat. Az indukalt levelekben a Chl
bontasaban a kialakult stresszhelyzet kovetkeztében vélhetden a feofitinaz és klorofillaz

enzimek egyiittesen vesznek részt (Schelbert és mtsai 2009, Saha és mtsai 2010).

A tapoldat trehaloz tartalmanak hatasara a levelek trehalaz izoenzim-aktivitasanak
alakulasat az 52. abran kovethetjiik végig. A neutralis izoformak aktivitisa a 18 oras
inkubacios periddusban az indukalt levelekben meredek aktivitdsemelkedést kovetGen
hatarozott maximum értéket mutat 2 o6ranal, majd elnyujtott lecsengés jellemzé a

parhuzamos kontroll értéket kozelitve (52. abra).
A kontroll levelekben a neutralis trehalaz aktivitds kezdetben kiegyenlitett, majd

kismértékii és fokozatos emelkedés tapasztalhato 3 ora inkubaciot kovetden, mely soran

6 és 12 oranal szignifikans eltérés nem tapasztalhato (52. abra).
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52. abra Populus glauca L. var Kopeczkii neutralis (A) és savas (B) trehalaz izoenzim-
aktivitasanak alakulasa excizalt levelekben. A kisérleti dsszeallitasban alkalmazott megnevezések:
kontroll levelek — Y4 Hoagland-, indukalt levelek — trehalozt tartalmazo ' Hoagland tapoldatban
inkubalt levelek. Az adatpontokra illesztett gorbék tipusa B-Spline (Origin™ 5.0). A t-préba alapjin az
adatpontok kiindulé értékekhez (0 perc) viszonyitott szignifikans eltérését (ty.s) *—gal Jeloltem. A szines

csillagok és nyilak azokat az adatokat jelolik melyek kozott szignifikans eltérés nem dll fenn.
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A savas trehalaz izoformak esetében az indukalt levelekben ettél eltéré tendencia
figyelhetd meg: egy kezdeti, az elsé két oraban bekovetkezé meredekebb emelkedést
kovetden az aktivitds 2-6 oOra kozott jelentds mértékben nem valtozik, majd 12 ora
inkubécioig tovabbi enyhe emelkedést mutat, és 18 o6ra multdn az aktivitds visszaesése
tapasztalhato (52. abra). A kontroll levelekben a savas trehaldz izoenzim-aktivitas kezdetben
kiegyenlitett, jelent6s mértékben el6szor 6 ora inkubaciot kovetden tér el a kiindulo értéktdl

(52. abra).

A trehalaz enzimaktivitas alakuldsa a levelekben lokalizalt izoformékra a trehaldz
induktiv hatasat tamasztja ald. A trehaldz enzimaktivitas alakuldsanak figyelemre méltd
vonasa a kiilonboz8 izoformak aktivitdsaban mutatkozd jelentds eltérés — mely a
tendenciaban éppligy megjelenik, mint az aktivitasi értékekben. A neutralis trehalaz
enzimaktivitas 1 ora inkubaciot kovetden mar jelentds mértékben fokozddott — a kiindulasi
érték 4-szeresére, a maximalis aktivitas pedig a kiinduld érték tobb mint 10-szerese (52.
abra). Az indukalt levelek savas trehaldz enzimaktivitasa Osszességében sokkal kisebb
mértékben valtozott, mint a neutralis trehalaz izoformaké, a 2-3 oras intervallumban

szignifikans eltérést nem tapasztaltam (52. abra).

A trehal6z anyagcserében kozremiikodo trehalaz izoenzimek stressz-induktiv sajatsaga
jol ismert (Nwaka és Holzer 1998, Zihringer és mtsai 2000, Garre és mtsai 2009). A kezelt
mintak esetében az elsé harom oraban a trehaldéz induktiv hatdsa érvényesiilt dontd
mértékben, ezt kdvetden azonban mar a trehalaz izoformak stressz hatasira valamint az
oregedési folyamatokkal osszefliggésben bekovetkezd aktivitas-valtozasaval is szamolnunk
kell (52. abra). A kontroll levelekben bekovetkezd statisztikailag szamottevd mértékii
valtozas az excizalt levelekben zajlo oregedési folyamatokkal hozhato kapcsolatba (52.
abra).

A trehaléz induktiv hatdsa feltételezi a trehaldéz levelekbe jutdsat a levélnyélen at.
A trehaloz tobb sejten beliili kompartmentben megtalalhatd, a transzport folyamata azonban
részleteiben nem felderitett (Schluepmann ¢és Paul 2009). Feltételezhetd, hogy mddositatlan
formaban szallitodik, a szachar6zhoz és mas egyszerii molekulakhoz hasonléan. A trehaldz
hatassal van a szénvegyiiletek transzportjara: Arabidopsis csiranovények trehaloz taplalasa
megvaltoztatta a szénvegyliletek eloszlasat, és a sziklevelekben valamint a levelekben
erdteljes keményitd akkumulaciot eredményezett. Az exogén trehaloz hatasara T6P

akkumulaci6 figyelhetd meg, melynek sokrétii hatasa érvényesiil a novekedésben, a
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fejlodésben és a szénhidrat-anyagcsere szabalyozasaban egyarant (Paul és mtsai 2008,

Iturriaga és mtsai 2009, Schluepmann és Paul 2009, Smeekens és mtsai 2010).

Osszességében elmondhatd, hogy a tapoldat trehaléz tartalma indukalta a P. glauca L.
var Kopeczkii levelek trehalaz izoenzim-aktivitasat, emellett azonban, mint ozmotikus
stresszor is szamottevé hatast gyakorolt. A trehalaz enzimaktivitas valtozasa mindkét
izoformatipus esetén megfigyelhetd. Az excizalt, kontroll koriilmények kozott tartott
P. glauca L. var Kopeczkii levelek a 18 ora inkubacios periodus alatt a szeneszcencia
jelenségét mutattak. Trehaléz hatasara a levelek Oregedésével Osszefliggd lebontd

folyamatok az inkubalt levelekben fokozott mértékben jutottak érvényre.

5.5. Biotikus stressz P. glauca L. var Kopeczkii novényekre gyakorolt
hatasanak vizsgalata

Az €16 organizmusokra hatd stresszhelyzetek kozott egyarant széleskorben vizsgalt az

abiotikus-, és az ¢lovilag kolesonhatasai soran kialakulod biotikus stresszhelyzet.

A biotikus stressz targykorébe tartoznak a novényi kartevok altal eldidézett hatasok,
mint a jelen kisérleti dsszeallitasban alkalmazott Tetranychus urticae Koch (k6zonséges

vagy kétfoltos takacsatka) kartétele (53. abra).

Torzs Arthropoda izeltlabiak

Altorzs Chelicerata Csapragosok
Osztaly Arachnida Pékszabasuak
Alosztaly Acari Atkak

Oregrend Acariformes Valédi atkak

Rend Trombidiformes Barsonyatka-alaktiak
Alrend Prostigmata Elollégnyilasos atkak
Oregcsalad Tetranychoidea Takacsatkaszertiek
Csalad Tetranychidae Takacsatkafélék
Nemzetség Tetranychus Takacsatkak

Faj Tetranychus urticae Koch  Kétfoltos takacsatka

53. abra Tetranychus urticae — kétfoltos takacsatka taxonomiai besorolasa.

Az apré termetli, szird-szivo szajszervvel rendelkezd 7. urticae széleskérben elterjedt,
polifag — azaz széles tapndvénykorrel jellemezhetd, a kdrnyezeti paraméterekkel szemben
tag tiir6képességii levélfonakon taplalkozo novényi kartevé. A levelek parologtatasaban a
szamtalan aprd szirasnyom hatasara zavar keletkezik. Kezdetben a levelek marvanyozotta
valnak, a fert6zés elhatalmasodasakor pedig lehullanak, sok esetben teljes defoliacid

kovetkezik be, mely eloidézheti a teljes novény pusztulasat.
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A biotikus stresszor, jelen esetben fitofag kartevé novényen torténé megjelenését
kovetd kartételének kezdetén a stresszhatds csupan lokalisan, a karosodast szenvedett
szovetteriilet kozvetlen kozelében érinti a sejtek anyageseréjét, majd a kartevd
elterjedésével, az okozott karok mértekének fokozodasaval és a novény védelmi
rendszerének aktivalodasa kovetkeztében hatasa az egész novényre kiterjed. A novényi
nedvek szivogatasa kovetkeztében lényeges anyagcsere valtozasok lépnek fel: a meglévd
metabolikus halézat mitkodésének modosulasa mellett indukalt génmiikodéssel 6sszefiiggd

alternativ biokémiai utvonalak aktivalodnak.

A P. glauca L. var Kopeczkii levelek fiziologias nedvességtartalma 7. urticae biotikus
stresszor hatasara a fert6zés elhatalmasodasaval parhuzamosan jelent6s mértékben csokkent,
melyet a levelek szaraz sulyanak alakulasa jol szemléltet (54. abra).

A kontroll levelekhez viszonyitva mar a kezdetekt6l (A; minta) szignifikans eltérés
tapasztalhato, majd a fert6zés mértékének fokozoédasaval parhuzamosan a nedvességtartalom
tovabbi csokkenése jellemzd (54. abra).

A valtozas liteme az Aj— Ay iranyban egyre lassul, az As—A4 mintak értékei kozott mar
szignifikans kiilonbség nem all fenn (54. abra). A meghatarozott szaraz stly adatokhoz

tartoz6 szazalékos nedvességtartalom értékeket a 14. tablazatban foglaltam 6ssze.

0,55

0,50 - *
?—: T 0,45 * Minta Levelek atlagos nedvességtartalma
5 E 040 * % +SD
© w
ES 5] Ko 81.94 +£2.87
£
£3 o . Al 70.85 +2.62
% g 0,25-| A2 63.19 +£2.27s
25 020 A3 57.03 +£2.15
-

0,15 A4 54.27 +2.11

0,10 , ! | | .

Ko A A2 A3 A4
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54. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek — 14. tablazat Populus glauca L. var
szaraz sulyanak alakulasa 7. urticae fertézés okozta  Kopeczkii levelek atlagos nedvesség-
biotikus stressz-helyzetben. Az illesztett B-Spline  tartalmanak alakulasa T. urticae fertézés
gorbe kiemeli a tendenciat (Origin™ 5.0). A t-préba soran. Az kontroll érték és az Aj-Ay adatsor

alapjan az adatpontok kontroll értékekhez viszonyitott értckei, valamint az adatsor minden tagia

*
szignifikans eltérését (ty.95) -gal jeloltem. Kék csillaggal 15264 egyarant szignifikans eltérés (toos) all
Jeloltem  azokat az  adatpontokat  melyek  kozott — fopp,

szignifikans kiilonbség nem all fenn.
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A SOD enzimaktivitas az A; levélmintakban jelentés mértékben megemelkedett, majd
tovabbi aktivitas-fokozodast kovetden az A, mintdkban mutat maximum értéket (55.A.
abra). A T. urticae kartételének koszonhetéen az Az mintakban a SOD aktivitas szignifikans
visszaesése tapasztalhato, amely tendencia az A4 levelek esetén tovabb folytatodik (55.A.

abra).
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55. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek SOD (A) és POD (B) enzimaktivitasanak
valtozasa T. urticae fertdzés kivaltotta biotikus stressz-szindromaban. Az illesztett gorbék tipusa:
B-Spline (Origin™ 5.0). A t-préba alapjén az adatpontok kontroll értékekhez viszonyitott szignifikans
eltérését (s *—gal Jjeloltem. Kék csillaggal jeloltem azokat az adatpontokat melyek kozott szignifikans
kiilonbség nem dll fenn.
Az Osszesitett POD enzimaktivitds meredek emelkedése tapasztalhato a kontroll
értékektol az A, fertdzottségi szintig, ezt kovetden az Az levélmintakban jelentés mértékii

visszaesést mutat — az aktivitas az A; levelekben mért értékek szintje ala csokken, majd az

A4 mintdkban tovabbi szignifikans valtozas nem kovetkezik be (55.B. ébra).

® -
-

Ko Al A2 A3 A4 Ko A1 A2 A3 A4

56. abra Populus glauca L. var Kopeczkii mikroszaporitott novények levelében mérheté POD
aktivitdsi mintazat T. wrticae éltal eldidézett biotikus stresszhelyzetben. Az Al-A4 a fertézott
ndvényi mintakat jeloli, ahol a szamok rendre a tiinetegyiittes fokozodasat tiikrozik. A nyilak a
csupan a kontroll és a fertézés kezdeti (A1) stadiumaban megfigyelheté POD izoformakat jelzik.
Az aktiv izoformdkat 10%-o0s PAGE elvdlasztissal szepardltam és pozitiv - aktivitdsi  festéssel
(o-dianizidin) tettem lathatova. A szines és a fekete-fehér kép ugyanarrol a géllaprol késziilt.
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Az Osszesitett POD aktivitasban az izoformak eltéré részaranya jellemz6 (56. abra).
A gélképen jol lathato, hogy a kontroll és A; levélmintak POD izoforma-profilja
egyértelmiien eltér az A,—A4 mintak esetén tapasztalt képtSl, két POD sav jelenléte
figyelhet meg (= 9, melyek a kartétel fokozodasa soran eltiinnek (56. abra).

A MDA tartalom a biotikus stresszhatas fokozodasaval parhuzamosan jelentds mértéki

emelkedést mutat (57. abra).
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57. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek MDA
tartalmanak  valtozdsa 7.  wurticae  karositd  hatdsanak
kovetkeztében. A t-préba alapjan az adatpontok kontroll értékekhez
viszonyitott szignifikans eltérését (ts) *-ga[ jeloltem.
A Populus glauca L. var Kopeczkii levelek Chl tartalma 7. wrticae fertdzés hatasara
jelentds mértékli valtozast mutat (15. tablazat, 58.A. abra). A fertdzés kezdetén (Ky—Aj)
tapasztalt drasztikus csokkenést kovetéen az atkak terjedésével az A és A, levélmintakban

a Chl, és Chl, mennyisége egyarant kozel azonos mértékben — 26%-kal csokkent, erre

utalnak a Chl,/Chly arany szignifikancia szinten beliili értékei is (15. tablazat).

Minta Chly Chlp Chly/Chlp
ng/g protein +SD ng/g protein +SD ug/g protein +SD
Ko 33243 +10.305 92.45 + 2.87 3.596 +0.111
Al 111.83 * + 2.94 43.62 * + 1.15 2.563 * +0.067
A2 82.65 * + 2.04 3229 * + 0.80 2.560 * +0.063
A3 57.84 * + 2.20 27.81 * + 1.06 2.080 * +0.080
A4 52.26 * + 2.09 27.74 * + 1.11 1.884 * +0.075

15. tablazat Populus glauca L. var Kopeczkii levelek klorofill-a-, klorofill-b tartalmanak és
chly/chly aranyanak valtozasa T. urticae atkafert6zés hatasara. Az adatsorok kontroll értékekhez
viszonyitott szignifikdns eltérését (tys) *—gal Jeloltem. Az egyes adatok kozotti szignifikans eltérés hianydt

a szamkarakterek kék illetve piros szine jelzi.
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Az Az;-A4 mintdkban mért értékek Osszehasonlitasa alapjan elmondhatd, hogy
szignifikans Chl, csokkenés mellett a Chly, tartalom nem valtozott jelentés mértékben (15.
tablazat). Az 6ssz-Chl tartalom valtozasaban a legnagyobb mértékli csokkenés a kontroll —
A allapot kozott tapasztalhato, ezt kovetden kisebb mértékii, fokozatos csokkenés jellemzd

(58.A. 4bra).
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58. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek Ossz-klorofill (A) és Ossz-karotinoid (B)

tartalmanak valtozasa 7. urticae biotikus stresszor hatdsara. Az tendencidt kiemelik az illesztett
™

B-Spline gorbék (Origin'™ 5.0). A t-proba alapjan az adatpontok kontroll értékekhez viszonyitott

szignifikans eltérését (tys) *—galjelé'ltem. Az egyes adatpontok szignifikans mértékben eltérnek egymastol.

