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1. BEVEZETES

A gabonafélék alapvetd fontosségﬁ élelmezési, takar-
ményozdsi, valamint ipari alapanyagok. Sokoldalud felhasz-
ndaldsuk megkoveteli az egyre értékesebb fajtdk nemesité-
sét, a termesztési és feldolgozdsi technoldgidk fejleszté-
set.

A gabonafélék nemesitési célkitlzései dltaldban a ter-
moképesség ndvelésére; a beltartalom (els6sorban a fehér-
jetartalom és minOség), az ellendlldképesség (teldlldsdg,
siérazségtﬂrés, betegség—rezisztencia) Javitdsdra irdnyul-
nak. A megvaldésitdshoz sziikség van a gabonafélék biokémid-

Jdval kapcsolatos kutatdsok elmélyitésére.

A gabonaféléket, mint f6 téplélkozési'forrésokat elsd-
sorban tdpldlkozdstani min&ségiik alapjan jellemezhetjik.
E mindseéget nagyon sok tényezd befolydsolja, a kilonbdzo
kémiai paraméterek (szénhidrdt-, lipid-, fehérjetartalom),
a fizioldgiai jelleg (a fogyasztd neme, életkora), a tdar-
sadalmi szokdsok, stb. A min6ség megdllapitdsa azonban el-
s6sorban a fehérjetartalom alapjan torténik. A sokoldald
funkcidt elldtdé, rendkiviil vdltozatos Osszetételld fehérjék
tulajdonsdgait, bioldgiai értékét az alkotd aminosavak mi-

nésége, mennyisége, hozzdférhetdsége hatdrozza meg.

Az aminosavak analizise révén egyrészt a fehérjék sa-
jatsdgdrdl, osszetételérdl kaphatunk informdcidkat, mds-
részt a fehérjemetabolizmusrdl és az ezzel esetleges Osz-
szefliggésben 1év6 olyan novényfizioldgial jJelenségekréGl,
amelyek mind a gabonanemesitoket, mind a felhaszndldkat
érdekelhetik.

A termesztett gabonafélék kiozil a legfontosabbnak te-
kinthetd bluza kémiai-biokémiai vizsgdlata régmiltra te-

‘kint vissza, s a széleskorid kutatdsok eredményeképpen



meglehetdsen alapos ismeretekkel rendelkezink a blza-
fehérjékre vonatkozdan.

A kukoricafehérjék vizsgdlatdra azonban kevesebb fi-
gyelmet forditottak, pedig jelentdségiik az ipari felhasz-
ndlds mellett a humdn tapldlkozdsban is egyre novekszik.

A kukorica tdpldlkozastani, technoldgiai értékének meg-
dllapitdsdt eldsegitd mindségi eldirdsok kidolgozdsa is
jelent6sen elmaradt a bldzdéhoz képest. Sok esetben a ku-
koricafehérjékre vonatkozé megdllapitdsok  hianyos analiti-
kai adatokra épiilnek. Mindezek ismeretében sziikséges e te-

riileten a kutatédsok meggyorsitédsa.

A jb6 beltartalmi mindségl gabonafélék elddllitdsa mel-
lett a gyakorlat szempontjdbdl fontos a megfeleld termés-
mennyiség biztositasa is. A fajtdk termésbiztonsdgdt ki-
alakitd tulajdonsdgok egyike a stresézrezisztencia. Magyar-
orszag éghajlatat figyelembe véve, nagy szerep Jjut a sza-
razsagtiard gabonafélék nemesitésének és termesztésének.

A melegedd éghajlati viszonyainkhoz alkalmazkodni képes
gabonafajtédk elddllitdsa a bilza esetében a legsiirgetébb
feladat. E munkdnak fontos el6feltétele a szdrazsdgstressz
hatdsara '1étrejovd biokémiai folyamatok tisztdzdsa, melyhez
joél felhadaszndlhatdk az aminosavak és szdarmazékaik vizsgdla-
tdval kapott eredmények. '

A szérazsdgstressz modellezése legegyszeriibben szovet-
tenyészetekkel végezhetd el. A sejt és szivettenyésztes
médszerének fejloédése ma mdr a bizafa] esetén is lehetové
‘teszi kallusztenyészetek indukdldsdat intenziven osztédé
szovetekb8l, embridkbdl. Szovettenyészetek esetém valameny-
nyi kornyezeti paraméter bedllithatdé és a fitotronban sza-
bdlyozott korilmények kozott végezhetbk a kisérletek.



Ertekezésemben Osszefoglalt kutatdsok irdnyait az
eldbbiekben jelzett feladatok hatdroztik meg.

A kukoricafajtdkkal kapcsolatos kutatdsok celja a ku-
koricafehérjékre vonatkozd, adathdzist noveld vizsgdla-
tok elvégzése volt, valamint a kukoricafehérjék jellegze-

tességeinek feltdrdsa az aminosav-dsszetétel alapjén.

A bldza szarazsdagtlrésének vizsgdlatdra vonatkozd ki-
sérletekkel a kovetkez6 kérdések tisztdzdsa volt a célom:

Az ozmotikus sokk alkalmazdsa megfeleld médszer-e a biza
szdrazsdgtlrésének modellezésére in vitro szovettenyésze-
tekben?

Milyen biokémiai parameéterekkel Jellemezhetd a szovette-
nyészetek ozmotikus adaptédlcodd képessége?

Genotipustdl fiiggnek-e a létrejovd vdltozasok?

A szisztematikusan felépitett szubsztitucids sorozat
elemzése reévén kivdlaszthatdk-e a szdrazsagtirésért felelds

kromaoszomak?

A sokreétld kisérleti munka szamtalan analitikai mddszer
alkalmazdsat igényelte, valamint tobb esetben szilkségessé
tette a médszerek tovdbbfejlesztését, illetve (J eljdrdsok
kidolgozdsat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A kukoricafehérjék jellemzése

Irodalmi adatok szerint a kukoricaszem fehérjetartalma
meglehetésen széles hatdrok kozott vdltozhat (9,7—10,7%
/Robutti és térsai, 1974/, 8,6-9,6% /Lasztity, 1975/,
9,8-12,1% /Gerstenkorn és Zwingelberg, 1976/, 10,3-17,7%
/Rutz, 1977/, 6-15% /Rending és Jimenez, 1978/).

A kukoricaszem fehérjetartalma hdrom f6 szerkezeti rész
a héj, a magbelsd és.a csira fehérjetartalmdbdl adddik
Ossze. A szem kis részét képez6 héj fehérjetartalma 4-6%,
a legnagyobb részt ado magbelsdé 8-9%, mig a csirdé 17-20%
/Ldsztity, 1984/.

A teljes kukoricaszem aminosav-osszetételével foglalko-
z6 irodalom igen nagy. A klasszikus munkdk egyike Bressani
es Mertz kﬁzleménye /1958/, amelyben kiilonbdz6 fajték
Osszehasonlité vizsgdlatdt taldljuk. A kukoricafehérjék
aminosav-o0sszetételére a 1limitdld triptofan- és lizin-
szintek jellemzdek. Mertz és tdarsai /1964/ felfedezése dta
- miszerint az opaque-2 mutdns gén jelentBsen megndveli a
lizin és triptofdn ardnydt a fehérjén belilil - szdmos gene-
tikai és kombindlt genetikai-agrotechnikai prébdlkozas
tortént a kukoricaszem aminosav-osszetételének javitdsdra.