A Chlok mennyiségi valtozasahoz viszonyitva az Ossz-karotinoid tartalom kisebb
mértékben csokkent 7. wrticae kartételének hatdsara, a tendencia fokozatos, kiegyenlitett

valtozast mutat, hianyzik a kezdeti, drasztikus csokkenési fazis (58.B. abra).
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59. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek antocian tartalmanak
valtozasa atkafert6zés biotikus stressz-szindromaban. A t-préba alapjin az
adatpontok kontroll értékekhez viszonyitott szignifikdns eltérését (tyos) *—gal Jeloltem.
A kontroll levelek fertozéttségi szintjét 0.00 értéknek, mig az A j-A4 mintak fertézottségi

fokat rendre 1.00-4.00 értéknek véve a tendenciat jol jellemzi az illesztett exponencidlis
girbe, melynek egyenlete: y = 0.027¢" "™ R? = (.983 112



T. urticae hatasara a levelekben a karosodas mértékével parhuzamosan az antocian

tartalom exponencialis emelkedése figyelheté meg (59. abra).

A trehalaz enzimaktivitas 7. wurticae fitofag kartevé hatasara szignifikansan eltér a

kontroll levelekben mért értékektdl (60. abra). Az aktivitds alakuldsa a neutralis és savas

izoformak esetén eltérd. ‘
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60. abra Populus glauca L. var Kopeczkii levelek trehalaz

enzimaktivitisanak valtozasa T. wrticae ndvényi kartevd

hatasanak kovetkeztében. A t-préba alapjan az adatpontok

kontroll értékekhez viszonyitott szignifikans eltérését (t5) *—gal
Jeloltem. Kék csillagok jelolik azokat az adatpontokat melyek kozott
szignifikans kiilonbség nem all fenn.

A savas izoformak aktivitasa szamottevobb, az A, levélmintakban mért maximum
értéket kovetéen az Asz-A4 mintdkban fokozott mértékli csokkenés jellemzé (60. édbra).
A neutralis trehalaz enzimaktivitds maximuma az Ap-Aj fert6zottségi szintnél tapasztalhato,

majd az A4 levélmintdkban szignifikans visszaesést mutat (60. bra).

A P. glauca L. var Kopeczkii levelek fiziologias nedvességtartalma 7. urticae biotikus
stresszor hatasara a fert6zés elhatalmasodasaval parhuzamosan jelentés mértékben csokken
(54. abra, 14. tablazat), ennek hatterében egyrészt a novényi nedvek szivogatasa soran a
levelek kutikulajanak és epidermisz sejtjeinek nagyszamban bekovetkezé sériilése
(szondazas“?), masrészt pedig a szivasnyomok, mint a mélyebb epidermisz rétegekbe
vezetd nyitott csatornak kedvezotlen hatdsa és a nagyszamban jelen 1évo atkak altal

egylittesen elfogyasztott levélnedv szamottevé mennyisége allhat (Sivritepe és mtsai 2009).

123 A 7 atkak taplalkozas kozben a legmegfeleldbb helyet keresik a levélen a névényi nedvek kiszivasahoz, ekozben
csapragoikkal komoly sériiléseket okoznak.
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A kartétel kovetkeztében a szovetek sejtjei kozotti kapesolat felbomlik, a sejtek beltartalma
helyére levegd keriil. A levelek vizvesztése €s az atka-populacidé denzitasa kozott Sivritepe

¢és mtsai (2009) eredményeivel 6sszhangban pozitiv korrelaciot tapasztaltam.

P. glauca L. var Kopeczkii novények levelei a T. urticae kartételének tipikus tiineteit
mutattak: kezdetben a leveleken sarga foltokat észleltem — az aprd szlrasnyomoknak
megfelelden, a levéllemezek a fertdzés elorehaladtaval marvanyozotta valtak, majd barna
szindl, elszarado teriiletek jelentek meg (Afify és mtsai 2011). 7. urticae taplalkozasa kozben
a sejtekbe juttatja a novényre nézve toxikus nyalat, aminek kovetkeztében a leveleken
rozsdas foltok jelennek meg. A szoveti és sejtszintli sériilések, valamint a mérgezés kovet-

keztében stresszhelyzet alakul ki, az anyagcsere folyamatok oxidativ irdnyba tolodnak el.

A fitofag rovarok és atkak taplalkozasa soran a ndvények szoveteiben jellemzéen
jelentés mennyiségli H,O, molekula keletkezik. A H,O, viszonylag stabil ROS, mely
sajatsagainak koszonhetden (kisebb mértéki reaktivitas, elektromos semlegesség) képes a
sejtmembranokon athatolni, igy sejtbél-sejtbe vandorolni. A H,O, jelent6s szereppel bir a
novényi szovetek nekrotikus elvaltozasainak kialakulasaban, valamint a szignaltransz-
dukciés folyamatokban is (Foyer és Noctor 2005). A H,O, sejtbéli koncentraciojanak
novekedése kiilonféle stresszhatasokra bekovetkezd altalanos valaszjelenség, amely jelzi,
hogy jelent6s szereppel bir az akklimatizacié folyamataban is. Alacsony koncentracioban
mint jelmolekula szerepel, magasabb koncentracioban mint ROS karos a sejtekre nézve, igy
eliminalasa mindenképpen sziikséges, ebben miikddnek kozre elsésorban a CAT és POD
enzimek.

Biotikus stressz hatdsara a H,O, mellett jellemzbéen képzddnek mas ROS is. Koziilik a O,™ és
H,0, képzddése normal koriilmények kozott is szamottevd az elektrontranszport folyamatok és
enzimatikus mikodés kovetkeztében, igy a mitokondrialis, mikroszomalis folyamatokban és a
fotoszintézis soran. Stressz-szituacioban jellemzdéen fokozott mértékben keletkeznek, és amikor a
sejtek védelmi rendszere ezzel nem tud fizioldgis szinten egyensulyt tartani, akkor oxidativ stressz
alakul ki.

A ROS toxikusak a sejtek szaméra, molekularis (makromolekulak) és strukturalis (membranok)
karosodast idéznek eld, eliminalasuk eszencialis. A ROS kedvezétlen hatasait hivatottak kivédeni a
nem-enzimatikus és enzimatikus védelmi mechanizmusok (Noctor és Foyer 1998). A nem-
enzimatikus csoportba kiilonféle antioxidansok tartoznak, ugymint GSH, AsA, PB-karotin és o-
tokoferol. Az enzimatikus védelem jeles képviseloi a Foyer-Halliwell-Asada ciklus (FS. abra)

enzimei mellett a CAT (EC 1.11.1.6.), a POD (EC 1.11.1.7.) és a GST (EC 2.5.1.18).
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A T. urticae kartétele kovetkeztében fokozott mértékben képzédnek ROS, kedvezétlen
hatasukat az aktivalodoé antioxidans rendszer igyekszik kivédeni. Az elézéekben roviden
bemutatott enzimatikus antioxidans csoport két képviseldjének, a SOD és POD izoenzimek

aktivitasanak jelentés mértékii megemelkedése az atka-fertézés Aj-A, szakaszaban a

fennall6 oxidativ stressz egyértelmii jele (55. abra). Az A3z-A4 levélmintakban drasztikusan,
a kontroll szint ala visszaes6 SOD enzimaktivitas a védelmi rendszer kimertilését vetiti elénk
(55.A. ébra).

A protohem prosztetikus csoportot tartalmazé POD enzimek (EC 1.11.1.7.) élettani funkcidja
sokrétli: részt vesznek a lignin és szuberin bioszintézisben, az indolecetsav katabolizmusaban és az
etilén képzddésében, antioxidans sajatsaggal birnak, fontos szerepet tolteneck be a ndvények biotikus
stresszorokkal (kartevék, korokozok) szembeni védelmében és az oOregedési folyamatokban.
Lokalizaciojukat tekintve megtalalhatoak a sejtfalban, apoplasztban, citoplazmaban ¢és a
vakuolumban, a sejtorganellumokban azonban nem fordulnak el6.

A POD enzimaktivitas az Az mintakban szintén jelentds mértékii csokkenést mutat a

Ko-Aj értékek kozotti szintre, azonban az Ay levelekben tovabbi aktivitasvesztés nem

tapasztalhato (55.B. abra), mivel a ROS akkumulacioja kedvez a szeneszcencianak (Az-A4
levelekben), amely 6regedési folyamatok jellemzdje a fokozott POD aktivitas. A P. glauca
L. var Kopeczkii levelek POD izoenzimeinek aktivitdsa a stressz-szindroma kimeriilési
fazisaban (nekrotikus elvaltozasok) igy tovabbra is emelt (kontroll értékeket meghalado)
szinten maradt. Nekrozist eldidézhet a H,O, és a O, , ez utdbbi a peroxidtol részben

figgetleniil is.

A P. glauca L. var Kopeczkii levelek MDA tartalmanak valtozasat a 7. urticae
taplalkozasa kovetkeztében indukalodd ¢és egyre fokozddd mértékl oxidativ stressz
hatasaként bekovetkezé lipidperoxidacio eredményezi (57. abra). Hildebrand és mtsai
(1986) szintén jelentés mértékl lipidperoxidaciot irtak le kiilonbozd szdja genotipusokban
T. urticae fert6zés hatasara, amely a rezisztencia fokaval parhuzamosan valtozott. A MDA
tartalom valtozas tendencidja (Ko — A4) folyamatos kérosodésra utal (57. dbra).

T. urticae kartételének kovetkeztében a P. glauca L. var Kopeczkii levelek Chl tartalma
jelentds mértékben csokken (15. tablazat, 58.A. abra), aminek hatterében egyrészt a ROS
mennyiségének novekedése valamint a szovetek sérillésének hatasara indukalodo
klorofillaz-, majd feltehetéen emellett a feofitindz enzimek aktivitasa, masrészt a fert6zés
clhatalmasodasakor a ROS kozvetlen molekularis karositd hatasa hiizodik meg (Kariola és

mtsai 2005, Schelbert és mtsai 2009).
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A karotinoid tartalom mennyiségének csokkenése (58.B. abra) szintén a 7. wurticae
fert6zés jellemzd tiinete, mely a biotikus stressz-szituacio komplex folyamatainak (ROS
hatésa, oxidativ anyagcsere) kovetkezménye.

A novényekben a karotinoid vegyiiletek — karotinok és xantofillok (Terpenoidok anyagtérzse,
Tetraterpenoidok anyagosztalya) részt vesznek a fotoszintézis folyamataiban, egyrészt mint jarulékos
pigmentek a fénygytijtésben és a Chl molekuldk fel¢ torténd energia-tovabbitasban, masrészt pedig a
fényvédelemben — magas fényintenzitas esetén a Chl fluoreszcencia nem-fotokémiai kioltd
mechanizmusaban. A magasabbrendii novényekben esszencialis a karotinoidok (xantofill-ciklus)
fotoprotektiv kozremitkodése — a folos gerjesztési energia elvezetése — ahhoz, hogy a fotoszintetikus
apparatus taléljen.

A mechanikai sérilések és a 7. wurticae toxicitasa kapcsan kialakuld oxidativ
stresszhelyzetben a membranok (membranalkoté lipidek, fehérjék) karosodasanak
mértékével és a fotoszintetikus pigmentek mennyiségének csokkenésével parhuzamosan a
fotoszintetikus aktivitas is szignifikans mértékben csokken (Sivritepe és mtsai 2009).

A fertézott P. glauca L. var Kopeczkii levelek pigmenttartalmanak valtozasa soran a Chl
¢és karotinoid tartalom csékkenésével parhuzamosan az antocian tartalom jelentés mértéki
novekedése figyelhetdé meg (59. abra). Az antocianok szintézise megindul az A; levelekben,
majd mennyisége exponencidlisan né a kartétel kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz
mértékével parhuzamosan. Antioxidans sajatsaga mar a vészreakcio fazisaban (A; levelek) a
helyrealldas folyamataban jelentds szereppel bir, majd exponencidlisan emelkedd
koncentracidja hozzajarul a sejtek védelméhez a stressz-szindroma ellenallasi szakaszaban
(Az-Az levélmintak). A fitofag atkak taplalkozasanak kozvetlen induktiv hatasa (mérgezo
nyal) is feltételezheté az antocianok szintézisében a kozvetett (kartétellel Osszefiiggd
oxidativ stressz) hatas mellett.

Az antocianok™?*  (antocianinok és antocianidinek) kiilonféle szerepet toltenek be a ndvények
stresszhatasok elleni védekezésében: részt vesznek az UV sugarak elleni védelemben, antioxidans
tulajdonsaguk révén szerepet jatszanak kiilonféle stresszorok kedvezétlen hatasainak enyhitésében,
oldott anyagként hozzajarulnak a szarazsag- illetve fagystresszel szembeni ellendlloképesség
fokozasahoz (Murakami és mtsai 2008).

Az antocian bioszintézis és kiilonféle stresszhatasok kapcsolata a szakirodalombol

ismert: szamos abiotikus és biotikus stresszhatast kovetden levelekben antocian felhalmozo-

24 Az antocidnok a Fenoloidok anyagtorzse, Poliketid cinnamoidok anyagosztilya, Flavonoidok rendjébe
tartoznak.
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dast figyeltek meg (bioszintézis kulcsenzimei stressz-indukaltak), ezaltal szerepik az

adaptiv stresszvalaszban valoszinisithet6 (Lee és Gould 2002, Murakami és mtsai 2008).

Az Aj-A4 levélmintakban tapasztalt élettani valtozasok lefedik a stressz-szindroma
szakaszait. Az A| mintakat a vészreakcio fazisa, az Aj-Ajz leveleket az ellenallasi szakasz,
majd az A4 karosodasi szintet a kimeriilési fazis jellemzi. Az A4 levélmintakban mar
visszafordithatatlan élettani valtozasok kovetkeznek be, melyek a levelek lehullasahoz
vezetnek.

A trehalaz izoenzimek aktivitasvaltozasa (60. abra) a T. urticae Kivaltotta biotikus
stresszhelyzetben a kartétellel Osszefliggd oxidativ stressz kovetkeztében aktivalodo
anyagcsere folyamatokkal hozhatd Osszefliggésbe. A savas és neutralis izoformak egyarant
stresszinduktiv sajatsagiiak, azonban eltéré az indukcié mechanizmusa (Nwaka és Holzer
1998, Zéhringer és mtsai 2000, Garre és mtsai 2009). Az élesztok neutralis trehalaz enzimei
mig a savas trehalazt kodold gén transzkripcidja szamos stresszhatdsra a Hoglp protein
kinaz kozremiikddésével valosul meg (Zéhringer és mtsai 2000, Garre és mtsai 2009).

A P. glauca L. var Kopeczkii levelekben T. urticae kartételének hatasara bekovetkezo
trehalaz enzimaktivitas valtozasa a két izoforma esetén eltéréd mértéki és tendenciaju (60.
abra). A savas trehaldz izoformak aktivitasa jelentés mértékben meghaladja a neutralis
izoformakét, maximum értéke megelézi a neutralis izoformak esetén mért maximum
értékeket (60. abra). A T. wrticae kartételének hatasara az eredményeim alapjan a savas
trehalaz enzimaktivitds dominanciaja jellemzd, melynek indukalodasa vélhetéen a MAPK
szignaltranszdukcidés tGtvonal kozremiikodése, az ¢éleszté Hogl MAPK funkcionalis
homologja révén valosul meg a kialakuld stresszhelyzetre adott valaszreakcidban.
A neutralis trehalaz aktivitas a STRE altal indukalodik a fennallo stresszhelyzetben. Fontos
megemliteni, hogy biotikus stresszhelyzetben a novényi védekezd gének aktivalasaban az
etilén, az abszcizinsav és a JA szerepét bizonyitottak. JA jelenléte sziikséges S. lycopersicon
T. urticae karos hatasaival szembeni védelmi mechanizmusainak aktivalodasahoz (Rohwer

¢és Erwin 2008).

Osszegezve P. glauca L. var Kopeczkii fogékonynak bizonyult a T. urticae stresszor
kartételével szemben. A kartétel kovetkeztében oxidativ stresszhelyzet alakul ki, mely a
ROS felhalmozodasanak kovetkeztében a fertézés elhatalmasodasaval a sejtek maradandd
karosodasahoz vezet, igy végsé soron eldidézve a levelek lehullasat. A fertdzés kezdeti

fazisaban (A) aktivalodo antioxidans védelmi rendszer biztositja a fert6zottség A, szintjén a
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helyreallast, majd az ellenallasi szakaszban az Aj3 levelekben mar a SOD és POD
enzimaktivitas csokkenése jelzi, hogy tovabb mar nem képes az oxidativ stressz hatasait
kivédeni, igy a rendszer a kimeriilés iranyaba halad. Ebben a biotikus stressz allomasait jol
reprezentald rendszerben a trehaldzok aktivitdsa is szignifikans valtozasokat mutat.
A ndvényi trehaldz izoenzimek biotikus stresszhelyzetben bekdvetkezd aktivitasvaltozasarol
eddig nem rendelkeztiink ismeretekkel. A neutrdlis és savas trehaldz izoformak aktivitas-
valtozasa a korabbiakban targyalt (5.4. alfejezet) tendenciaktol eltér, a kisérleti modell

ndvény ezen a szinten is megkiilonbozteti a biotikus és abiotikus stresszhatasokat ™.

5.6. Természetben gyiijtott Populus canescens viragriigyek trehalaz
izoenzim aktivitisanak meghatarozasa

A dioikus Populus fajok diclin virdgai laza szerkezetli barkavirdgzatot alkotnak.
A P. canescens érett porzos barkaviragzatai™* (amentum) atlagosan 6 cm hossziak, termés
barkai elérik a 10 cm-es méretet. A porzos barkak a portokok felnyilasat megel6zen

¢élénkpiros szinben pompéznak, a termds viragzatok zoldes-fehérek.

A novények Osszetett életciklusa kiilonb6z6 fenologiai fazisokra (F) oszthatd fel.
A nyugalmi allapotban (dormancia, F0) attelelé riigyek tavasszal a természet ujjaéledésekor
megduzzadnak, bennilk az anyagcserefolyamatok aktivalodnak (rigyduzzadas, F1).
A P. canescens életciklusanak generativ szakaszaban a duzzadt viragriigyek felnyilnak
(riigypattanas, F2) és elotiinnek a barkaviragzatok (rigyfakadas, F3), melyek hosszan
lecslingd, ivaros szaporodasra kész barkakka érnek (viragzas, F4). A trehaldz izoenzimek

aktivitasvaltozasat az FO-F4 fenologiai fazisokban a 61. dbra mutatja be.

Az FO fazisban 1év0 barkariigyekben az anyagcserefolyamatok minimum szinten
zajlanak, ebben az allapotban a trehalaz enzimaktivitas csekély mértékii. Az F1 fazisban, a
megduzzadt riigyekben a metabolikus haldzatok aktivalodasa kovetkeztében jelentds
mértékil trehalaz izoenzim aktivitaisemelkedés tapasztalhato (61. abra). Az F2 és F3
fazisokban a barkaviragzatok fejlédése =zajlik, az anyagcserefolyamatok fokozott
aktivalodasa jellemzd. A porzos és termés viragzatok F2-F3 mintaiban egyarant a trehalaz
enzimek meredek aktivitasemelkedése figyelhetdé meg az F4 fazisban mérhetd

maximumokkal (61. abra). Az F3-F4 fazisok kozott jelentds méretbeli valtozas kovetkezik

125 A7 abiotikus és biotikus stresszhatasok névényi stresszvalaszokban megnyilvanuld megkiilonboztetése
tudomanyosan igazolt (AbuQamar és mtsai 2009).
K26 A P canescens lecsiingd porzos barkaviragzata az Amentiflorae viragzat tipusba tartozik.
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be, mellyel parhuzamosan zajlo érési folyamatok vezetnek a reproduktiv hatékonysag
eléréséhez. A barkariigyek FO-F3 fazisokban jelentds fejlddésen mennek keresztiil, ennek
biztosit hatteret a metabolikus halézatok komplex rendszere.

A trehaldz enzimaktivitds izoformak kozti megoszlasa tekintetében elmondhatd, hogy a
savas trehaldz izoformdk aktivitasa az FO-F4 fenologiai fazisok mindegyikében meghaladja
szignifikansan a neutralis izoformakét (61. abra).

A B
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61. abra Populus canescens trehalaz izoenzim aktivitasanak valtozasa a termds (A) és porzos (B)
barkaviragzatok FO-F4 fenologiai fazisaiban. 4 t-préba alapjan az adatpontok FO értékekhez viszonyitott
szignifikans eltérését (tys) *-gal Jjeloltem.

A virdgzas fazisaban (F4) az érett porzos és termds barkaviragzatokban kiemelkedéen
magas a trehalaz izoenzimek aktivitdsa, a porzos barkdkban mérhetd maximummal (61.
abra). Miller és mtsai (2001) hasonld eredményre jutottak Arabidopsis novények
vizsgalatakor: a rigyek és viragok fejlédésével parhuzamosan jelentds mértékii trehalaz
enzimaktivitas fokozodast figyeltek meg, a pollent tartalmazé portokokban mérhetd
maximum értékekkel.

A P. canescens generativ részeiben tapasztalt trehalaz enzimaktivitas hatterében a
novényi trehaléz anyagcsere sokrétli szerepe huzodik meg a szénhidrat-anyagcsere, a
novekedés és fejlodés folyamatainak szabalyozasaban (Paul és mtsai 2008, Iturriaga és mtsai
2009, Schluepmann ¢és Paul 2009, Smeekens ¢s mtsai 2010). A trehaldz szintéziséért felelds
TPS/TPP enzimkomplex a trehalaz izoenzimekkel egyiittesen alakitja a T6P és a trehaldz
sejtbéli koncentraciojat, ezaltal fejtik ki hatasukat a novények fejlédési folyamataira
(Schleupmann és Paul 2009). A trehaldzt feltételezhetden magas koncentracioban tartalmazo
barkaviragzatokban az endogén trehaléoz bontasaval a trehalaz izoenzimek biztositjak a
homeosztazis fenntartasat, valamint vélhetéen szerepet jatszanak a reprodukcios

folyamatokban is (Miiller és mtsai 2001, Schluepmann és Paul 2009).
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Osszességében elmondhatd, hogy a P. canescens barkariigyeiben és viragzataiban
tapasztalt trehaldz izoenzim aktivitasvaltozas jol jellemzi a trehal6z anyagcsere miikodését.
Az eredményeim ¢s a leglijabb tudomanyos adatok a trehaloz anyagcsere kdzponti szerepét

tamasztjak ald a ndvényi életciklus generativ fazisaban (Schleupmann és Paul 2009).

5.7. Trehal6z-6-foszfat szintaz és trehaliz enzim gének keresése
M. steppicola, M. esculenta, P. glauca L. var Kopeczkii és Quercus

robur genomialis DNS dllomanyaban

A Morchella esculenta és M. steppicola gomba-, Populus glauca L. var Kopeczkii és
Quercus robur novény fajok genomi DNS allomanyaban a trehaloz szintézisében kulcs
szerepet jatszo TPS gént azonositottam. A két Morchella faj esetében emellett a neutralis
trehalaz enzimet kodolo gének (NTH) keresése is eredménnyel zarult. A meghatarozott

génrészletek szekvenciait a Fiiggelékben helyeztem el (F6., F7. és F8. abrak).

Morchella steppicola és M. esculenta TPS gén izoldldsdhoz a primerek koziil
eredményesen alkalmaztam a PeTSFol és PeTSRe2, mig a neutralis trehaldz gén esetében a
PeNTFol és PeNTRe2 oligonukleotid parokat.

A szekvenciak ellendrzését kovetden a két Morchella faj TPS és NTH génrészleteit
paronkent illesztettem (EMBOSS Needle). A TPS génrészletek 99 %-ban bizonyultak
azonosnak, a szekvenciarészlet 5° végén az 58, 60, 61, 74, 75 és 135 poziciokban (62. dbra),

valamint a szekvencia bels§ részének 516 ¢és 518 nukleotid-helyein tapasztalhatd

variabilitas.

Mesc TPS part 51 GAAGCAGCGCCTGCTGGAAGAATATGATGCCGTTCCCGTCTTCATCGATG 100
(R e R RN

Mst TPS part 51 GAAGCAGGGATTGCTGGAAGAATTCGATGCCGTTCCCGTCTTCATCGATG 100

Kk kkkkk Kk kKKK AKKkhkkkk KKK XK KKk k kkkk ok ok k ok ok ok ok ok k ok ok ok

62. abra Morchella esculenta és M. steppicola TPS gén részletének illesztéssel (EMBOSS
Needle) azonositott legnagyobb mértékben variabilis régidja. A variabilis nukleotidokat piros
szinnel, a teljes egyezést csillagokkal jeldltem.

A primerek tervezéséhez felhasznalt Pezizomycotina altdrzsbe tartozd fajok lekozolt
TPS szekvencidit a M. esculenta és M. steppicola TPS génrészleteivel ClustalW2
programmal illesztettem, melynek eredményeként az ismert szekvenciakbol elé tudtam
allitani a megfelelé hosszisagh fragmenteket a tovabbi analizishez. Az azonos hosszasagu
TPS szekvenciak paronkénti illesztésének (EMBOSS Strecher) eredményét a 16. tablazatban

foglaltam Gssze.
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Szekvenciak hasonlésaga (%)

Faj latin neve TPS gén* M. esculenta M. steppicola

Aspergillus niger gi[551470 77.2 76.9
Botryotinia fuckeliana £i[109137808 76.2 76.4
Coccidioides immitis gi|119194712 75.7 75.7
Emericella nidulans 2i|3170245 75.5 75.7
Magnaporthe grisea gi[28557449 72.9 72.6
Magnaporthe oryzae 21145606918 72.9 72.6
Memrv }Zj”::’;:;::p liae 461744009 74.1 734
Neurospora crassa 21164422743 75.7 75.3

16. tablazat Morchella esculenta és M. steppicola TPS génrészletének hasonldsaga az
adatbazisokban fellelhetd Pezizomycotina altorzsbe tartozéo fajok TPS szekvenciaival

Osszevetve. *A TPS gének hivatkozasi szamai. A fajok pontos megnevezése a Fiiggelékben szerepel
(F9. abra).
M. esculenta és M. steppicola (NTH) génrészletek szekvenciai 99 %-ban megegyeznek.
A szekvencia 284-287 nukleotid pozicidiban variablilitas tapasztalhatd (63. abra). Emellett
eltérés a 138, 141, 464, 467-468 és 608 nukleotid-helyeken adodott.

Mesc_NTH_part 251 AGCTGCCATCAAGGAGTACTATAGTGTCTGGACTTGTGAAGCCCGTCTAG 300

AR AN AR AR
Mst_NTH part 251 AGCTGCCATCAAGGAGTACTATAGTGTCTGGACAGCCGAAGCCCGTCTAG 300

Kok kkkkkkkkk kK kkkkkkkk kK kkkkkkk Kk k Kok ok ok ok ok ok kK KKk K

63. abra Morchella esculenta és M. steppicola NTH gén részletének illesztéssel (EMBOSS
Needle) azonositott legnagyobb mértékben varidbilis régioja. A piros szin a variabilis
nukleotidokat, a csillagok a teljes egyezést jelolik.

Az NTH génrészletek tovabbi analizisthez szikséges méretii atfedd fragmentek
clallitasa soran a TPS szekvenciaknal leirt modon jartam el. A Pezizomycotina altorzsbe
tartozo fajok mar lek6zolt és a két Morchella faj NTH génrészleteit paronként illesztve

(EMBOSS Strecher) a 17. tablazatban szerepld hasonlosagi értékek adodtak.

A TPS és NTH szekvenciarészletek hasonlosaga természetesen nem jelent megfeleld
alapot messzemend kovetkeztetések levondsara, mivel ehhez sziikség lenne a teljes
génszekvenciak ismeretére. A Pezizomycotina altérzsbe tartozé fajok TPS ¢és NTH
szekvencidinak a primer tervezés folyaman elvégzett elemzése soran tobb konzervativ
motivumot azonositottam, a 16. és 17. tablazatokban szereplé szazalékos értékek az ezeket

tartalmaz6 génszakaszok eltérésének mértékérdl adnak szamot.
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Szekvenciak hasonlésaga (%)

Faj latin neve NTH gén* M. esculenta M. steppicola
Aspergillus terreus gi[115389811 69.1 69.2
Botryotinia fuckeliana £i[109137810 71.1 71.3
Chaetomium globosum gi|116197924 70.5 70.6
Cordyceps bassiana £i[119960029 75.2 75.3
Emericella nidulans 2i|2827391 75.5 75.8
Magnaporthe grisea £i[2688969 70.3 70.4
Magnaporthe oryzae £i[39960830 70.3 70.4
Metarhizium acridum gi[45550220 81.8 81.7
Metij’:z;f:’s;’;l’ls:f liae gil11544716 83.6 83.1

17. tablazat Morchella esculenta és M. steppicola NTH génrészletek hasonlosaga az
adatbazisokban fellelhetd Pezizomycotina altérzsbe tartozo fajok NTH szekvencidival

Osszevetve. *Az NTH gének hivatkozasi szamai. A fajok pontos megnevezése a Fiiggelékben szerepel
(F9. abra).

A TPS gének keresésében Populus glauca L. var Kopeczkii és Quercus robur mintak
esetén a PTScFos és PTScRe; oligonukleotid par alkalmazasaval TPS génrészleteket sikertilt

izolalnom. Tovabbi analizisre azonban csekély méretiik miatt nem bizonyultak alkalmasnak.