‘Kilonbozd kukoricafajtdk szemtermésének aminosav-dssze-
tételét tartalmazza az 1. tédbldzat, mely jol tiikrozi a
fenti megdllapitdsokat.

A kukoricaszem magbels6jében 1évo fehérjékef tartalék-
fehérjékre és metabolikusan aktiv fehérjékre oszthatjuk.



1.

KUlgnbtzG kukoricafajtdk szemtermésének aminosav-tsszetétele (g/l16 gN)

tablazat

d e
Aminosav @ b ¢ SC 3365 | Krasznodari, Single |Mv 580 | NSSC 533 | Kb. DC
HL £ 82 HL f Cross g | SC £ Wx h 268 i
Asp 7,82 6,39 7,87 8,28 7,22 4,95 10,68 6,72 8,75
Thr 3,63 3,64 3 56 4,48 3,24 3,53 4,50 2,83 9,9
Ser 4,24 4,72 5,43 6,57 3,84 3,98 4,94 4,30 4,38
Glu 16,82 20,67 1940 20,63 17,70 16,62 22,53 16,90 20,08
Pro 8,72 8,99 10,09 8,93 8,39 9,67 10,03 8,27 10,03
Gly 4,82 3,72 4,48 5.78 | 6.02 3,22 4,71 3,38 4,30
Ala. 5,96 7,27 7,79 7,23 482 7,01 8,72 6,55 8,82
Cys 1,28 1,03 0,54 1,47 0,91 0,99 1,25 1,28 1,76
Val 5,22 4,89 3,33 5,62 4,62 2,81 5,19 4,66 3,78
Met 1,88 226 2,18 1,46 1,26 1,62 1,82 1,61 2,48
Ile 3,29 3 56 2,23 3,40 2,99 2,51 3,13 2,55 3,13
Leu 8,63 12,61 ll 27 9,83 lO 28 10,86 14,39 11,75 13,17
Tyr 3,55 4,42 3.86° 3,02 3,32 3,01 3.51 2,91 4,27
Phe 3,99 5,01 484 4,89 4013 4,35 5,14 4,40 4,32
Lys 4,18 2,96 3,17 5,04 3,78 2,93 3,40 3,30 3,75
His 3,58 2,97 2,58 3,33 4,97 2,99 3,30 2,93 362
Trp 0,96 0,87 nd 1,48 1,24 1,00 1,11 1,00 1,72
Arg 6,86 4,54 4,91, 6,48 4,33 3,78 4,48 4,97 6,18
a = Eggum és tdrsai /1979/ e = El-Kady és tdrsai /1983/ i = lengyel fajta
b = Geervani /1985/ f = magyar fajta nd = nem mérték
c = Subramanyam és tdrsai /1980/ g = egyiptomi fajta
d = El-Kady és tdrsai /1983/ h = jugoszldv fajta




Eltérd oldhatdsdguk alapjdn albuminokat, globulinokat,
prolaminokat (zein) és glutelineket kilonithetiink el. A
kiilonboz6 frakcidk mennyisége meglehetdsen vdltozd. Ezen
beliil a tartalékfehérjék (zein, glutelin) ardnya a leg-
nagyobb /Ldsztity, 1981; Lésztity, 1984/.

A kukoricafajtdk fehérjeeloszldsdnak egy jellemz{ Osz-
szefoglaldsdt mutatja a 2. tdbldzat.

A kukoricaszem fehérjefrakciéinak aminosav-osszetétele
a 3. tabldzatban lathato.

Az aminosav-oOsszetétel alapjdan jellegzetesen kiilonboz-
nek egymdstdl az albumin, globulin, valamint a zein és
glutelin frakciok. Az elsd kettoben tobb az Arg, kévesebb
a Glu, a Pro, a Leu és a Tyr mennyisége.-A zein Jjellegze-
teéen szegény lizinben, aszparaginsavban és glicinben,
viszont nagyobb koncentrdcidban taldlhatdk benne a hidro-
féb aminosavak (Leu, Pro, Ala, Phe) /Baudet és tdrsai,
1966/.

Amennyiben a zeinben szegény, de lizinben gazdag kuko-
ricafajtdkkal kapcsolatos kérdések (hozam, ellendalld-
képesség,stb.) megoldddnak, ezeknek a fajtdknak jelentfs
szerepe lehet a takarmdnyozdsban és a humdn céllu felhasz-
ndaldsban egyardnt.



A kukoricaszem fehérjéinek frakcideloszldsa,

2.

tabldzat

az osszfehérje szdzalékdban

Forras

Frakcidk

A_xNem fehérje

o nitrogén
Oldhatatlan
maradék

Albumin

Globulin

“Zein

Glutelin

Zeleny /1935/

*4,57

1,71

7,82

42,0

16,9

Nagy és
tdrsai /1941/

17,4

37,8

37,1

Baudet és
tarsai /1966/

14,0

36,3

Landry és
Moureaux /1970/

19,0

40,0

37,0

Wall és
tdrsai /1975/

21,0

37,0

30,0

Hekschné

(9 magyaror-
szdgi fajta
dtlaga)/1978/

22,7

15,6

24,5

37,2

El Kady és
Lasztity
/1981/ (6
egyiptomi
fajta dtlaga)

*%17,25

14,55

13,32

26,87

28,02

El Kady és
Lasztity /1981/
(6 magyaror-
szagi fajta
dtlaga)

*%17,17

14,98

11,38

30,75

25,73

£l Kady és
Lésztity/1981/
(6 jugoszlédvi-
al fajta at-
laga)

**18,1

13,57

8,85

27,8

31,73

El Kady es
Lasztity/1981/
(6 lengyelor-
szdagi fajta
dtlaga)

*%22.95

13,12

9,33

30,08

24,52




3. tabldzat

A kukoricaszem fehérjefrakcidinak aminosav-

dsszetétele
/Paulis, 1982/

g/100 g fehérje

Aminosav " Albumin Globulin Zein Glutelin

Lys
His
NH
Ara
Asp
Thr
Ser '
Glu 1
Pro
Gly
Ala
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
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2.2. A kukoricafehérjék emészthetdsége

A fehérje minGségének egyik fontos jellemzdje a fehérje
emészthetdsége, mely definicidszerlen az abszorbedlt és
felvett nitrogén hdnyadosdt jelenti. A fehérjemindsitési
vizsgdlatok torténhetnek in vivo - €10 dllatok felhaszna-
ldsdaval - és in vitro - mesterséges laboratériumi kérilmé-

nyek kozott végzett - mdédszerek segitségével.

A biocldgiai mdédszerek eldnye, hogy ezek tikrozik leg-
Jobban a valdsdgos emésztési viszonyokat, ellentétben a

kémiai médszerekkel, melyek csak kozelitd modelljei lehet-



nek egy bioldgiai folyamatnak. Az in vivo kisérletek
azonban meglehetdsen koltségesek, a mérés idéigénye
nagy, és egy-egy fajon elvégzett kisérlet eredményei nem
adaptdlhatok kozvetlenil mds dllatfajra /Bodwell és tér-
sai, 1980/.

Az in vitro kémiai moddszerekkel, a bioldgiai rendsze-
reket tobbé-kevésbé utdnzé laborkorilmények kozott, rovid
idd alatt meghatdrozhato az emészthetéség.