Osszességében elmondhatd, hogy a TPS és NTH gének jelenlétének igazolsa
eredménnyel zarult: a két Morchella fajban mind a két gén-, mig Populus glauca L. var
Kopeczkii és Quercus robur novényfajok mintaibol TPS gén szekvenciarészletét sikerdilt
izolalnom. Az eredményiil kapott szekvencidk felhasznalasaval tovabbi primerek tervezése

indokolt, melyek altal elérhet6 a teljes gén izolalasa.
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6. KOVETKEZTETESEK

Morchella steppicola vegetativ micéliumon és kitartoképletein (PS) elvégzett vizsgalataim
eredményei Osszefliggéseket tartak fel a trehaloz szintézis és akkumulacid, az oxidativ stressz és
a kitartoképlet képzés indukcidja kozott, adatokat szolgaltattak a trehaloz bontasat katalizald

trehalaz enzimek aktivitasvaltozasairol a teljes vegetativ életciklus folyaman:

v igazolodott az oxidativ stressz induktiv szerepe Morchella steppicola PS képzésében:
hatdsara megindul a trehaloz akkumulacioja, mely kijeloli a PS képzdédésének helyét;
a trehaléz lokalisan szintetizalodik a felépitésiikben részt vevé micélium-zonaban,
mennyisége a kitartoképletek érése soran éri el maximumat

v akils6 trehaloz forras indukalja a PS képzést

v azeltéré pH optimummal és lokalizacidval jellemezhetd trehalaz izoformak aktivitasa két
6 trend szerint alakul: aktivitasi trend; (PSI — PSD — PSM —> csirazas), aktivitasi trend,
(csirazas — PSI megjelenése)

v a micélialis neutralis trehalaz izoenzimek mellett a savas izoformak is szerepet jatszanak

az endogén trehaldz koncentraciojanak szabéalyozasaban, a trehaldz hasznositasaban

A szélséséges kornyezeti paraméterekhez alkalmazkodott Morchella steppicola kivételes
szarazsagstressz-tolerancidjanak hatterében meghtiz6dd mechanizmusokat mesterségesen
kivaltott (PEG) ozmotikus stressz-szituacioban vizsgaltam. Eredményeim alapjan elmondhato,
hogy a szarazsagstresszre adott élettani valasz részeként

v'a SOD izoenzimek aktivitasvaltozasa a lipidperoxidacio indikator molekulajanak (MDA)
mennyiségi valtozasaival egyiittesen kirajzolja a vegetativ micélium helyzetét a stressz-
szindroma egyes szakaszaira vetitve, ravilagitva a M. steppicola rezisztencia-potencialjara,
mely lehetévé teszi, hogy fokozott mértékii stressz (15-18 % ("/v) PEG) fennéllasakor is
képes a stressz-szindroma ellenallas stadiumaban maradni

v a stressz mértékével parhuzamosan a tenyészetek trehaldz tartalma jelentés mértékben
megemelkedett, parhuzamosan a gliikdz részaranyanak fokozott csokkenésével

v mindezek alapjan igazolodott a M. steppicola szarazsagtiirésében a trehaldéz bioprotektiv

sajatsaganak dontd szerepe

Morchella  steppicola és Morchella conica vegetativ micélium trehaldz izoenzim
aktivitasanak Osszehasonlitd vizsgalataban sziiletett eredményeim alapjan a kovetkezd
megallapitasokra jutottam:

v a két eltérd kornyezeti igényl Morchella faj trehalaz enzimaktivitasara jellemzo, hogy a

M. steppicola vegetativ micéliumaban mért aktivitdsok szignifikdns mértékben

meghaladjak a M. conica mintakban mért értékeket, melynek hatterében a két faj alapvetd

(stressz)élettani kiilonboz8sége all
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v eredményeim bizonyitjdk mind a neutrdlis (micélidlis), mind a savas izoformak
(extramicélialis, excretalt) induktiv sajatsagait, igazoljak szerepiiket az exogén trehaloz
hasznositdsaban; a savas izoformak aktivitisa mindvégig meghaladja a neutralis

izoformakét, tehat a kiils6 kozegben végbemend hidrolizis dominancidja jellemzd

Populus glauca L. var Kopeczkii és Populus canescens (Aiton)Sm. vegetativ és reproduktiv
szerveiben kontroll helyzetben meghataroztam a trehaldz enzimaktivitast, tovabba P. glauca
kifejlett leveleiben monitoroztam az izoformak aktivitasvaltozasat induktiv koriilmények kozott.

A vizsgalatok eredményei a kovetkezd megallapitasokra vezettek:

v Populus glauca L. var Kopeczkii és Populus canescens vegetativ és reproduktiv
szerveiben normal koriilmények kozott jelentés mértékben eltérd trehaldz enzimaktivitas
mérhetd, a reproduktiv szervekben jellemzéen magasabb aktivitasi értékekkel: a fokozott
aktivitas hatterében a generativ szervek fejlédési folyamatai, és ezzel Osszefliggésben a
virdgzatokban feltehetden jelentés mennyiségben jelen 1év6 trehaldz allnak

v a trehaloz anyagcsere hatassal van a novények szénhidrat anyagcseréjére, igy fejlodési
folyamataira, melyet a riigyfakadas folyaman elvégzett vizsgalatok eredményei is
alatamasztanak: a barkaviragzatok fejlodése-érése soran a trehaldz enzimaktivitas
szignifikans mértékben fokozodik

v a P glauca levélkisérlet eredményei a trehaldz enzimaktivitas indukalhatosagarol
taniskodnak: a citoplazmatikus neutralis izoformak aktivitasa dominal, id6ben egyre
csokkend, lecsengd aktivitas mérhetd; mindez az exogén trehaldz hatasara fokozodo sejten

beliili lebontas elsédleges szerepére utal

Biotikus stresszhelyzetben Populus glauca L. var Kopeczkii leveleiben vizsgaltam a
trehal6z anyagcsere lebonto folyamataban kulcsszereptl trehaldz izoenzimek aktivitasvaltozasat,
a stresszhatas kialakulasanak és mértékének kovetésére hasznalt SOD és POD izoenzimek
aktivitasanak, a pigment tartalom valamint a MDA tartalom valtozasa mellett. Eredményeim
alapjan elmondhato, hogy

v biotikus stressz hatasara a trehalaz izoformak aktivitasa fokozodik, melyben

feltehetéen az alapanyagcsere milkodésének valtozasa és a ndvényi védekezd
mechanizmusok aktivalodasa jatszik szerepet

v a stressz-indukalt trehaldz izoformak koziil a savas trehalaz enzimaktivitas értékei

mindvégig meghaladjak a citoplazmatikus neutralis izoformakét, a stressz mértékének

fokozodasaval a savas izoformak aktivitasa csokkenést mutat

A trehaloz anyagesere-gének izolalasat célzd6 munkdm soran Morchella steppicola és
Morchella esculenta fajokban sikeriilt TPS és NTH-, Populus glauca L. var Kopeczkii és

Quercus robur genomi DNS allomanyaban TPS gének 1étét igazolnom.
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7. OSSZEFOGLALAS

A trehaldz anyagesere kapcsolodik a stressz- és fejlodésélettan targykoréhez, szerepet
ismeretre tehetiink szert. A doktori munkam soran e szerteagazo teriilet Osszefliggéseinek
feltarasat tliztem ki célul.

A specialis életmodu Morchella fajok kiilonleges életciklusaban a trehaloz anyagcsere
kozponti helyet foglal el. Morchella steppicola vegetativ micéliumon és kitartoképletein
(PS) elvégzett vizsgalataim eredményei feltartdk a trehaloz szintézis és akkumulacio, az
oxidativ stressz és a kitartoképlet képzés kozotti osszefiiggéseket, igazoljak az oxidativ
stressz induktiv szerepét a PS képzésben, mely hatas kovetkeztében trehaloz akkumulacio
indul meg a kitartoképletek felépitésében részt vevé micélium-zonaban. A szaraz, sok
esetben zavart él6helyekhez adaptalodott M. steppicola kivételes szarazsagstressz-
toleranciajaban a bioprotektiv trehaloz szerepét kisérleti eredményeim bizonyitottak. A
szintézis és raktarozas folyamata mellett a trehaloz degradacidjanak (trehaldz izoenzimek)
kovetése a vegetativ életciklus egészében a trehaldz anyagcesere finom szabalyozottsagardl
nyujt atfogd képet.

A trehalodzt tartalmazo folyadékkultiraban és szilard tapkozegen nevelt M. conica és M.
steppicola tenyészetekkel végzett kisérleteim eredményei bizonyitottak a trehaldz izoformak
indukalhatosagat, egyiittes szerepiiket a trehaloz hasznositasaban és a kiilsé trehaloz forras
induktiv hatasat M. steppicola PS képzésére.

A trehaloz anyagcsere hatdsat a novények szénhidrat metabolizmuséara illetve
novekedési-fejlodési folyamataira Populus canescens rugyfakadas vizsgalatabol szarmazo
eredményeim is alatamasztjak. Populus glauca L. var Kopeczkii és P. canescens vegetativ és
reproduktiv szerveiben normal koriilmények kozott eltérd trehaldz enzimaktivitds mérhetd,
P. glauca levelekkel végzett kisérleti eredményeim pedig az aktivitas indukalhatosagarol
tanuskodnak. Biotikus stressz hatasara a trehalaz izoformak aktivitasa fokozodik P. glauca
leveleiben, melyben feltehetden az alapanyagcsere miikodésének valtozasa és a novényi
védekez6 mechanizmusok aktivalodasa egyiittesen jatszik szerepet.

A trehaldéz anyagcsere-gének izolalasat célz6 munkdm soran M. steppicola és M.
esculenta mintakbol TPS és trehalaz, P. glauca és Quercus robur novényi anyagbol TPS
génrészletet sikeriilt izolalnom sajat tervezésii degeneralt primerekkel.

Osszességében elmondhatd, hogy a trehaléz anyagcsere szerteagazé vildgaban
barangolva szamos uj eredményre jutottam, melyek kiegészitik és pontositjak a
kucsmagombaék ¢€letciklusarol birtokunkban 1év6 ismereteket, szinesitik és kibovitik a

novényekkel végzett kutatasok eredményeit.
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8. SUMMARY

Trehalose metabolism is closely related to the basic scientific fields of stress and
developmental physiology. It has an admirable role in the regulation of carbohydrate-
metabolism, thus investigating this field of physiology may widen our scientific knowledge by
manifold fudamental new information. The aim of my PhD work was to explore this complex
field of physiology.

Trehalose metabolism has a key role in the life cycle of Morchella species, a fungal genus
bearing a characteristic lifestyle. My researches on the vegetative mycelia and the resting bodies
(PS) of Morchella steppicola revealed the relationship between the synthesis and accumulation
of trehalose, oxidative stress and the formation of the resting bodies, as well as the inductive role
of oxidative stress on PS formation, which leads to trehalose accumulation in the mycelia zone
comprising the resting bodies. My experimental results confirmed the role of bioprotective
trehalose in the exceptional drought-stress tolerance of M. steppicola, which species is highly
adapted to dry and often disturbed habitats. In addition to the processes of synthesis and
accumulation, monitoring the degradation of trehalose (by trehalase isozymes) revealed the
overall picture of the fine regulation of trehalose metabolism throughout the whole vegetative
life cycle.

Results of my investigations on M. conica and M. steppicola mycelia, maintained on
trehalose containing solid and liquid media, proved the inducibility of trehalase isoforms,
revealed their simultaneous role in trehalose utilisation, and also demonstrated the inductive
effect of external trehalose on the PS formation of M. steppicola.

Moreover, the influence of trehalose metabolism on the carbohydrate metabolism and
developmental processes of plants are also supported by the results of my budding investigations
of Populus canescens. Different level of trehalase enzyme activity was detected in the vegetative
and reproductive organs of Populus glauca L. var Kopeczkii and P. canescens, and my leaf
experiments of P. glauca indicated the inducibility of the trehalase activity. Biotic stress
increased the activity of trehalase isoforms in the leaves of P. glauca, what was presumably
caused by the changes of primary metabolism together with the activation of plant defence
mechanisms.

A part of my work was to identify some genes of the trehalose metabolism. With the
application of self-designed, degenerate primers, I have managed to isolate partial TPS and
trehalase genes from M. steppicola and M. esculenta partial TPS gene from the plant materials
of P. glauca and Quercus robur.

As a conclusion, I can declare that I have found several new results within the complex field
of trehalose metabolism, which clarify and enlarge the recent scientific knowledge on the life
cycle of morels, as well as they refine and contribute to the results of the studies on plant

species.
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Fl.abra Morchella fajok rendszertani besorolasa az NCBI taxonémiai oldala

Eukaryota*
Opisthokonta

Fungi

Dikarya

Ascomycota
Saccharomyceta
Pezizomycotina
Pezizomycetes
Pezizales
Morchellaceae
Morchella

Morchella conica Pers.
Morchella esculenta (L.)Pers.

Morchella steppicola Zer.

“Woese és mtsai (1990) modositasaval

FL hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Taxonomy

Eukariota domén

Gombak orsziga
Kétmagvu gombak alorszaga

Tomlésgombak torzse

Csészegombak altorzse
Csészegombak osztilya
Csészegomba-félék rendje
Kucsmagombak csaladja
Kucsmagombak nemzetsége
Hegyes kucsmagomba

Izletes kucsmagomba

Sztyeppei kucsmagomba

SF szerint



Domain

Kingdom

Phylum

Class

Subclass

Order
Family

Tribe
Genus

Species
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Eukaryota*
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F1. Morchella fajok gyogyaszati és ipari alkalmazisanak lehet6ségei

A Morchella fajok nem tartoznak az altalanosan ismert gyogyhatasu gombak kozé, bar a
kinai tradicionalis orvoslas mar régota alkalmazza ket krupp, gyomorproblémak és
légszomj kezelésében, mentalhigiénés problémak esetén (Ying és mtsai 1987). A 2000-es
években intenziven kezdték vizsgalni gydgyhatasukat, tudomanyosan igazoltak
gyulladascsokkentd, antioxidans, immunrendszer stimulans és antitumor hatasukat (Duncan

¢és mtsai 2002, Mau és mtsai 2004, Turkoglu és mtsai 2006, Nitha és mtsai 2007, 2010).

A Morchella fajok gyogyaszatban betoltott szerepének attekintésekor emlitést érdemel, hogy
néhany esetben megfigyeltek mérgezési tiineteket nagymennyiségii kucsmagomba fogyasztasat
kovetéen, melyet feltételezhetéen a benniik csupan csak kis mennyiségben el6forduld instabil,
volatilis neurotoxinok okoztak (Pfab és mtsai 2008). A tiinetek olyan esetekben jelentkeztek, amikor
a fogyasztast megelézOen az termdtesteket nem fozték kelld ideig, igy a mérgezd vegyiiletek az

ételben maradtak (Pfab és mtsai 2008).

A napjainkban reneszanszukat €16 fermentacios technologiak kozott a Morchella fajokat
a M. esculenta képviseli: keményitd SSF modszerrel torténdé fermentdlasiban Zhang ¢és
mtsai (2010) kedvezd eredményre** jutottak. Az Otletet Han fermetacios kisérletének
eredményei adtdk, miszerint a bazidiumos gombdak kozé tartozd Hericium erinaceum
(Bull.)Pers. a gabona keményit6t meglepden jo hatékonysaggal képes bontani, és igy a
gabonakorpa tapértékét novelni (Han 2003). Az SSF eljaras soran a korpa
keményitétartalma 64.5%-r0l 23.5%-ra csokkent (74.8% hatékonysaggal) (Zhang és mtsai
2010). Egy tovabbi biotechnologiai (fermentacids) alkalmazas lehetéségét vetiti elére M.

esculenta lipoxigenaz aktivitasanak részletes vizsgalata (Bisakowski és mtsai 2000).

HIF2 A fenti vizsgalatok megerbsitették, hogy az SSF technologidban a fonalas gombak sokkal hatékonyabbak,
mint az egysejtii mikroorganizmusok (baktériumok, ¢lesztok).



F2. A Populus nemzetség kultiirtorténeti vonatkozasai

irasos emlékek és miivészeti alkotasok allitanak emléket a nyarfak szépségének és az
emberek hozzajuk fiiz6d6 viszonyanak az oOkortdl egészen napjainkig, koztik a
legismertebbek: a 4500 éves mezopotamiai arany nyarfalevél-koszoruk és nyaklancok
(kiralyndsirok), a Harris-papirusz — amely megemlékezik egy héliupoliszi szent nyarfardl
(ie. 1168), Plinius Secundus irasa a romaiak fa-tiszteletérol és abrazolasa, mely egy
vizparton all6 nyarat orokit meg (isz. 1. szazad), régi magyar oklevelek, a nagy
impresszionista festd Claude Monet hires festmény-sorozata az Epte folyd partjan allo
hatalmas nyarfakrol (1891), a neves 19. szazadi magyar fest6 Paal Laszlo — Nyarfak (1876)
cimet viseld alkotdsa, és a kortars Szalay S. Zoltan nyérakat abrazolo festménye (Plinius isz.
77 (1987), Szamota ¢és mtsai 1984). Mindemellett nem cimadoként szdmos képzémiivészeti

alkotason szerepelnek, a tajfestészetben gyakori szereplok.

A nyarak az életfak kozé tartoznak, Herkules életfaja is ennek a nemzetségnek a tagja.
Az 6kori gorogok az emlékezés tavanak partjan névo fehér nyarfakat (Populus alba L.)
szentnek tartottak, a fekete nyarakkal egyiitt (Populus nigra L.) — az alvilag fait — temetdk
kapujahoz, siremlékek koré iiltették (Godet 2001). Kaliipsz6 nimfa haldlszigetén (Homérosz:

Odiisszeia) az alvildg bejaratanal is fekete nyarak allnak égerfak és ciprusok tarsasagaban.

A magyar hitvilagban a fekete nyarfak a halal, a gyasz faiként ismertek, sotét lombjuk,
sotét szinll kérgiik és vérvords fajuk tette ket a haldl szimbolumava (Suranyi 1985). A
magyar népmesékben megjelend égigéré fa (életfa, vilagfa) jellemzden jegenyenyar
(Populus nigra L. var. Italica), mely 6sszekoti az emberek vilagat az also és felso vilagokkal
(Dibszegi 1969, Magyar Néprajzi Lexikon 1.)

Az észak-amerikai hidatsza indidnok a nyarfak arnyékanak életiikre gyakorolt kedvezd

hatasaban hittek (Jankovics 1991).

A fehér nyarak leveleinek fényes sotétzold szine és molyhos, fehéres fonaka élesen eltér
egymastol, ennek kdszonhetden valtak az 6szi napforduld jelképeivé, miként a vizek tajbeli
valasztovonal jellegének koszonhetden a vizpartokat 6vezd fak, igy a vizparti nyarfak a

sorsfordulok jelképei (Jankovics 1991).



Magyarorszagi elterjedtségiiket szamos telepiilés neve Orzi, Ugymint Nyarad,
Mezo6nyarad, Felsonyarad, Kisnyarad, Nagynyarad és Nyaregyhaza (Kiss 1988). Hasonld
elven a Maros egyik mellékfolyoja — Nyarad — és a gorog Akheron folyd a partjat 6vezd
nyarfasorr6l (akhe-riosz) kapta nevét (Kiss 1988). Az Osmagyar személynevek kozott

fellelhetd Nyérad (férfinév) eredete szintén a nyarakhoz kétheto.

F1. tablazat I-II-III. Magyarorszagon Gshonos Populus fajok el6fordulasa természetes
novénytarsulasokban Borhidi rendszere alapjan (Borhidi 2003). A tarsuldsok alkotasaban
részt vevd nyarfajokat az arab szamok jelzik: 1 — P. alba, 2 — P. nigra, 3 — P. tremula, 4 — P.

canescens. Roviditések jelentése: szorv. = szorvanyosan, szal. = szalanként.
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F3. Hazank nevezetes nyarfai

Magyarorszagon szamos 6 m torzskorfogatot meghaladd nyarfa egyedet tartanak
nyilvan, melyek koziil a nevezetes Mihaly-fa (P. x canescens, 7.65 m, 250 év;
! Abatijkér="), a Maria-fa (P. alba, >7.50 m, >250 év; 'Alsoberecki), a Tako-hegyi tokfak
(3 P. alba egyed, 300 évesek; *Hédervar), a szintén matuzsalem kora “szeged-tapéi fehér
nyar (10.53 m, >280 év) és a két orias *nagyatadi fekete nyar (P. nigra, 10.40 m és 11.00 m,
>250 ¢év) képviselik a legnagyobb méretli nyarfakat (Bartha 1992, Poésfai 2005,

http://www.dendromania.hu, http://www.nevezetestak.hu, http://oregfak.emk.nyme.hu).

F4. A fatest felépitése

A faanyag (fatest) széleskori felhasznalasa (faipar, vegyipar, hagyomanyos
mesterségek) az emberiség dskoraba nyulik vissza és a mai napig toretlen. A fatest kemény,
rostokban gazdag lignifikalodott szovet, mely sejtes szerkezetil, vizmegkotd (higroszkopos)
és anizotrop™™ sajatsagn. Az ¢él6 faanyag nedvességtartalma 20-50 %; a lignifikacid
folyaman a celluloz (a faanyag 40-50 %-a) és hemicelluloz (a faanyag 15-25 %-a) rostjai
kozé 15-30 % lignin rakodik be, emellett tartalmazhat még asvanyi anyagokat, csersavat,
olajokat, zsirokat, viaszt és gyantat.

A fatest makroszkopos szerkezete mechanikai-, taxondmiai és esztétikai szempontbol
egyarant jelentds szereppel bir. Elettani funkci6jat tekintve egyrészt a benne futd vizszallito
edényekben (trachea) a viz és a benne oldott asvanyi anyagok szallitasa és vizraktarozas
valdsul meg, mésrészt a farostoknak koszonhetden szilarditd szerepet tolt be. A fatestet a
trachedk, a tracheidak, a farostok és a faparenchimasejtek alkotjak. A rostok mennyiségének
¢és szerkezetének fliggvényében beszélhetiink puha és keményfakrol.

A zarvatermOk heteroxil fateste a benniik futd nagy tiregli trachedk elrendezédése
alapjan lehet szort- illetve gytirtislikacsu. Szortlikacst esetben a fa évgytirtiiben a tracheak
egyenletesen oszlanak el, mig a gytrtslikacsu fak fatestében gytiriis elrendez6dést mutatnak
és elsgsorban a tavaszi faban (tavaszi paszta) helyezkednek el. A szortlikacsu fak
szovetszerkezete a gytrislikacsu és a nyitvatermd tipusokénal egyenletesebb. A mérsékelt
égovi szortlikacsu fajok kozé egyarant tartoznak lagy- és keményfak, sotét geszt™™

(gesztes) €s szines geszt nélkiili un. szijacs fak.

HIFS A telepiilésnevek index szamai a megyéket jelolik: 1 — Borsod-Abatj-Zemplén, 2— Csongrad, 3 — Gy6r-

Moson-Sopron, 4 — Somogy
B A fatestet kiilonféle funkcioju, tSbbnyire a hossztengely iranyaban megnyilt sejtek épitik fel, ennek
kovetkeztében fizikai ellenalloképessége a hatasok iranyatol is fligg.
EIFS A fatest belsé, idésebb éveyiiriii inaktivakka valnak, a szallitosejtek iiregét a faparenchimasejtek benovései
(tillisz) eltomitik, a sejtfalaikba szines anyagok (flobafének: polifenol oxidacios szarmazék) épiilnek be,
melyek védelmet nyujtanak a viz és a korokozok ellen.



F5. Nemesnyar iiltetvények széleskorii alkalmazasi lehetoségei

A gazdasagos hagyomanyos szant6foldi termesztésre alkalmatlan, jo vizellatottsagh
talajokon eredményesen termeszthetéek rovid vagasforduloju nemesnyar energiatiltetvények
(Szajko és mtsai 2009, Gockler 2010a,b).

A biomassza — ugymint energetikai ndvénytermelés (energiaiiltetvények), erdészeti
biomassza, mezdgazdasagi melléktermékek — energetikai célu hasznositdsa a modern kor
elvarasainak megfelelé iranyvonalat képvisel, az energiatranszformacio CO, mérleg értéke
nulla®™*® (Fogarassy 2001). Magyarorszdgon ezen beliil a dendromassza felhasznalasa a
legszamottevobb, a zoldenergia ’eléallitas’ mellett a fas szara energiaiiltetvények
telepitésével mérsékelhetdek a szél- és vizer6zid, valamint a belviz okozta karok is. A
biomassza, mint megljuld energiaforras alkalmazasa a kornyezetterhelés csokkentését és

egyuttal a human eréforrasok megfeleld szintii kihasznaltsagat biztositja.

A nemes nyarasok szerepe jelentdés a korszerii (decentralizalt, kornyezetbarat)
szennyvizkezelés folyamataban is. Mechanikai tisztitast és rovid idejii lilepitést kdvetden a
szennyviz nyarfas elhelyezd rendszerbe (celluloznyar) juttatdsa, illetve a szennyviziszap

energia nyariiletetvényekre torténd elhelyezése széleskorben alkalmazott.

Nyarfa dltetvények a kornyezetvédelmi biotechnologia targykorébe —tartozd
fitoremedacioban  eredményesen  alkalmazhatéak.  Napjaink  egyik  legégetdbb
kornyezetvédelmi feladata a talajok és felszini vizek méregtelenitése a nagyobb részt ipari
eredetli toxikus vegyi anyagoktol (gyartasi melléktermékek, novényvédoszer (peszticid)
maradvanyok, nehézfémek). A célzottan nemesitett GST transzformans GMO sziirkenyarak
jol toleraljak a talajok nehézfém szennyezésébdl eredd stresszkoriilményeket, mas
kedvezdtlen kornyezeti paraméterek hatdsaival egyiittesen is (Gyulai 2010). Magas
transpiracios ratajuknak és a talajok mélyebb rétegeit eléré gyokérzetiiknek kdszonhetden
eredményesen adszorbealjak, detoxifikaljak és/vagy lebontjak a talaj szennyezdanyagait.

Gyors novekedésiik és fitoremediaciés hatékonysaguk eredményeképpen felhagyott
bauxitbanyak, meddéhanyok kedvelt pionir fajai, ahol szerepiik a talajer6zié folyamatainak
gatlasaban is jelentés (Gyulai 2010). A szennyezdanyagok széles spektrumat tekintve
alkalmazhatoak a talajok méregtelenitésére ugymint kéolaj szénhidrogének, nehézfémek,
peszticidek, klortartalmt oldoszerek (Bittsanszky ¢és mtsai 2005, Biré és Takacs 2007,
Gyulai 2010).

HIFe A ngvények fejlédésiik soran a fotoszintézis révén ugyanannyi CO,-ot épitenck be szoveteikbe, mint
amennyi elégetésiikkor felszabadul és a 1égkorbe kertil.



F6. Populus fajok jellemzése human-egészségiigyi szempontbdl

A Populus fajok human-egészségiigyi szempontbol szerepet jatszanak egyrészr6l mint
allergének, masrészrdl pedig mint gydogyhatasu novények.

A nyarfak koratavaszi viragzasakor a levegébe keriilé tekintélyes mennyiségii pollen
Osszkoncentracioja miatt — bar az allergén pollenfehérje molekula kevéssé reaktiv — a

kozepes allergenitast fajok kozé tartoznak.

Gyobgyaszati szempontbdl a Populus fajokra jellemz6 glikozidok, a populin és szalicin
jelentdsége ismert: gyulladasgatlo és lazesillapito hatastak. A barkaviragzatban és a
levelekben egyarant megtalalhatoak. A népi gyogyaszatban a P. nigra fézetek hatékonysaga
régtél fogva ismert. A fekete nyarak riigyét, barkaviragzatat, hajtasat, levelét és kérgét is
felhasznaljak. A riigyeibdl késziilt f6zet hatékonynak bizonyult készvénybantalmak, hugyuti
¢és prosztata problémak, iziileti panaszok kezelésében. A P. nigra leveleib6l készitett tea
szintén hatasos a genitalis-hugyti régiot értinté6 megbetegedések, valamint bérgombasodas
kezelésében. Fogyasztasa kedvez6 emésztési zavarok, a szajiireg problémai, horgégyulladas,

belsd vérzések, ficamok és zizodasok esetén egyarant.

F7. Magyarorszagi nevezetes tolgyek

Hazank dicsé koru, nevezetes tolgyei a *hédervari™™” Arpad fa (kocsanyos tolgy, >600
éves), a 'szebényi Oriastdlgy (molyhos tolgy, >450 éves), a *zsennyei tolgy (kocsanyos
tolgy, >400 év), a szintén matuzsalem 3ragélyi Jsok faja (kocsanyos tolgy, >400 év), Matyas
kiraly faja “Tiszaigaron (kocsanyos tdlgy, >400 év), az ordasi Rakoczi-tolgy (kocsanyos
tSlgy, >350 év), a °Tabi dreg tolgy (kocsanytalan télgy - Quercus petraea, >300 év), a
"Gemenci Barkarakodo6i-tolgy (kocsanyos tolgy, >250 éves), a *baboti Kiralyfa (kocsanyos
tolgy, >250 éves), ¢s a Juhdsz Gyula-emlékfa Makon (kocsanyos tolgy, >200 éves)
(http://www.dendromania.hu, Hajnal-tdj — Nevezetes fak [MRI-Kossuth Radio],
http://www.nevezetesfak.hu, http://oregfak.emk.nyme.hu, Posfai 2005). Szintén nevezetesek
a Székelyfoldon, Zagonban talalhato tisztes koru Mikes-tolgyek (>300 évesek), melyeket
Mikes Kelemen édesapja iiltetett.

Hazankban tobb, 100 éves kort meghaladd kocsanyos tolgyfasor lelhetd fel. Mindkoziil
a ratoti Aradi-ligetben a vértanuk emlékparkjat dvezd >150 éves 13 emlék-tlgyfa a
leghiresebb, melyekbdl napjainkban mar csak 7 ¢l. A fakat vélhetéen maga Dedk Ferenc

iiltette az aradi vértantik emlékére.