Az emésztést egy vagy tobb enzimmel végzik és a bomldas-
terméket detektdljak. Az alkalmazott mddszerek kiilonboznek
mind a felhaszndlt enzim min6ségét, mind pedig a detektdlés
mddjét illetden.

A Magyar Szabvdny (MSZ 6830/5-77) az emészthetd fehérje
meghatdrozdsdhoz pepszines emésztést ir eld. A mérés elvi-
leg hibds, a bemérés nem veszi figyelembe az enzim-szubszt-
rat aranyt, a kapott értékek az anyag fehérjetartalmatadl
is flggenek, nemcsak a fehérje emészthetoségétdl. A mddszer
mdsik hibdja, hogy a gyomorban lejatszddd folyamatokat mo-
dellezi, mig a valdsdgban a fehérjék emésztése a gyomorban
csak elkezdddik, am lényegében a vékonybélben zajlik le.

Saunders és tdrsai /1973/ 41tal kifejlesztett két-enzi-
mes in vitro eljdrds igen jol korreldlt az in vivo nyert

emészthetdségi adatokkal.

Ismertek hdrom proteolitikus enzimet alkalmazd eljaré-
sok is /Hsu és téarsai 1977, 1978/. A szerz6k d4ltal kidol-
gozott gyors és egyszerd emészthetdségi teszthez tripszin,
kimotripszin és'peptidéz multienzim oldatot alkalmaztak,
€s az emészthetdséget a felszabaduld karboxil csoportok
dltal okozott pH-esésbdl szamitottak.
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Satterlee és tdrsai /1981/ négy enzimet haszndltak
az emésztés soran, de nem kaptak jobb korreldcidt az
in vivo adatokkal, mint a Hsu—féle hdrmas enzimrendszer
esetén.

A Pedersen és Eggum /1983/, valamint Salgd és tdarsai
/1985/ 4dltal kifejlesztett pH-sztat mddszer alkalmazdsa-
val elkeriilhetdk a pH-eséses el jardsndl felmerild prob-
lémdk. A pH allandd B8-as értéken tartdsa biztositja az
enzimek optimdlis pH tartomdnyban vald mGkodését, valamint
visszaszoritja az aminocsoportok disszocidcidjat. Igy
valdban csak egy hatds, a proteolizis sordn felszabaduld
karboxil végcsoportok dltal létrehozott vdltozds mérhetd.
Ezenkiviil a pH-sztat modell jobban kozeliti a valdédi emész-
tési viszonyokat is.

A 4. és 5. tdbldzat kiilonbozd fehérjék in vivo és

in vitro emészthet6ségi adatait tartalmazza.

A kukoricafehérjék emészthetdsége, mint dltalaban a

gabonafehérjéké kdzepesnek tekinthetd.



4. tédblédzat

Kilonbozd fehérjék in vivo emészthetdségl adatai

Paraméter Fehérje _
Biza Kukorica Arpa Rozs Széja Kazein Tojés
Valddi 89,6 87,6, 82, 77, 90,7, 95,3, 100,6
emesz?— 90’9b 90’3b 84’6d 79,4d 90,5b 96’3b- 97b
hetdség 86 85 83 917
(TD) % 907 95,7 12,1-78,7 ;
1 g G . RS B |
85,9-93,9; 72-80
88,2-95,5f
81,6-91,3
g

Eggum /1968/

FAQ /1970/

FAO/WHO/UNU /1984/ g
Geervani /1985/

Juhdsz és tdrsai /1985/
Salgd és tdrsai /1985/
Walger-Kunze /1985/

]

a o o o
n
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5. tdabléazat
Kiilonbozo fehérjék in vitro emészthetdségi adatai
Fehérje
Paraméter Bliza Kukorica Arpa Szdja Kazein Tojés
Valddi 87,3-94,8 | 77,4-82,1, 87,7-88, | 79,7-82,5, 89,2, 82,2-88,5,
emeészt-
het856g 85,5-95,1_ - 8491, 77-81_ 97,1-100,1, |88,3-94,4,
(TD) % 83,4-94,8, 92,2-93,2
70,5—78,8g
a = Hsu és tdrsai /1977/ e = El-Kady és tdrsai /1983/
b = Marshall és tdrsai /1979/ f = Pedersen és Eggum /1983/
¢ = Rich és tdrsai /1980/ g = Salgd és tdrsai /1985/
d = Pedersen és Eggum /1981/ h = Sharobeem és tdrsai /1985/

- Z'[ -
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2.3. A kukoricafehérjék taplalkozdstani érteke

A tdpldlékfehérje mindségét a tdpldlni kivant élolény
aminosavigénye, vagyis a fehérje dltal reprezentdlt ami-
nosavak mennyisége, min6sége, aranyai hatdrozzidk meg.
Ezenkivil fontos tényezd, hogy a fehérje megfeleld mérték-

ben elbonthatdé, azaz jdol emészthetd legyen.

A fehérjék tdpldlkozdstani minb6ségének mérésére kétféle
metodikdt alkalmaznak. Az in vivo médszerek etetési kisér-
leteken, az in vitro eljdrdsok alapvetden kémiai méréseken

alapulnak.

A tapldlkozdsi, etetési kiseérleteken alapulé mdédszerek
a bioldgiai hasinosulés kdzvetlen meghatdrozdsdra alkalma-
sak. Hatrdnyuk a koltségesség, az idGigényesség, és a biold-
giai kisérleteknél jelentkez0 viszonylag nagy szdréds, va-
lamint a kisérleti k@rUlmények nehézkes standardizdldsa.

A bioldgiai médszerek két nagy csoportra oszthatdk, a
szervezet sulyvdltozdsdnak kovetésén alapuld mddszerekre
(Fehérjehatékonysdgi arany /PER/, Nettd fehérjezﬂény /NPR/,
Nitrogén ndvekedési index /NGI/, Bruttdé fehérje érték /GPV/) ,
illetve a szervezet nitrogén—egyénsulyénak mérésén alapuld
médszerekre (Bioldgiai érték index /BVI/, Fehérjehasznosi-
tds /NPU/, Emészthetbség /D/ stb.).

A fentiekrdl részletes ismertetés Hegedls és tarsai
/1981/ kozleményében taldlhato.

A kémiai mddszerek (indexek) szamtalan vdltozata ismerf,
ami egyben jelzi is, hogy igazédn elfogadhatd, univerzdlis

matematikai modell még nem kerilt kidolgozdasra.



A gabonafélék jellemzéséhez gyakran alkalmazzdk a
1limitdld aminosavak minimum torvényén alapuld mdédszere-
ket (Chemical Score, FAD/WHO, Esszencidlis Aminosav
Index /EAA/, Mdédositott Esszencidlis Aminosav Index /MEAA/,
Korpaczy Index). Az indexszekkel kapcsolatos vélemény
kUldnbségek még ma sem tisztdzddtak. A fenti indexszekkel
kapcsolatban a figyelembe vett esszencidlis aminosavak
megvdlasztdsa, a nem-esszencidlis aminosavak jelenlétének
figyelmen kiviil hagydsa miatt meriilnek fel problémidk.