HIF7 A telepiilésnevek index szamai a megyéket jeldlik: 1 — Baranya, 2 — Bacs-Kiskun, 3 — Borsod-Abaij-
Zemplén, 4 — Gyér-Moson-Sopron, 5 — Jasz-Nagykun-Szolnok, 6 — Nograd, 7 — Tolna, 8 — Vas
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Borhidi & Kevey 1996

Dunantili gyertyanos-tolgyes >

Waldsteinio-Carpinetum
(Jakucs & Jurko 1967)

Felvidéki gyertyanos-tolgyes >

Fagetum Zolyomi 1967

o Soo 1971
=
S
o~
Carici pilosae-Carpinetum
Neuhdiusl & Neuhduslova- AL: . . 2
Novotnd 1964 em. Hegyvidéki gyertyanos-tolgyes
Borhidi 1996
Aceri campestri-Quercetum Gyertyanelegyes mezei juharos-
roboris Fekete 1965 tolgyes *
Melittio-Fagetum Soo 1964 . S g o pen s 2
em 1971 Eszaki-k6zéphegységi biikkos
. Daphno laureolae-Fagetum
31 (Isépy 1970) Borhidi in Nyugat-kozéphegységi biikkos *
;: Borhidi & Kevey 1996
2
X
< | Cyclamini purpurascentis- . 2
S z , . o
= Fagetum So6 1971 Dunantuli biikkkos
~ Fago-Ornetum Zolyomi . it 4
:: (1950) 1958 Elegyes karszterd6 v. karsztbiikkos
S
~
~N
A
~ . .
s Seslerio hungaricae- Nyulfarkfiives sziklai biikkos 2
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30. Querco-Fagetea Br.-Bl. & Vlieger in Vlieger 1937 em. Borhidi 1996

Mezofil lombos erdék

30.1. Fagetalia sylvaticae Pawlowski in Pawl. et al. 1928

Biikkosok és elegyes mezofil erdék

Epipactio atrorubentis-

N o e et 2
:: Fagetum Less 1998 Nészofiives sziklai biikkos
<
)
3
: Fraxino pannonicae- Dél-dunantali siksaei VANOS-
S | Carpinetum So6 & Borhidi c-du ut(; Sesgl gyertyanos
in So6 1962 &y
Helleboro dumetorum- X (s .
Carpinetum So6é & Borhidi Deln}]/(ugatr-rtliuna}n;utli lgyert};anos-
in S06 1962 (83. kép) ocsanytalan tolgyes
~
.'3
= Anemoni trifoliae-
iy Carpinetum Borhidi & Dél-zalai gyertyanos-tolgyes '
e Kevey 1996
=
S
~
Asperulo taurinae- )
Carpinetum So6 & Borhidi | Mecseki gyertyanos-tolgyes ¢
in S06 1962
Vicio oroboidi-Fagetum . it 2
. Pées & Borhidi 1960 Dél-dunantuli biikkds
e
=
S
% | Doronico austriaci-Fagetum . Sy 2
~N -
«“ | Borhidi & Kevey 1996 Dél-zalai biikkos
=
o~
Leucojo verni-Fagetum Dél-dunantali homoki biikkés "
Kevey & Borhidi 1992 cl-dunantult homokt bUkos
Luzulo nemorosae-Fagetum Kozéphegységi mészkeriild biikkos >
sylvaticae Meusel 1937 phegyseg
S? Galio rotuna{zfolio—Fagetum Nyugat-dunéntﬁ"li Iznészkeriil('ﬁ
s Soo 1971 biikkds

Sorbo torminalis-Fagetum
(Horvat A. O. 1972) Borhidi
& Kevey 1997

Mecseki mészkeriilé biikkos >
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Rendek

Csoportok

Tarsulas latin neve
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Deschampsio flexuosae-
Quercetum sessiliflorae

Kozéphegységi mészkeriils tolgyes

31. Quercetea pubescentis (Doing 1955) Scamoni & Passarge 1959 -

Szubmediterran és szubkontinentélis xeroterm erd6k

31.1. Rend: Orno-Cotinetalia Jakucs 1960

Délkelet-eurdpai molyhos tolgyesek

o
=3
N
~
3
b Firbas et Sigmond 1928
]
g
S .
N 3 S Luzulo forsteri-Quercetum
i 2 i for: - ., i 2,6 szil
= . s Borhidi et Kevey 1996 Mecseki mészkeriild tolgyes
CER N
S = 8
~N O 2 3
53 St
a‘g S 8 Sorbo-Quercetum petraeae Szilikatszikla-erdd 2
2= S = Simon 1977
N ug 3 'g
23 S
R = SR
L Q’ = Castaneo-Quercetum 1. Gesztenyés tolayes ?
"; Q Horvat 1938 Y &y
2 -
V .
& N
S -
3 Luzulo-Carpinetum Soo ex . ot . . 1,2
§ Csapody 1964 Mészkeriilé gyertyanos-tolgyes
S
o~
Vicio sparsiflorae-
Quercetum pubescentis Kozéphegységi mészkedveld
Zolyomi ex Borhidi et molyhos télgyes *
Kevey 1996
Tamo-Quercetum
virgilianae Borhidi & Mecseki mészkedveld olasz
Morschhauser in Borhidi & tolgyes #7¢°
~ Kevey 1996
=
~
o~

Aconito anthorae-
Fraxinetum orni Borhidi &
Kevey 1996

.. . Yy 14,5
Mecseki sisakviragos tetéerdd

Euphorbio-Quercetum
(Knapp 1942) Hiibl 1959

Alpokalji molyhos télgyes **
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31. Quercetea pubescentis (Doing 1955) Scamoni & Passarge 1959

Szubmediterran és szubkontinentalis xeroterm erd6k

31.1. Rend: Orno-Cotinetalia
Jakucs 1960 - Délkelet-eurdpai

molyhos tolgyesek

31.1.1.

Cotino-Quercetum
pubescentis Soo (1931) 1932

Cserszéméreés karsztbokorerdd *

Inulo spiraeifoliae-
Quercetum pubescentis
(Jakucs 1961) Soo &
Borhidi in So6 1971

Mecseki karsztbokorerds **

31.2. Rend: Quercetalia cerridis Borhidi 1996
Szubkontinentalis-szubmediterran xeroterm tolgyesek

31.2.1.

Quercetum petraee-cerridis
Soo6 1963

Kozéphegységi cseres-tolgyesek ¢

Genisto pilosae-Quercetum
petraeae (Magyar 1933)
Zolyomi et al. ex Soo 1963

Kozéphegységi rekettyés-
tolgyesek > **!

Asphodelo-Quercetum
roboris (Borhidi & Jarai-
Komlédi 1959) Borhidi 1996

Geny6tés cseres-tolgyesek

Agrostio tenuis-Quercetum
cerridis Csapody (1974) ex
Borhidi et Kevey 1996

Cérnatippanos cseres-tolgyes 23

Molinio litoralis-Quercetum
cerridis Szodfridt & Tallos
ex Borhidi 1996

Kékperjés cseres-tolgyesek 23

31.2.2.

Potentillo micranthae-
Quercetum dalechampii
Horvat A. O. 1981

Mecseki cseres-tolgyes ®

Genisto pilosae-Quercetum
polycarpae (Horvat A. O.
1967) Borhidi & Kevey 1996

Mecseki rekettyés-tolgyes 24 ¢7
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31. Quercetea pubescentis (Doing 1955) Scamoni & Passarge 1959

Szubmediterran és szubkontinentalis xeroterm erd6k

31.2. Rend: Quercetalia cerridis Borhidi 1996
Szubkontinentélis-szubmediterran xeroterm tolgyesek

31.2.3.

Corno-Quercetum
pubescentis Jakucs &
Zolyomi ex Mathé et
Kovacs 1962

Melegkedvelé tolgyes 2

Ceraso mahaleb-Quercetum
pubescentis Jakucs & Fekete
1957

Sajmeggyes bokorerds * ¢

Tilio-Fraxinetum excelsioris
Zolyomi (1934) 1967

Harsas-kérises sziklaerds >

Poo pannonicae-Quercetum
petraeae (Hordnszky 1964)
Soo 1971

Andezit-tsrmeléklejté tolgyese *

Epipactio microphyllae-
Quercetum pubescentis
Csiky 2003 ass. nova, hoc
loco

Homokkéi molyhos télgyes >*

Cirsio pannonici-Quercetum
pubescentis Less 1998

Magyar aszatos dolomittolgyes *

Seslerio hungaricae-
Quercetum virgilianae Suba
& al. 1982

Nyulfarkfiives tolgyes *

Polygonato latifolio-
Quercetum roboris
(Hargitai 1940) Borhidi
1996

Duna-Tisza kozi gyongyviragos
tolgyes '
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31. Quercetea pubescentis (Doing 1955) Scamoni & Passarge 1959

Szubmediterran és szubkontinentalis xeroterm erdék

31.2. Rend: Quercetalia cerridis Borhidi 1996
Szubkontinentalis-szubmediterran xeroterm tolgyesek
31.2.3

Convallario-Quercetum
roboris Soo (1939) 1957

Nyirségi gyongyviragos tolgyes '

Iridi variegatae-Quercetum
roboris (Hargitai 1940)
Borhidi in Borhidi & Kevey
1996

Nészirmos pusztai tolgyes ' &%+ +!

Melampyro debreceniensi-
Quercetum roboris Borhidi
& Papp L. 2003

Nyirségi pusztai tolgyes '

Festuco rupicolae-
Quercetum roboris
So6 (1943) 1957

Nyirségi legelé-tolgyes '

Populo canescenti-
Quercetum roboris
(Hargitai 1940) Borhidi in
Borhidi & Kevey 1996

Duna-Tisza kozi, sziirke nyaras
pusztai tolgyes 4!

Dictamno-Tilietum cordatae
Fekete 1961

1,2 és dszal

Harsas-tolgyes

Aceri tatarici-Quercetum
roboris Zolyomi 1957

Tatar juharos-16sztolgyes 23

Galatello-Quercetum
roboris Zolyomi & Tallos
1967

Sziki tolgyes '

F2. tablazat Az egyes arab szamok a kiilonbozd tolgyfajokat jelolik: 1 - Q. robur, 2 - Q.
petraea, 3 - Q. cerris, 4 - Q. pubescens, 5 - Q. virgiliana, 6 - Q. dalechampii, 7 - Q. polycarpa
Roviditések jelentése: szérv. = szorvanyosan, szal. = szalanként.

Az egyes csoportok megnevezése: 29.1.2. Salicion cinereae T. Miiller & Gors ex Passarge 1961 - Fiiz- és
nyirlapok , 30.1.1.  Alnion incanae Pawlowski in Pawlowski & Wallisch 1928 — Keményfaligetek,
30.1.1.2. Ulmenion Oberd. 1953 - Folyoparti keményfaligetek, 30.1.2. Carpinion betuli Issler 1931 -
Ko6zép-eurdpai gyertyanos-tolgyesek, 30.1.4. Fagion sylvaticae Luquet 1926 - K6zép-eurodpai biikkosok,




30.1.4.1. Eu-Fagenion Oberd. 1957- Valddi biikkosok, 30.1.4.2. Cephalanthero-Fagenion R. Tx. in R. Tx.
& Oberd. 1958 - Sziklai biikkdsok és reliktum cserjések, 30.1.5. Aremonio-Fagion (I. Horvat 1938)
Borhidi in Torok, Podani & Borhidi 1989 - Dél-dunantili mezofil erdék, 30.1.5.1.  Erythronio-
Carpinenion (Marincek in Wallndfer et al.1993) Borhidi 1996 - Illir gyertyanos-tolgyesek, 30.1.5.2.
Primulo vulgaris-Fagenion Borhidi 1963 em. 1996 - Szubmontan illir biikk6sok, 30.1.6. Luzulo-Fagion
Lohm. & R. Tx. in R. Tx. 1954 - Mészkeriil6 biikkosok, 30.2.1. Genisto germanicae-Quercion Neuhdusl &
Neuhduslova-Novotna 1967 - Mészkeriilé tolgyesek, 30.2.2. Castaneo-Quercion Soo 1962 em. 1971 -
Mezofil mészkeriilé lomberddk, 31.1.1. Orno-Cotinion Soé 1960 - Pannéniai molyhos tdlgyesek, 31.2.1.

Quercion petraeae Zolyomi et Jakucs 1957 - Szubkontinentalis szaraz tolgyesek, 31.2.2. Quercion
Sfarnetto I. Horvat 1954 - Balkéani cseres tolgyesek, 31.2.3. Aceri tatarici-Quercion Zolyomi & Jakucs
1957 - Szubkontinentalis tolgyesek és elegyes xeroterm erdok.

F8. A hazinkban 6shonos tolgyek faanyaganak széleskorii felhasznalasa

A Quercus robur hazank legnagyobb méreteket elérd tolgye. Kemény fateste nehéz, a
hazai fafajok kozott szilardsagban és rugalmassagban egyediilallo, mely tulajdonsagainak
koszonhetéen felhasznaljak épiiletekhez, talp- és banyafanak, hajoépitéshez, parketta, ladak,
butorok, hordok és egyéb kadaripari termékek, kiilonboz6 esztergalyos termékek, valamint

vasuti kocsik készitéséhez.

A Q. petraea fatestének jellemzoi csak kismértékben mutatnak eltérést a kocsanyos
tolgyétdl: faanyaga konnyebb, finomabb szovetszerkezeti — melynek koszonhetéen a
kocsanyos tolgyet is feliilmilva a legértékesebb ¢€s legkeresettebb hazai faanyag.
Felhasznalasat tekintve a Q. robur alkalmazasi teriileteivel nagymértékben atfed. Az iparban
betoltott szerepiik mellett jelentdsek a képzémiivészetek teriiletén is: a szobraszati és egyéb
faragott miivészeti alkotasok kedvelt faanyagai. Mindkét faj kivalo tulajdonsagokkal

rendelkezik tlizifaként is.

A nemes tolgyek kozott a Q. pubescens fatestének ipari felhasznalasa nem szamottevo.

Kiilonlegessége emberi fogyasztasra is alkalmas izletes makkja.

A Q. cerris faanyaga az egyik legjobb tiizifa (fiitéértéke kimagaslo), elsésorban ebben a
szerepben érvényesiil. Napiainkban felhasznaljak lemez, farostlemez készités¢hez, illetve a
kiilonféle eredményes tartdsitd eljarasoknak koszonhetéen a felhasznalhatosagi kore egyre
bovill. Hordok és kiiltéri szerkezetek gyartasara alkalmatlan. Termékkihozatala jelentds
mértékben alulmulja a nemes tolgyekét a feldolgozasa soran képz6dd nagyaranyu

hulladékanyag miatt.



F9. Quercus robur és Q. petraea széleskorii alkalmazasa

A kocsanyos tolgy értékes faipari tulajdonsagai mellett magas csersavtartalmanak

koszonhetéen széleskorben hasznosithato (Kuliev és mtsai 1997).

Cseranyagokban kiilondsen gazdag kérgébdl fekete, barna és sarga festék nyerhetd.
Magas csersavtartalmi gubacsat borcserzésre, fapacolasra és szovetfestésre hasznaljak,
vérzéscsillapito kendcsot és vas hozzaadasaval tintat készitenek beldle. Makkja nem szarado
olajat tartalmaz — amely faanyagok kornyezetbarat felilletkezelésére, kozmetikai és

gyogyaszati készitményekben hasznalhato.