A mdsik sokszor alkalmazott M¢rup-0Olesen index esetén,
ahol az in vivo bioldgiai érték adatokkal maximdlis korre-
ldcids egyltthatoval rendelkezd fiiggvény megaddsa a cél,
€s ahol az index a fehérje esszencidlis aminosavainak filigg-
vénye, a szdmitdsndl alkalmazott reciprokképzés vitatott.

A Gauss tipusu indexek a TGI (Transzformdlt Gauss Index),
illetve a TGICD (Emészthetdséggel Korrigdlt Transzformdlt
Gauss Index) szamitdsakor nagyobb differencidldsra van le-
hetdség, mivel a mennyiségi szempontok mellett a mindségi
mutatdkat is figyelembe veszi /Békés és tdrsai, 1984/.

A fentiekrdl részletesebb oOsszefoglalsé a Hidvégi és
Békés /1985/ kozleményében taldlhatd.

A fehérjeminéség meghatdrozdsdnak in vivo és in vitro

modszerei korul jelenleg is élénk vitdk folynak. A minden-
napi gyakorlatban az aminosav-Osszetételi adatokat, illet-
ve a multienzimes emészthetdoségi vizsgdlatok eredményeit
felhaszndld fehérjemindség meghatarozdsi mddszerek elter-
jedése varhatg.

A 6. és 7. tdbldzatban kiilonbdzd fehérjeék in vivo
e€s in vitro tdpldlkozdstani minGsége lathato.

A kukoricafehérjék taplélkozastani szempontbdél nem tel-

jes értékiek, mindségik kozepes.



6. tdblédzat

Kilonbozd fehérjék in viveo tdpldlkozdstani. értéke

Paraméter

Fehérje

Biza Kukorica Rizs Arpa Rozs Sz6ja Kazein | Tojés
Bioldgiai 59a 58,1a 65,5a 71,8a 77,7a 62a 71,3a 98,9a
érték % » .
BV 58-67, | 53-60, 64 Ty 7, 72,8, 79,7, 95,
68,gc 62,4 68, 71,5, 74,3 93,7,
64,7, 59,4,
64,09-93,11i
52-75.
J
) gzt;gsgﬁ2§§: 52,9a 5Q,9a 66,Za 58’98 598 56,2a 68a 99,5a
tas % (NPU) 61,8C '59,70 57,2d 65,3C 58,9C 61,4d 72,1d 93,5d
40, 51,1, 63, 60,
Fehérje hate- A 0,9-1,7 0,9-1,3 218 ' _ _ .
konysagi 53 b b )1 d. - 1,6 2b 1,8 2,3b 2,32d 2’86d 3’5b
ardny (PER) 1,53 1,12, 1,5-2, 2,32, 3,36, 3,92,
1,23g 1,26h '2’Sh
0,93h 1,74e 3’558
a = Eggum /1968/ f = Barber és Benedito de Barber /1985/
b = Nierle /1985/ g = Pellett /1985/
c = Geervani /1985/ h = Tsen /1985/
d = FAQ /1970/ i = Walger-Kunze /1985/
e = Dako /1985/ j = Juhdsz és tdrsai /1985/

.—S’[_.



Kilonbtz6 fehérjék in vitro tdpldlkozdstani értékei

tdblazat

Fehérje

Index %

Paraméter Buza Kukorica Rizs Arpa Rozs Sz6ja Kazein | Tojés
ggg?éczl 37a 28a 448 540 82b SBa lUDa
° 440 4lc 560 47C 89b referen-
‘ cia ér-
49,8g 508 65,5m 44d 58C tek
321 46,7h 86,9m
5?—82i
AD/WH 9 £6.5. 65. 73, 80. 914 100
’;ngé!!? o e 73 3 N j £ £
38j 44-741 65k 63k 62k 74k 9lp
52k 4lj 70n 64n _62n 74p
461 48k 71p
53n 49n
Esszen01alls 64f 65k 73k 69k 60k 83f 88f 100f
Aminosav (EAA) 63 9 74
Index % k 59,6, K gfgegig—
64y 63,5, ték
Modositott 56. 50. 60. 61. 82 100
Esszencidlis 64J J J J 69d fd
Aminosav (MEAA) 1 3 reieren-
cia ér-

tek

_9'[ P



7. tédbldzat folytatdsa

Fehérje
Paraméter Bdza Kukorica Rizs Arpa Rozs 5z06])a Kazein Tojés
K i 55. 50-70. 57. SB. 74 . 100.
korpsczy ; 1 ST ;
‘ 59l 55. referen-
J ciavérték

M -01 56. 48-104. 60,6 78. 86. 94 .
T g y i m 3 j j

° 46,5, 87. 90,6

_ J , m
6. 93, 101. 110. 122.

%g¥§sylndex 1 3 i i j i

° 311
Transzformdlt 731 67—910
Gauss (TGI)
Index %
Emészthetdség-
gel Korrigalt 621 56—790
Transzformdlt
Gauss (TGICD)
Index %

JUQaOH0oaa0 oo

Block és Mitchell /1946/
Akeson és Stahmann /1964/

FAO /1970/
Mauron /1970/
Bender /1973/
Hackler /1977/

Marshall és tdrsai /1979/
Rao és tarsai /1980/

T O 33 = X ke
T T [ [ L [ A ||

El-Kady és tdrsai /1983/
Békés és tdrsai /1984/

Hackler /1985/

Hidvégi és Békés /1985/
Kdrpdti és Saeed /1985/

Pellett /1985/

Sharobeem és tdrsai /1985/

Sosulski és Sarwar /1985/

- L'[ -
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2.4. A vizhidnnyal, mint kornyezeti stresszhatdssal Ossze-

figgd elméleti ismeretek

‘Magyarorszdg idGjdrdsdra a kontinentdlis éghajlat szél-
sGséges id6jdrds vdltozasai jJellemzOek. A meteoroldgiai
eldrejelzések az adtlaghdmérseéklet emelkedését, a csapadék-
mennyiség csokkenését, az aszdlyos idbszakok gyakorisdga-
nak novekedéseét valdszinlsitik. A novénytermesztés valto-
zatlan, illetve novekvd eredményességének biztositdsdhoz

sziikség van a szdrazsagt(r6 gabonafajtak el6dllitédsdra.

A novények szdrazsagtlirése rendkiviil osszetett tulaj-
donsdg. A teljes novény szintjén -az alkalmazkodéas a gydG-
kérzet, a szdr, a levelek morfoldgidjaban, a gdzcserenyi-
ldsok elhelyezkedésében, stb. nyilvanul meg. Sejt- és szo-
vetszinten vizhiidny esetén a novény a citoplazmaban szer-
vetlen vegylileteket és kisméretld szerves molekuldkat hal-
moz fel. E folyamatot mikodtetd fontos szabdlyozd mecha-
nizmus az ozmoreguldcid /Turner és Jones, 1980/.

2.4.1. Az ozmoreguldcid soran végbemend valtozdsok

Magasabbrendd novényeknél vizhidny esetén az ozmotikus
alkalmazkodds bizonyos vegyliletek felhalmozdddsa révén
torténik.

Az ozmotikus sokk hatdsdra novekszik egyes szabad ami-
nosavak mennyisége. A vdltozds mértéke Jellegzetesen kii-
lonboz6 a szarazsdgérzékeny é€s a szdrazsagtird bldzafaj-
tdknal /Galiba és téarsai, 1989/.

A szabad aminosavak kozil legjelentdsebb a prolin fel-
halmozéddsa /Pandey, 1982; Karamanos és tdrsai, 1983/,
ami tobb lehetséges okra vezethetd vissza. Stewart és
Hanson /1980/ szerint a prolin felhalmozdédds a fokozott

szintézis és a gdtolt oxiddcid réveén valdsul meg.



Mdsok szerint az abszcizinsav koncentrdcidtdél fiiggd
/Stewart, 1980/ prolin szintézis serkentése /Boggess és
tdrsai, 1976/, a fehérjeszintézis gatldsa /Stewart, 1973/
miatt nd a Pro mennyisége. Az is lehetséges, hogy a pro-
lin felhalmozds a vizhidny okozta kdrosodds jele /Hanson
és tdrsai, 1977/ és nem az ozmotikus sokkhoz valdé alkal-
mazkoddseé.

Ozmotikus sokk hatdsdra a prolinon kivil ndé a glutamin
mennyisége is /Flores és Galston, 1984b/, valamint azok-
nak az aminosavaknak (Lys, Arg) a mennyisége novekszik,
amelyek részt vesznek a poliaminok szintézisében /Galiba
és tdrsai, 1986/.

A stressz hatdsdra poliamin felhalmozddds is megfigyel-
heté /Flores és Galston, 1982, 1984a/. A poliaminok meny-
nyisége nemcsak ozmotikus sokk hatdsdra novekszik, hanem
a fokozott bioszintézis miatt a novekedést serkentd hor-
monok (auxin /Bagni, 1966/, gibberellinsav /Dai és tdrsai,
1982/, citokinin /Suresh és tarsai, 1978/) hozzdaddsa utdn
is. A hidnyos vizelldtdskor megnovekvd abszcizinsav kon-
centrdcid /Kannangara és tdrsai, 1983/ a poliaminok bio-
szintézisének csokkentése révén gdtolja a ndvekedést. Ez
nem mond ellent annak a ténynek, hogy szdrazsdgstressz
esetén n6 a szabad poliaminszint, ugyanis ezt nemcsak a
de novo szintézis, hanem a kotott és szabad poliamin &t-
alakulds is okozhatja. A kotott és szabad poliaminok ardnya
mds lehet, amikor a novekedési hormonok és mds mikor a

szdrazsdgstressz hatdsdra n6 a mennyiségik.

A poliaminok szintézisében az ornitin-dekarboxilédz
(ODK) és az arginin-dekarboxildz (ADK) enzimek vesznek
részt /Koromilas és tdrsai, 1985/. Az ODK aktivitdst szé-
mos tényez6 szabdlyozza, pl. az auxin /Fienberg és térsai,

1984/ és a poliaminszint /Pegg és tdrsai, 1986/.
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A poliaminck kozvetlenil vagy kdzvetve hatd szabdlyo-
z6 anyagok /Altman és térsai, 1986/, igy az 4dltaluk be-
folydsoclt sejtosztddds és novekedés /Galston, 1983/, a
differencidlddds /Heby, 1981/, a DNS replikéicidés ciklus
/Kaur-Sawhney és tdrsai, 1980/ is mddosul vizhidny esetén.
A poliaminok a membrédnok foszfolipidjeihez kapcsolddva
megvedik a membrdnt a lizistdl kilonboz6 korlilmények ese-
tén /Mager, 1959/.

A poliamintartalom (putreszcin) nemcsak magas kiilsd
ozmolaritds esetén nd, hanem magnéziumhidny /Smith, 1973/,
alacsony pH /Smith és Sinclair, 1967/ hatdsédra is.

A szabad aminosavak mellett a cukrok ménnyisége addig
novekszik, amig ezen anyagok felhalmozdsa és a novekedés
kozti egyensidlyi dllapot be nem kovetkezik /Munns és Weir,
1981/.

Szdrazsdgstressz estén fokozddik a szuperoxid-dizmutdz
aktivitasa, lipid peroxiddcié megy végbe és hidrogén-per-
oxid halmozddik fel a sejtben /Chowdhury és Choudhuri,
1985/.

Ozmotikus sokk hatdsdra csokken a nitrdt-reduktdz
aktivitds /Morilla, 1973/, ndvekszik a ribonukledz aktivi-
téds, a poliriboszdmdk disszocidcidja, csokken a fehérje-

szintézis sebessége /Pikaard és Cherry, 1984/.

A proteolitikus enzimek kozil az exopeptiddzok mennyi-
sége és aktivitdsa nd a szdrazsdgérzékeny buzafajtdban
/Galiba és tdrsai, 1989/.
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A proteolitikus enzimek a képzd6dsé poliaminokkal gatol-
haték /Kaur-Sawhney és tdrsai, 1982/. A legerésebb gdt-
last a spermin, spermidin, kadaverin és a legkisebbet a
putreszcin okozta.

A vizhidnyban szenvedd novényekben lejdtszédé, igen
sokrétld biokémiai folyamatok Osszefliggései még nem tel je-
sen tisztazottak.

Az adaptdcids folyamatok kialakuldsdban a vizoldhato
szerves N-tartalmd vegyliletek (aminosavak, aminok) anyag-

cseréjének érzékeny megvdltozdsa fontos szerepet jatszik.

Az 1. dbrdn a magasabbrendd ndvényekben lejdtszddd

aminosav-poliamin dtalakulds lépései lathatdk.

A putreszcin, a spermin és a spermidin az argininbdl
és az ornitinbdl keletkezhet kozos bioszintetikus dton.
A kadaverin képzddése a 1lizinbdl kiilon bioszintetikus dton
torténik /Galston, 1983/.

2.5. Az aminosavak és a poliaminok analitikdja

2.5.1. A fehérjekben kotott aminosavak felszabaditdsa

A fehérjékben peptidkitéssel kapcsoldddé aminosavak fel-
szabaditdsdhoz el kell hidrolizdlni a kotéseket. A hidro-
lizdlészerrel szembeni kdvetelmény, hogy valamennyi ami-
nosav szabaddd valjon, ne kdrosodjon és ne keletkezzen
mGtermék. Az analitikai gyakorlatban a savas és a llgos
(triptofén meghatdrozdsa) hidrolizis terjedt el. Az enzi-
mes mddszereket csak specidlis esetekben alkalmazzdk dra-
gasdguk és iddigényességik miatt.



Karbamid
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AGMATIN \I(arbamid PUTRESZCIN
METIONIN S~adenozilmetionin SAPQ\C dekarboxizalt SHDS
ATP (SAM) co, SAM
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1. dbra: A poliamin szintézis uUtjai a magasabb

rendd novényekben

AS: argindz, 0ODC: ornitin dekarboxildz, ADC: arginin
dekarboxildz, AIH: agmatin iminohidroldz, DAO: diamino
oxiddz, SAMDC: S-adenozilmetionin dekarboxildaz,

SMDS: spermidin szintetdz, SMS: spermin szintetdz,

PAO: poliamin oxiddz, LDC: lizin dekarboxilaz
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2.5.1.1. Fehérje hidrolizis savakkal

Savas hidrolizdaldé dgensként legelterjedtebb a sésav.
A6 mol/dm3 sésavas hidrolizis hagyomdnyos (110 °C, 24
6ra) modszere /Moore és Stein, 1963/ mellett a magasabb
hémérsékletd (140-150 °C), rdvidebb ideig (2-4 éra) tar-
td eldkészitések egyre nagyobb teret hdditanak /Roach és
Gehrke, 1970; Phillips, 1983; Zumwalt és tdrsai, 1987a/.
Koncentrdlt sdsav és trifluor-ecetsav (2:1) elegyet alkal-
mazva 166 0C—on, 25 min: elegendd a hidrolizishez /Tsugita
és Scheffer, 1982/. Chen és tarsainak /1987/ mikrohulldm
segitségével, 4-5 min-ra- sikerilt csdikkenteni a sdsavas

hidrolizis id6szikségletet.