A hazai tolgyfajok koziil a kocsanyos és kocsanytalan tolgyek gyogyaszati céla
alkalmazasa régtél fogva ismert. A fak kérgét, levelét, termését és gubacsat egyarant
felhasznaljak, melyek hatoanyagtartalma eltéré. Altaliban a fiatal agak kérgét gyiijtik, amely
mindkét faj esetén tartalmaz katechin és galluszsav tipusii cseranyag keveréket, emellett
triterpén és szitoszterol szarmazékok is megtalalhatoak benniik (Kuliev és mtsai 1997).
Mind a népi, mind pedig a tudomanyos orvoslasban alkalmazzak — gyogyhatasa kiils6leg
és Dbelsdleg egyarant érvényesiil kiilonféle egészségiigyi problémak kezelésében.
Alapvetd ’Osszehiizd sajatsaga’ révén kivalo vérzéscsillapito (Kuliev és mtsai 1997).
Kiils6leg kiilonféle sériilések és borproblémak (égés, fagyas, gyulladt bor, nedvezd sebek,
ekcéma) esetén borogatasként, foginyvérzésre oOblogetve, végbélrepedés, vérzé aranyér
kezelésében iléfiirdoként alkalmazva fejti ki kedvezd hatasat. Belsdleg hasmenéses allapot
Belsdleges alkalmazasa koriltekintést igényel, nagy mennyiségben illetve huzamos ideig
fogyasztva mellékhatasok jelentkezhetnek (sulyos székrekedés, majkarosodas). Gyogyhatasa
mellett kiemelend6 fert6tlenit6 hatdsa, valamint eredményessége labfiirdéként a kellemetlen

labizzadas megsziintetésében.

F10. Erddk telepitése Magyarorszagon

Az 1920-as években indult és a mai napig folytatddé erddsitési program
eredményeképpen Magyarorszag erddvel boritott teriilete folyamatos novekedést mutat.
A kezdetben elsésorban gazdasagi érdekek altal vezérelt erdételepités fokozatosan alakult at
a modern kor komplex elvarasainak megfeleloen — elétérbe keriilt valodi, felbecsiilhetetlen
értekiik és sokrétl jelentdségiik. Az erddk a faipari alapanyag utanpotlas biztositdsa mellett
eredményesen gatoljak a talajerozidt, mérs¢klik a viharok erejét és az arvizveszélyt

(a felszini vizek elfolyasanak lassitasaval), kiegyenlitett hdémérsékleti viszonyokat



biztositanak. Mindemellett az erd6vel boritott teriiletek pozitiv hatassal birnak a
természetkozeli gondolkodasmod, a kornyezettudatos és egészséges életmod minél

szélesebb korben torténd elterjedésére.

Az erdéteriileteink tovabbi jelent6s mértékil novelése napi feladata hazanknak, melyet a
mezOgazdasagi miivelésbdl kivont, alapvetden a tobb évtizedes talajmiivelés kovetkeztében
elszegényedett és sokszor a vegyszerhasznalat kovetkeztében leromlott mikrobiontaju,
illetve az agrarium szamara eredendden gazdasagtalan (gyenge termdképességii, sok esetben
szaraz) talajokon sziikséges megvaldsitani. Tovabbi nehézséget jelent, hogy ezekben a
talajokban az erdei fik megfeleld novekedés¢hez, egészségének megérzés¢hez és igy
¢élettartamuk meghosszabbitasanak tdmogatasahoz sziikséges gombapartnereik hianyoznak.
Mindemellett az elmualt évtizedben felgyorsult klimatikus — valtozasok ¢és a
kornyezetszennyezés tovabbi megoldand6 feladatokat allitanak az erddsités elé. Ilyen
kedvezétlen adottsagok ellenére is lehet eredményes az erddtelepités, ebben lehetnek
segitségiinkre a fak mikorrhiza gomba partnerei — mesterségesen mikorrhizalt facsemeték
kitiltetésével koltséghatékony modon fokozhato az erddsitések sikere.

Mikorrhiza kapcsolatban a novénypartnerek szamos paraméter tekintetében elénydsebb
helyzetben vannak, mint a szimbionta partner nélkiil fejlodé fak, ennek koszonhetSen
eredésiik rossz talajviszonyok mellett is kozel 100 %, a ndvekedési paramétereik jobbak —
nagyobb tomeget érnek el azonos id6 alatt. A mikorrhiza szimbidzis elsegiti a viz és
tapanyagfelvételt, mérsékli a kiiiltetési stressz hatasait, hatékony védelmet biztosit a
talajlaké korokozokkal szemben, ezaltal sziikségtelen a talaj mesterséges feljavitasa, illetve
fungicidek alkalmazasa. A mikorrhiza gombak tobb faegyed ’Osszekapcsolasaval’
szupraindividualis szinten (wood wide web — ’erd6kozi halozat’) résztvesznek az
¢letkzosség kapcsolatrendszerének szabalyozasaban, a tarsulas szerkezetének meghatarozo
tagjai (Jakucs 2009). A mikorrhizalt gyokerek halozata a talajban egységes anyagfelvevo
rendszert alkot, ezen keresztiil biztositjak az életkozosség tagjainak az egyenletes és

optimalis tapanyagellatast (Jakucs 2009).

Az ektomikorrhiza gombak a mérsékeltovi 6rokzold és lombhullato fasszart névények
leggyakoribb szimbionta partnerei (Jakucs 2003, Szabo 2003). Dontd tobbségik a
Bazidiomycota torzsbe tartozik (pl. Boletus, Cantharellus, Russula nemzetségek), de az
Ascomycota torzs kiemelkedé gasztronomiai értékkel bird képviseléi, a Tuber ¢és
Mattirolomyces nemzetségekbe tartozd szarvasgombak is ennek a csoportnak a tagjai

(Jakucs 2003). A szarvasgombak az ektomikorrhizak csoportjaba tartozo obligat biotrofok,



azaz teljes szaporodasi ciklusukat kizarolag gazdandvényiik jelenlétében tudjak
megvalositani (Jakucs 2003). A szarvasgombak fobb gazdandvényei a Carpinus spp.
- gyertyanok, a Corylus spp. - mogyoro fajok, a Fagus spp. - biikkok, a Tilia spp. - harsak,
a Quercus spp. és a feny6k (Pinus spp., Picea spp.).

A mikorrhizalt facsemeték telepitésének jelentésége tobb szinten érvényesiil. Szerepiik
jelentds a rizoszféra helyreallitasaban ¢és ezzel Osszefliiggésben a biodiverzitas
kialakulasanak ¢és megdrzésének eldsegitésében, mindekdzben a kifejlett erdék nagy
mennyiségli CO, megkotésére képesek, igy a klimavédelem szerves részét képezik (,,Szén-

dioxid elnyeld tolgyerd6™ projekt 2009, Audi AG).

Az erdételepitések kozott az alternativ foldhasznalat tobb szempontbol (6kologiai,
természetvédelmi, gazdasagi) eredményes megvalOsitasat példazza a tolgyerdék mint
szarvasgomba iltetvények alkalmazasa, melynek technoldgiaja részleteiben kidolgozott,
széles korben hozzaféheté (Bratek 2010). Nyari szarvasgomba (Tuber aestivum Vittad.)
termesztésében a Q. robur, Q. petraea és Q. cerris fajok egyarant szamitasba johetnek.
Hasonloan eredményes Tuber melanosporum Vittad. (périgordi szarvasgomba) és Tuber
uncinatum Chatin (burgundi szarvasgomba) termesztése kocsanyos, csertdlgy ¢és Q.
pubescens iiltetvényében is (Chevalier és mtsai 2005). Tovabbi lehetéséget jelent az ehetd
nagygombak mint szimbionta partnerek alkalmazasa — mesterséges mikorrhiza létrehozasa a
telepitést megel6zéen, igy az erdésités eredménye egyben kiiltéri gombatermesztd

tiltetvénykeént is funkcional.

A tolgyerd6k feljavitasaval és telepitésével kapcsolatban az egyik megoldandd
kiilonleges feladat a Q. pubescens allomanyok teriiletfoglalasanak elésegitése. Hazankban a
molyhos tolgy allomanyok szama drasztikusan lecsokkent. A molyhos tolgyek szaraz, meleg
termShelyi viszonyok kozott, akar szélsdséges talajokon is megélnek (Bordacs és mtsai
1999, Frank 2002). A Q. pubescens allomanyok elsddlegesen véderddk, szaraz él6helyeken
csertdlggyel elegyitik, ezzel segitve elé a cserfak allékonysagat és az allomanyok gyorsabb
zarddasat (Frank 2002). A feketefenyves erdék visszaalakitasakor tajvédelmi szerepe miatt
is molyhos tolgy telepitése indokolt (Frank 2002). Az alternativ foldhasznalat szép példaja a
Q. pubescens alkotta erd6k telepitése felhagyott legeldk, sz6lok ¢és gylimdlesosok, foldes
koparok ¢és kedvezObb vizgazdalkodasti szantok teriiletein (Frank 2002), miként
szarvasgomba iltetvényként torténé hasznositasa is, mely kedvezéen hat telepitésére -

0sztonzi és eldsegiti annak eredményességét.



A Morchellak nevelésében hasznalt alaptaptalajok

Félszintetikus taptalajok

MSK taptalaj

F3.I-1.
Makroelem—torzsoldat dsszetétele™
Anyagok Koncentracio
g/dm’
NHNO; 33.0
KNO; 38.0
CaCl,.2H,0 8.8
MgSO,.7H,0 7.4
KH>PO, 3.4
F3.1-2.
Mikroelem—torzsoldat dsszetétele™
Anyagok Koncentlz'zici()
g/dm
K1 0.166
H3BO; 1.240
MnSO,.7H,0 4.460
ZnS04.7H>0 1.720
Na>MoOy.2H,0 0.050
CuS04.5H,0 0.005
CoCl,.6H,0 0.005

*A tablazatokban feltiintetett komponenseket desztillalt vizben oldjuk fel.

F3.1-3.
MSK taptalaj komponensei* Koncentracio
Gliikéz-1-hidrdt (Reanal) 5.0 gldm’
Malata (Reanal) 5.0 g/dm’
Makroelem—térzsoldat 12.5 ml/dm’
Mikroelem—torzsoldat 1.25 ml/dm’
Agar (mikrobiolégiai célra, Reanal) 12.5 gldm’

*4 tapoldat végsé térfogatdt a komponensek Gsszemérést kovetSen
desztillalt vizzel allitjuk be.



PDA taptalaj

F3.11.
PDA taptalaj komponensei* Kong/e;rgécié
Gliikoz-1-hidrdt (Reanal) 5.0
Burgonyapehely 5.0
Agar (Reanal) 12.5

*A taptalaj dsszetevdit desztillalt vizben elegyitjiik.

Komplex taptalaj

Malatds taptalaj

F3.111.
Malatas taptalaj komponensei* Koncentgécié
g/dm
Maldta (Reanal) 12.5
Agar (Reanal) 12.5
*A taptalaj alkotoelemeit desztillalt vizben oldjuk fel.

F3. tablazat A Morchella fajok nevelésében hasznalt félszintetikus és
komplex taptalajok. Az F3.1.-F3.1I1. a résztablazatokat jeldlik.

Kalibralé gérbék

A B
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Gliikéz koncentracié (mM)

Gliikéz koncentrécio (mM)

F4. abra Kalibralo egyenesek trehaldz enzimaktivitas méréshez (A) 0.10 — 0.50 mM és

(B) 1.00 — 20.0 mM koncentracio tartomanyban. Az illesztett egyenesek egyenlete:
ya = 0.1270x + 0.0239 R,*=0.9956 SD, = 0.00154 és yg = 0.04128x + 0.05365

Rg*=10.9983 SDg=0.01242



SDS* PAGE

Szeparalo gél Koncentralé gél

Torzsoldatok 8% (m:l) 9% 15% (m:l) 12% 3(22/0
30:0.6 AA:BisAA 533 1 6.00 10.00 } 8.00 2.92
4xce Tris-glicin pH=8.3

10.00 10.00 -
0.75 g SDS/I
4xce Tris-HCl pH=6.8 - - 45
0.75 g SDS/I
Desztillalt viz 4.67 | 4.00 0.00 | 2.00 17.28
TEMED 20 4l 20 il 48 il
APS * 10 %-o0s 100 ul 100 pl 250 pl

F4. tablazat A SOD izoforméak elvalasztasahoz ¢és aktivitdsuk meghatarozasahoz
alkal-mazott SDS* gradiens gél osszetétele. *4z APS oldatot frissen készitjiik el.

Az oldatok tablazatban szerepld mennyiségei 6 géllap elkészitésére vonatkoznak. Az akrilamid
oldatok és a TEMED oldat egészségre kdros hatasuak, ezért haszndlatukkor gumikesziyii
viselése javasolt. A torzsoldatok dsszetételét az F6.tablazat tartalmazza.

Nativ PAGE
Szeparalo gél | Koncentralo gél

10% 5.0 %
Torzsoldatok (ml) (ml)
30:0.6 AA:BisAA 6.67 4.17
4xcc Tris-glicin pH=8.3 10.00 -
4xce Tris-HCl pH=6.8 - 4.8
Desztillalt viz 3.33 16.03
TEMED 20 ul 48 ul
APS * 10 %-o0s 100 pl 250 ul

F5. tablazat A POD izoformak elvéalasztasahoz ¢és aktivitasuk
meghatarozasahoz alkalmazott nativ gél 6sszetétele.

*Az APS oldatot frissen készitjiik el. Az oldatok tablazatban szereplé
mennyiségei 6 géllap elkészitésére vonatkoznak. Az akrilamid oldatok
és a TEMED oldat egészségre karos hatastak, ezért hasznalatukkor
gumikesztyii viselése javasolt. A torzsoldatok osszetétele az F7.

tablazatban szerepel.



Trisz-glicin kadpuffer, pH=8.3, 4cc** Koncentricié
g/dm’
Trisz (Reanal) 12.0
Glicin (Reanal) 57.6
Trisz-HC1 kadpuffer, pH=6.8*, 4cc** Koncentricié
g/dm
Trisz (Reanal) 60.6
SDS (Reanal) 0.75

*4 pH-t HCl-val allitjuk be a 6.8-as értékre.

**4cc: a gélelektroforézishez hasznaltnak négyszer tomény torzsoldata.

F6. tablazat Az SDS* PAGE soran alkalmazott pufferek.

Tris-glicin kadpuffer, pH=8,3 , 4cc** Koncentl}'éci()
g/dm
Trisz (Reanal) 12.0
Glicin (Reanal) 57.6
Tris-HCI kadpuffer, pH=6,8% , dcc** Koncentricio
g/dm’
Trisz (Reanal) 60.6

*A pH-t HCl-val allitjuk be a 6,8-as értékre.

*cc: a gélelektroforézishez hasznadltnak négyszer tomény torzsoldata.

F7. tablazat A nativ PAGE soran alkalmazott pufferek.

F8. tablazat I-II-III. SOD izoenzim aktivitasi festéshez hasznalt
festdoldatok Osszetétele és az inkubalas idétartama. Mind a harom
oldatbol 25.0 ml mennyiséget adunk egy géllaphoz. Az I. és I
Iépésben az inkubaciot sotétben, szobahémérsékleten végezzik,
a III. fest6oldatban spot lampa alatt, a hattér egyenletes lila
szinének kialakulasaig inkubalunk.

F8.I.

1. festéoldat Inkubalasi idé: 20 perc

NBT* 4.9x10°M
Sorensen féle foszfat puffer (pH 8.04) 5.0x10” M

Frissen készitjiik el az I. fest6oldatot. *50.0 mg NBT-t 1.0 ml dimetil-
formamidban feloldunk, ezt kovetéen mérjiik hozza a foszfat puffert
és egészitjiik ki desztillalt vizzel 25.0 ml végtérfogatra. Az inkubacio
alatt billendasztalon biztositjuk az egyenletes festédést.




F8.1I1.