A hidrolizis befejezése utdan a hidrolizdldszer eltavoli-
tdsdnak hagyomanyos megolddsa a bepdarliés /Moore és Stein,
1963/. A beszdritott hidrolizdtumot alkalmas olddészerben,
pufferben felvéve keridl sor az analizisre. E folyamat el-
végzésére komplett hidrolizdld és bepdrld késziileket fe]-
lesztettek ki /Hubbard és Finney, 1976/.

A mdsik lehetdség a semlegesitéses (ndtrium-hidroxid-
dal) eljards /Spitz, 1973/, sokkal egyszer(ibb és kiméle-
tesebb az aminosavakra nézve. Ennek a mdédszernek is van
automatizdlt vadltozata /Phillips, 1983/.

A sdsavas hidrolizis soran az aminosavak egy része
kisebb—nagyobb szdzalékban bomlik. A triptofan teljesen
elbomlik, a treonin és Szerin bomldsa 5-10% /Tkachuk és
Irvine, 1969, Gehrke és tdrsai, 1971/, a kéntartalmd ami-
nosavak (Cys, Met), kilontsen oxigén jelenlétében bomla-
nak /Moore és Stein, 1963/.
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A sdsavas hidrolizis problémdinak megoldédsdra kudlon-
bozd adalékanyagok felhaszndldsdval (fenol /Drawert és
Reuther, 1963/, tioglikolsav /Matsubara és Sasaki, 1969/,
szulfit /Kerese, 1975/, oxdlsav /Maravalhas, 1970/), il-
letve Gjabb savas hidrolizdldé szerek alkalmazdsdval
tettek kisérletet.

A sdsav helyett 3 mol/dm3 p-toluol-szulfonsavval /Liu
é¢s Chang, 1971/ vagy 3 mol/dm3 merkapto-etdan-szulfonsavval
/Penke és tdrsai, 1974/, illetve 4 mol/dm3 metdn-szulfon-
savval /Simpson és tdrsai, 1976/ végezve a hidroliziseket
a triptofdnra nézve is jé éredményt (80-90%-0s vissza-
nyerést) értek el.

Az aminosav oxidativ bomldsanak elkeriilése miatf szlk-
séges a hidrolizis elotti oxigénmentesités is, ami nit-
rogén gdz dtbuborékoltatdssal vagy vdkuum ald helyezéssel

oldhatd meg.
2.5.1.2. Fehérje hidrolizis ldgokkal

A lugos hidrolizis a triptofdn meghatdrozdsdra szolga-
16 elokészitd mdédszer. Hidrolizdlo szerként dltalaban
barium-hidroxid /Miller, 1967/ és natrium-hidroxid /Knox
és tdrsai, 1970; Dévényi és tdrsai, 1971la/ hasznédlatos.
A ndtrium-hidroxid alkalmazdsa kedvezdbb /Hugli és Moore,
1972/, mert a hidrolizdld szer eltdvolitdsa egyszerGbb.
Az alkalmazott ldig koncentrdciod 4 mol/dm3 ¢és a hidrolizis
idé 18-20 d6ra, 110 OC-on. Tébb osszefoglald keszilt a
triptofdn meghatdrozdsdra szolgdld mdédszerekrdl /Friedman
és Finley, 1971/, az ioncserés oszlopkromatografids meg-
hatdrozdsrdl /Moore és Stein, 1963; Dévényi és tarsai,
1971a/ és az egyéb fotometrids eljdrdsokrdél /Holz, 1972;
Steinhart és Sandmann 1977; Orsi és Holldsy, 1985/.
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- 2.5.1.3. 0Oxiddcidt kovetd hidrolizis

A kéntartalmi aminosavak meghatdrozdsdnak mddszere
az oxiddcidt kdvetd hidrolizis. A ciszteinb6l oxiddcid-
val stabil ciszteinsavat, a metioninbdl metionin-szul-
font vagy metionin-szulfoxidot képeznek, melyek a sdsavas
hidrolizis korilményei kozott nem bomlanak.

A hagyomdnyos eljards a pefhangyasavas oxidacio

/Hirs, 1967/. A ciszteinsavva torténd konverzié 90-95%-o0s.

Az oxiddcid elvégzésére szamos egyéb lehetdség .addédik. .
Lee és Dreschert /1979/ médositott hangyasav: hidrogén-
-peroxid ardnnyal (19:1) végézték az oxidaciot. Lipton és
Bodwell /1973/ dimetil-szulfoxidot alkalmaztak oxiddld
szerkent. Ezeknél az eljdrdsokndl az oxiddcids lépés min-

i

dig kidlon miveletként megeltzte a sdésavas hidrolizist.
3
Spencer €és Wold /1969/ e két folyamatot egy lépésben
hajtotta végre, azaz a mintadhoz egyidejlleg adtdk az oxi-
ddldé szert és a hidrolizdld szert.

Lipton és Bodwell /1973, 1976/ dimetil-szulfoxidos oxi-
ddcioval a metionint metionin-szulfoxid formaban hatdroz-

tdk meg.

Egy fehérje aminosav-osszetételének meghatdrozdsa ha-
rom (sésavas, ligos, oxiddcidt kovetd), illetve két (p-
-toluol-szulfonsavas, oxiddcidt kovetd) hidrolizist igé-
nyel. Ez utébbi esetben a triptofdn is meghatdrozhatd a

tobbi aminosavval egyitt.

Az oxidaciot kdvetd eljarasokndl a perhangyasavat di-
metil-szulfoxiddal helyettesitve egy lépésben elvégezhetd
az elokészités, igy csokken a meghatdrozds iddigeénye és a

hibalehetdség is.
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A 24 6ras hidrolizis - a mai modern kromatogrdafids be-
rendezések egy ordn beliili analizis idejéhez képest -
nagyon lecsokkenti az elemzés hatékonysdgédt. A médszer-
tani vdltozdsok a magasabb (140-160 9C-on) hémérsékle-
ten, rovidebb (1-2 déra) ideig tarto mintaelfkészitést
részesitik eldnyben.

A rendelkezésinkre 4116 hidrolizis mddszerek ismere-
tében a kivdlasztdsndl olyan eljdrds mellett célszerd
donteniink, amely egyrészt kevés miGveleti lépést tartal-
maz, s 1Igy kevesebb a hibalehetdség, mdsrészt a leginkdbb
kiszolgdlja kromatogrdfids igényeinket.

2.572. A szabad aminosavak kinyerése

A bioldgiai mintdk szabad aminosavtartalmianak kinyeré-
sére altalanos eljérés'nem adhatd meg. A zavaré fehérjék
eltdvolitédsa legcélszeribben ultraszliréssel, ultracentri-
fugdlassal és gélkromatografidval valdsithatd meg. Az ami-
nosavak kioldésdra alkoholos oldatok (70-80% etancl), vizes
pufferek (pH 2-4) és ,fehérje kicsapdszer" oldatok alkalmaz-
haték. Ez utdbbiak eldnye, hogy a mintdbdl nem oldddnak
ki a fehérjék. Altaldban 10%-os trikldr-ecetsav, 5-6%-0s
perklérsav vagy 5-10%-0s szulfoszalicilsav haszndlhatd e
célra /Kerese, 1975/.

2.5.3. A poliaminok kinyerése

A kisebb-nagyobb tagszamid peptidlancokhoz kapcsolddd
poliaminok hidroliziséhez 6 mol/dm3 sésavat (110 OC,
16 6ra) alkalmaznak /Flores és Galston, 1982/.°

A szabad poliaminokat dltaldban 5% trikldrecetsavval
/Barddcz és tarsai, 1985; Rosier és Peteghem, 1988/ vagy
5-6%-0s perkldérsavval /Slocum és tdrsai, 1989; Flores és
Galston, 1984a/ extrahdljdk a ndvényi mintdkbdl.



2.5.4. Az aminosavak és a poliaminok kromatogrdfias meg-

hatdrozésa

A hasonld tipusu vegyliletek elvdlasztdsdhoz és megha-
tdrozdsdhoz a kromatogrédfids mdodszerek alkalmazdsa a leg-
megfeleldbb. Az elmilt évtizedekben dridsi fejlodésnek
lehettiink tandi, melynek sordn nagyhatékonysdgid, automata
berendezések sziilettek.

2.5.4.1. Az aminosavak rétegkromatogrdfids elvdlasztdsa

Az aminosavak elvdlasztdsdra szamos rétegkromatogrdafias
mddszert dolgoztak ki, s ezekr6l tobb irodalmi osszefogla-
16 készilt /Pataki, 1966; Tyihdk, 1979/. ElsGsorban szili-
kagél és celluldz rétegeket alkalmaztak. E hagyomdnyos
midszerek segitségével a fehérjéket alkotdé aminosavak csak
kétdimenzids kifejlesztéssel vdlaszthatdk szét, ami az
azonositdst igen bonyolultta teszi. Az aminosavak.egydimen—
zids elvdlasztdsdnak megvaldésitdsdhoz Dévényi és tdrsai
/1971b/ munkdja nagymértékben hozzdjdrult, amelynek sordn

erds kationcseréld gyantdt rogzitettek mlanyag félidra.

Az oszloprendszer( és sikelrendezésl folyadékkromatog-
rdfias technikak egymdssal kolcsdnhatdsban valad féjlédé—
sének eredményeképpen, a nagytel jesitményld folyadéekkroma-
togrédfia intenziv fejlddése magdval hozta a legelterjed-
tebb sikelrendezés( folyadékkromatografids technika,a ré-
tegkromatogrdfia alapvetd megijitasdnak igényét is. A
miszeres technikdk elterjesztésével olyan eredmények elé-
rése volt a cél, amelyek kbzvetleniil 8sszehasonlithaték az
oszloprendszer(G technikdkkal kapott adatokkal és mindamel-
lett megtartjdk a sikelrendezésbdl addédd objektiv eldnyo-
ket.



A finomszemcsés kész réteglapok forgalomba. hozatalaval
leraktdk a nagyteljesitményld rétegkromatogrédfia alapjat
/Ripphahn és Halpaap, 1977; Guiochon és tdarsai, 1978/.

A nagyteljesitmény( rétegkromatografidban azonban ugyan-
igy a négyzetes kifejlesztési torvény érvényesil, mint a
klasszikus rétegkromatografidban, s emiatt jobb felbontast
csak rovid (6-8 cm) tdvolsdgon lehet elérni.

Tyihdk és téarsai /1979, 1981/ olyan 4j technikat fej-
lesztettek ki, amely egyrészt a finomszemcsés rétegen is
lehetové teszi a hosszabb tdvolsagokon vald hatékony el-
valasztdast, masrészt kﬁzelit az oszlopkromatografids jol
standardizadlhatdé viszonyokhoz, s minde mellett megtartja
a klasszikus rétegkromatogrédfia potolhatatlan elényeit.
Ezt az Gj technikat tdlnyomdsos rétegkromatogrdfidnak
nevezték el (OPLC). |

Napjainkban egyre Ujabb és djabb vdltozatai Jelennek
meg ezen kedvelt eljardasnak, pl. a programozott hémér-
sékletd OPLC, gradiens OPLC, on-line OPLC stb. /Tyihdk
és Mincsovics, 1988/. '

A tdlnyomasos rétegkromatografia az aminosavak elvédlasz-
tdsdban is kedvezd javuldst eredményezett /Cong és tdrsai
1982; Fatér és Mincsovics, 1984; Simon-Sarkadi és tarsai
1984/.

Az aminosavak meghatdrozdsdra vildgszerte haszndlt au-
tomatikus aminosavanalizdtorok legmodernebb vdltozatdval
is napi 8-10 minta analizisét lehet elvégezni. A tdilnyomd-
sos rétegkromatogrdfidval ugyanannyi id6 alatt 80-100

minta elemzésére is lehetdség nyilik.
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E technika kiegészito léhéseinek automatizaldsdval -
(mihtafelvitel, reagens permetezés, detektdlds, stb.)
tovdbb novelhetd a pontossdg és javithaté a reprodukdl-
hatdésag. Kiulonosen olyan esetekben, ahol nagyszamd minta
gyors analizisére, a vdltozdsok nyomonkovetésére van szik-

ség, eldnydsen alkalmazhatd a mddszer.
2.5.4.2. Az aminosavak oszlopkromatogrdafids elvdlasztdsa

Az aminosav analitika alapjdnak lerakésa Moore és tar-
sai /1958/ nevéhez fizddik. 1958-ban szdmoltak be az elsd
automatikus berendezésrdl, ahol az aminosavakat ioncserés
kromatogrdfids eljardssal és ninhidrines szinreakcié se-

gitségeével hataroztidk meg.

Az eredeti kétoszlopos technika tovdbbfejlesztésével
szamos kutatd foglalkozott. Els6sorban az egyoszlopos el-
vdlasztds, ‘a bufferes eluicid, a gyorsabb és érzekenyebb
analizis megvalositdsara torekedtek /Priez 6s Morris, 1960;
Hamilton, 1963; Benson és Hare, 1975/.

A kromatogrdfids technikdk rohamos fejloédése az amino-
sav analitikdban is éreztette hatdsdt. Az aminosavak koz-
vetlen elvdlasztdsdra és meghatdrozdsdra legelterjedtebb
ioncserés'oszlopkromatogréfiés modszer mellett egyre na-
gyobb teret kovetelnek a gdzkromatogréfids /Zomzely és
tdrsai, 1962; Klebe és tédrsai, 1966; Pisano és Bronzert,
1969; McKenzie és Tenaschuk, 1974; Kisters és tdrsai,
1984; Zumwalt és tdrsai 1987b/, illetve a nagyteljesit—
mény(d folyadékkromatogrdfids (HPLC) eljédrdsok (Udenfriend
es tarsai, 1972; Jong és tdarsai, 1982; Jones és Gilligan,
1983; Einarsson és tdrsai, 1983; Elkin és Wasynczuk, 1987;
Gehrke és tarsai, 1987/.
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A médszerek osszehasonlitd vizsgdlata alapjédn néhdny
jellegzetes eltérés mutathatdé ki /Ihekoronye, 1985/.