1I. festéoldat

Inkubalasi id6: 10 perc

TEMED 2.8x107° M
Riboflavin 5.6x10° M
Sérensen féle foszfat puffer (pH 8.04) 3.6x10° M

A komponenseket desztillalt vizben oldjuk fel. Az elkészitett fest6-
oldatot 8°C-on taroljuk sétét falu tivegedényben, igy hosszabb ideig
eltarthatd. A géllapokat billendasztalon inkubaljuk.

F8.I11.

III. festéoldat

Sorensen féle foszfat puffer (pH 8.04) 5.0x10°M
EDTA (pH 8.00) 1.0x10° M
cc. H,00% 1.8x10°M

*A H,0,-ot a 111 festdoldat géllapokra 6ntését kdzvetleniil

megeldzdéen adjuk az oldathoz.

F9. tablazat Festdoldat &sszetétele POD izoenzim aktivitasi
festéshez. 10.0 ml mennyiséget adunk egy géllaphoz, pipettaval

mozgatjuk datkeveréssel az oldatot a barna szinli savok

megjelenéséig (néhany perc). A festést szobahOmérsékleten

végezzik.
Festéoldat
orto-dianizidin® 3.7x10°M
Acetat puffer (pH 4.4) 2.0x10™M
CaCl, 3.6x10°M
cc. HyO,** 1.8x10°M

Frissen készitjiik el a festGoldatot. *5.00 mg orto-dianizidine-t (Fluka)
0.50 ml dimetil-formamidban feloldunk, ezt kovetéen mérjiikk hozza a
tobbi Osszetevét (bemérési sorrendben szerepelnek). **A H,0,-ot a
géllapokra ontést kozvetleniil megel6z6en adjuk az oldathoz.




Adatbazis megnevezése

Adatbazis elérhetésége

BRENDA — The Comprehensive Enzyme Information System
(Chang és mtsai 2009)

http://www.brenda-enzymes.org/

EMBL — European Molecular Biology Laboratory

http://www.embl.org/

EMBL-EBI — European Bioinformatics Institute

http://www.ebi.ac.uk/

ExPASy Proteomics Server
(Gasteiger és mtsai 2003)

http://expasy.org/

GO - the Gene Ontology
(Ashburner és mtsai 2000)

http://www.geneontology.org/

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(Kanehisa és Goto 2000, Kanehisa és mtsai 2006)

http://www.genome.jp/kegg/

MycoBank — Fungal Databases, Nomenclature and species banks
(Crous ¢és mtsai 2004)

http://www.mycobank.org/

NCBI — National Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

PlantGDB — Plant Genome Database
(Dong és mtsai 2005)

http://www.plantgdb.org/

PopulusDB — Populus Database
(Sterky és mtsai 2004)

http://www.populus.db.umu.se/

SGD — Saccharomyces Genome Database
(Cherry és mtsai 1997)

http://www.yeastgenome.org/

UniProt — The UniProt Consortium
(Jain és mtsai 2009)

http://www.uniprot.org/

F10. tablazat A doktori munkam soran hasznalt fontosabb adatbazisok és elérhetdségiik.




+

NADP?* NADPH+H

2GSH GSSG

DHAR

NADP*
NADPH+H*
A

F5. abra Foyer-Halliwell-Asada ciklus. A ciklusban a SOD izoenzimek
mellett a ROS elimindlasdban szamos tovabbi enzim is részt vesz, melyek a
H,0, eliminalasaban és a reduktansok regeneralasaban jatszanak szerepet:
APX — aszkorbinsav-peroxidaz (EC 1.11.1.11.), MDHAR — monodehidro-
aszkorbat-reduktaz enzim (EC 1.6.5.4.), DHAR — dehidroaszkorbat-reduktaz
enzim (EC 1.8.5.1.), GR — glutation-reduktaz enzim (EC 1.6.4.2.).



[

tggtacggat ggccaggtct agaggttcct gaggacgaaa tcgcctatgt gaagcagcgc
61 ctgctggaag aatatgatgc cgttcccgtc ttcatcgatg ataagctgge agacagacat
121 tacaacggct ttgcaaattc tatcctgtgg ccgctcttcc attaccatce tggagagatc
181 attttcgacg agtctgcctg ggaggcatat aatgaggcca acaggttgtt cgccaaggac
241 attgctaagg atataaacga tggcgatttg atctgggtgc acgattacca tctgatgctc
301 cttccggaga tgttccgaga ggaaattgcc gccagcaact gaacaacgtc aagatcgget
361 tcttccttca cacaccattc ccttgcagtg agatctatag aattctacct gtccgaaatg
421 agctcttgca gggtgttctg cattgtgact tgatcgggtt ccacacatac gactatgcat
481 gacacttcct gagcagctgc tcgcagaatg ttggacgcge acactacgec taatggggtc
541 gagttccatg gcagattcgt taccgtaggt gccttcccta tcggcatcga cccggagaag
601 ttcaccgaag ggttaaagaa ggccaaagtc caaaagcgaa tcgcaccttt ggagcaaaaa
661 ttcgaaggcg tgaagttgat ggttggtgtc gacaggctgg attacatcaa aggtgtgcect
721 caaaagttgc acgcccttga agtgttcctg accgagcatc cagaatggat tggcaaggtt
781 gttct
//

i

tggtacggat ggccaggtct agaggttcct gaggacgaaa tcgcctatgt gaagcaggga
61 ttgctggaag aattcgatgc cgttcccgte ttcatcgatg ataagctggc agacagacat
121 tacaacggct ttgctaattc tatcctgtgg ccgctcttcc attaccatcc tggagagatc
181 attttcgacg agtctgcctg ggaggcatat aatgaggcca acaggttgtt cgccaaggac
241 attgctaagg atataaacga tggcgatttg atctgggtgc acgattacca tctgatgctce
301 cttccggaga tgttccgaga ggaaattgcc gccagcaact gaacaacgtc aagatcggcet
361 tcttccttca cacaccattc ccttgcagtg agatctatag aattctacct gtccgaaatg
421 agctcttgca gggtgttctg cattgtgact tgatcgggtt ccacacatac gactatgcat
481 gacacttcct gagcagctgc tcgcagaatg ttggaagtgc acactacgcc taatggggtc
541 gagttccatg gcagattcgt taccgtaggt gccttcccta tcggcatcga cccggagaag
601 ttcaccgaag ggttaaagaa ggccaaagtc caaaagcgaa tcgcaccttt ggagcaaaaa
661 ttcgaaggcg tgaagttgat ggttggtgtc gacaggctgg attacatcaa aggtgtgect
721 caaaagttgc acgcccttga agtgttcctg accgagcatc cagaatggat tggcaaggtt
781 gttct
/7

F6. abra Morchella esculenta (A) és M. steppicola (B) TPS génrészleteinek
szekvenciaja GenBank formatumban.

i

tatacgggtg ggacagctac atggagtccc ttgggctgtt ggtcaacgac caggtcgact
61 tggcaaaggc aatggtgctg aatttctgct tttgcattga gcactacgga aagatactca
121 atgccacccg gtcgtactat ctttgccgat cccagecctcece attcctaacc gatatggett
181 tacgtgtgta cgaaaagatc ggtggtcagc atgaaccggg cgccatggat ttccttaacc
241 ggtcgatact agctgccatc aaggagtact atagtgtctg gacttgtgaa gcccgtctag
301 atcctatcac tggtctatca aggtatcgcc cagagggcct gggtgtacct ccggagactg
361 aagctggcca ctttgtgcat cttctggage cgtatatcga aaagcacaat atggagttca
421 aggagtttgt ccgcgectac aaccacggcg agatcaagga gccggaattg gatgactatt
481 ttatgcacga cagagcagtg cgagagtctg ggcatgacac taggtaccgt ttggagggcg
541 tttgcgccga ccttgccaca atcgatctga actcactcct gttcaaatat gagaccgata
601 tttcgcgtac aatccgtgtc tacttcgaag acaagcttgt gatcccggga gagttttgec
661 ataagaccgc catcaggcct ggtgaagtgc taacgtcagc agtttgggac cgccgggcta
721 ggcgaagcaa agatgacctt gacaactacc tctgggataa agaacaggga atgtacttcg
781 attacgacac ggtcaaacaa gaacggtgca catatgagac ctcaaccacg ttttgggcaa
841 tgtgggctgg tattgcgacg ccaaagcaag gctccgacat ggttaccaag ggctttcceg
901 gatttgaagc gttaggaggt ctgctttccg gaactgaagg gtctcgcggg gacatcggac
961 tcgaccgccc caaccgacaa tgggattacc cgtacggctg ggctcctcag ca
//



-

tatacgggtg ggacagctac atggagtccc ttgggctgtt ggtcaacgac caggtcgact
61 tggcaaaggc aatggtgctg aatttctget tttgcattga gcactacgga aagatactca
121 atgccacccg gtcgtactat ctttgccgat cccagcctcc attcctaacc gatatggett
181 tacgtgtgta cgaaaagatc ggtggtcagc atgaaccggg cgccatggat ttccttagec
241 agtcgatact agctgccatc aaggagtact atagtgtctg gacagccgaa gcccgtctag
301 atcctatcac tggtctatca aggtatcgcc cagagggcct gggtgtacct ccggagactg
361 aagctggcca ctttgtgcat cttctggage cgtatatcga aaagcacaat atggagttca
421 aggagtttgt ccgcgcectac aaccacggceg agatcaagga gcctgagctg gatgactatt
481 ttatgcacga cagagcagtg cgagagtctg ggcatgacac taggtaccgt ttggagggcg
541 tttgcgccga ccttgccaca atcgatctga actcactcct gttcaaatat gagaccgata
601 tttcgcgaac aatccgtgtc tacttcgaag acaagcttgt gatcccggga gagttttgece
661 ataagaccgc catcaggcct ggtgaagtgc taacgtcagc agtttgggac cgccgggcta
721 ggcgaagcaa agatgacctt gacaactacc tctgggataa agaacaggga atgtacttcg
781 attacgacac ggtcaaacaa gaacggtgca catatgagac ctcaaccacg ttttgggcaa
841 tgtgggctgg tattgcgacg ccaaagcaag gctccgacat ggttaccaag ggctttcccg
901 gatttgaagc gttaggaggt ctgctttccg gaactgaagg gtctcgcggg gacatcggac
961 tcgaccgccc caaccgacaa tgggattacc cgtacggctg ggctcctcag ca
/7

F7. abra Morchella esculenta (A) és M. steppicola (B) NTH génrészleteinek
szekvenciaja GenBank formatumban.

-

gggaaatgga tgacaacaat gccggagcat ttaaatatgg attgggttga cagtgttaag
61 gtgcccttag tagtattaca tttctgtgta attctctctt ctggcctcta agcttatgat
121 gctgatggta tgttttcagc atgtttttga gtatttcact gaacgaacac caagatcaca
181 ttttgaacaa cgtgaaacat ccctagtatg gaattacaaa tatgcaggta cttgattatt
241 tggatgttgt ttctgtctat tttcaccttg tatttggtcc ctcattgett ttccttctcea
301 tgttattggt tttagatgtt gaatttggaa gaattcaggc aagagacatg ttgcagcatc
361 tctggactgg cccaatttcc aatgcatctg ttgaagttgt ccaaggaagc cgatcagttg
421 aggtgcgagc agttggtgtt acaaaggtga tggtgattgc aactatacat gaaagatctt
481 atattatttg aatttctgtt gtattggtac cacagatgca acgctatctt atctggcage
541 ttcatattca ttcagggtgc agcaattgat cg
/7

i

gggaaatgga tgacaacaat gccggagcat ttaaatatgg attgggttga cagtgttaag
61 gtgcccttag tagtattaca tttctgtgta attctctctt ctggcctcta agcttatgat
121 gctgatggta tgttttcagc atgtttttga gtatttcact gaacgaacac caagatcaca
181 ttttgaacaa cgtgaaacat ccctagtatg gaattacaaa tatgcaggta cttgattatt
241 tggatgttgt ttctgtctat tttcaccttg tatttggtcc ctcattgett ttccttctca
301 tgttattggt tttagatgtt gaatttggaa gaattcaggc aagagacatg ttgcagcatc
361 tctggactgg cccaatttcc aatgcatctg ttgaagttgt ccaaggaagc cgatcagttg
421 aggtgcgagce agttggtgtt acaaaggtga tggtgattgc aactatacat gaaagatctt
481 atattatttg aatttctgtt gtattggtac cacagatgca acgctatctt atctggcagce
541 ttcatattca ttcagggtgc agcaattgat cg
/7

F8. abra Quercus robur (A) és Populus glauca L. var Kopeczkii (B) TPS
génrészleteinek szekvencidja GenBank formatumban.



Aspergillus niger Tiegh.

Aspergillus terreus Thom

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel

Chaetomium globosum Kunze ex Fr.

Coccidioides immitis G.W. Stiles

Cordyceps bassiana 7Z.Z.Li, C.R. Li, B. Huang & M.Z. Fan

Emericella nidulans (Eidam) Vuill.

Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr

Magnaporthe oryzae B.C. Couch

Metarhizium anisopliae var. acridum Driver & Milner

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin

Neurospora crassa Shear & B.O. Dodge

F9. abra Primerek tervezésébe vont fajok pontos megnevezése.

Az Irodalomjegyzék tagja - teljes szerzdszammal

Tuskan, G.A., Difazio, S., Jansson, S., Bohlmann, J., Grigoriev, 1., Hellsten, U., Putnam,
N., Ralph, S., Rombauts, S., Salamov, A., Schein, J., Sterck, L., Aerts, A., Bhalerao, R.R.,
Bhalerao, R.P., Blaudez, D., Boerjan, W., Brun, A., Brunner, A., Busov, V., Campbell, M.,
Carlson, J., Chalot, M., Chapman, J., Chen, G.L., Cooper, D., Coutinho, P.M., Couturier,
J., Covert, S., Cronk, Q., Cunningham, R., Davis, J., Degroeve, S., Dé¢jardin, A.,
Depamphilis, C., Detter, J., Dirks, B., Dubchak, 1., Duplessis, S., Ehlting, J., Ellis, B.,
Gendler, K., Goodstein, D., Gribskov, M., Grimwood, J., Groover, A., Gunter, L.,
Hamberger, B., Heinze, B., Helariutta, Y., Henrissat, B., Holligan, D., Holt, R., Huang, W.,
Islam-Faridi, N., Jones, S., Jones-Rhoades, M., Jorgensen, R., Joshi, C., Kangasjarvi, J.,
Karlsson, J., Kelleher, C., Kirkpatrick, R., Kirst, M., Kohler, A., Kalluri, U., Larimer, F.,
Leebens-Mack, J., Leplé, J.C., Locascio, P., Lou, Y., Lucas, S., Martin, F., Montanini, B.,
Napoli, C., Nelson, D.R., Nelson, C., Nieminen, K., Nilsson, O., Pereda, V., Peter, G.,
Philippe, R., Pilate, G., Poliakov, A., Razumovskaya, J., Richardson, P., Rinaldi, C.,
Ritland, K., Rouzé, P., Ryaboy, D., Schmutz, J., Schrader, J., Segerman, B., Shin, H.,
Siddiqui, A., Sterky, F., Terry, A., Tsai, C.J., Uberbacher, E., Unneberg, P., Vahala, J.,
Wall, K., Wessler, S., Yang, G., Yin, T., Douglas, C., Marra, M., Sandberg, G., Van de
Peer,Y. and Rokhsar, D. (2006): The genome of black cottonwood, Populus trichocarpa
(Torr. & Gray). Science 313(5793): 1596-1604.
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