A problémdk els6sorban a mintaeldkészités bonyclultsdgd-
bdl, illetve az érzekenységet nbvélﬁ detektdlasi mddok
eltéréseb6l adddnak. A legegyszer(bb vizsgdlatra az ion-
cserés kromatogrdfia nyidjt lehetdséget, mivel ebben az
esetben a hidrolizdtum kdzvetleniil analizdlhatd. Az egyéb
modszereknél szarmazeékképzés utédn hatdrozhatok meg az
aminosavak, ami némely (Pro, His) esetben problémdt jelent-
het. Kétségtelen viszont, hogy a ninhidrines szinreakcid
érzékenysége kisebb az UV-, illetve a fluoreszcens szdarma-
zékképzeés érzékenységénél. A tdpldlékfeheérjék eseteben,
ahol az aminosavak koncentrdcidja elég nagy, a ninhidrines
detektdlds érzekenysége megfeleld. A klinikai kémia terii-
letén, illetve specidlis esetekben, ahol nagyon kis meny-
nyiségl, esetleg kiulonleges aminosavak kimutatdsa a fel-
adat, célszerld az érzékenyebb mddszerek valamelyikét va-

lasztani.

2.5.4.3. A szabad aminosavak kromatogrdfids meghatdrozdsa

A szabad aminosavak_kromatogréfiés meghatdrozdsa nemi-
leg bonyolultabb a peptidkotésb6l felszabaditott aminosa-
vak analiziséhez képest. Az dltalanosan elterjedt automa-
tikus aminosavanalizdtoros eljdrdsndl alkalmazott Na-cit-
ratos pufferekkel nem vdlaszthaté el valamenhyi komponens
. (Asn, Gln). A probléma megoldhatd litium-citrdt pufferek
alkalmazdsdval /Kaldy és Kerelink, 1984/.

2.5.4.4, A poliaminok rétegkromatogrdfias meghatdrozdsa

A sikelrendezés(l vdltozatban leggyakrabban szilika-
gél rétegen, kloroform-trietilamin (25:5) /Flores és
Galston, 1982; Slocum és térsai, 1989/, etilacetdt-ciklo-
hexdn (4:5) /Slocum és tdrsai, 1989/ n-hexdn-etilacetdt
(11:8) /Remo és Bertani, 1989/ elegyekkel végzik a kroma-
tografdlast.
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Az elvdlasztds hatékonysdgdnak novelésére nagyhaté-
konysdgd (HPTLC) réteg%apok alkalmazdsdra is van leheto-
ség /Seiler, 1977/. Ezenkiviill forditott fdzisd és ioncse-
rés rétegek is alkalmazhatdk /Lepri és tarsai, 1979;
Barddcz és Karsai, 1981/.

A tdlnyomdsos rétegkromatografids technika pedig le-
hetdséget nyujt a gyors és hatékony elvdlasztdsra finom-

szemcsés rétegeken is /Simon-Sarkadi és Galiba, 1988/.

Mennyiségi értékelésre UV-aktiv szdrmazékokat, ninhid-
rint /Barddcz és tarsai, 1985/, dinitrofenil vegyileteket,
danzil-kloridot /Flores és Galston, 1984a/, illetve dab-
zil-kloridot /Lin és Lai, 1982/, valamint fluoreszkamint
/Nakamura, 1977/ és o-ftdlaldehidet /Seiler, 1977/ alkal-

maznak.
2.5.4.5. A poliaminok oszlopkromatogrdfids meghatdrozdsa

A poliaminok oszlopkromatogrédfids elvdlasztdsa amino-
sav-analizator segitségével, kationcseréld gyantédn, gra-

diens elldcidval megvaldsithatd.

Az elvdlasztott vegyiiletek detektdldsa elvdlasztids
utani szdarmazékképzés alapjan, torténhet ninhidrinnel
vagy o-ftdlaldehiddel. A meghatdrozds eldnye fokent akkor
ertékelhetd, ha az aminokat és az aminosavakat egyarant
meg kell Hatérozni. Viszonylagos hatrdnya a hosszd anali-
zis ido.

A nagyhatékonysdgli folyadékkromatografias (HPLC) mod-
szerek esetén tobbnyire forditott fédzisd oszlopon torte-
nik az elvadlasztds UV-aktiv, illetve fluoreszcens szdrma-

zékok formdjdban /Sugiura és téarsai, 1975; Bontemps és
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térsai 1984/. A szérmaiékképzés dltaldban elvdlasztds
elétt vagy az ioncserés HPLC-nél az elvdlasztds utéan
torténik /Shaw és Al-Deen, 1980/.

Megfeleld szdarmazékképzés utdn a poliaminok gdzkro-
matogrdfids meghatdrozdsa is elvégezhetd /Henion és tdar-

sai, 1981; és Fujihara és tdrsai, 1983/.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

w T =

3.1. Bioldgiai vizsgdlati anyagok

3.1.1. A vizsgdlt kukoricafajtédk

A 8. tédbldzatban ldthatd a 4 orszdgbdl szdrmazd, 25

elemzett kukoricafajta.

8. tablazat

A vizsgdlt kukoricafajtak

Orszég

Fajta

Amerikai Egyesiilt
Allamok

Fehér kukorica (sima)

Sdrga kukorica (1d6fogu)

K 811 opaque-2 inbred line (16fogud)
K 812 opaque-2 inbred line (1dfogud)
K 813 opaque-2 inbred line (sima)

K 814 opaque-2 inbred line (sima)

Egyiptom

Giza 2 (sima)

Pioneer 514 (16fogi)
Pioneer 201 SC (1d6fogu)
Pioneer 202 DC (16fogu)

Magyarorszdg

Bema 210 TC (sima)

Mv 394 SC (sima)

Mv 434 SC (sima)

Mv 484 SC (sima)

Pioneer 3732 SC (16fogu)
Pioneer 3901 SC (16fogu)
Pioneer 3965 A MTC (16fogu)

Mv 550 SC Wx (16fogd)

SC 6390 HL opaque-2 (16fogu)
Fehér csemegekukorica (16fogu)
Mv SC Idedl csemegekukorica (16fogu)

NSZK

Brillant (16fogu)
Nicco (sima)
Forte (sima)
Dea (sima)




A vizsgdlatokhoz a reprezentativ magokbol, laboratdériumi
elektromos dardléval (Labor MIM, Budapest) elddllitott
300 + 10 fm szemcsenagysdgu o6rleményeket haszndltam.

3.1.2. A szdrazsagstressz vizsgdlatokhoz alkalmazott

bizafajtdk és vonalak

A kisérleteket a kenyérbidza, Triticum aestivum L. négy

fajtdjdnak: a szdrazsdgtlrd kurdisztani Saberbeg €s a
kansasi Plainsman, a kozepesen szarazsdgtldrd kinai Chinese
Spring, a szdrazsagérzékeny francia Cappelle Desprez,
valamint a Chinese Spring - Cappelle Desprez kromoszdéma

szubsztitucids sorozat kalluszaival végeztem.

A szubsztitucids sorozat alatt azt értjik, hogy az
egyik buzafajta egy kromoszdma pdrja ki van cserélve egy
masik b@zafajta azonos kromoszoma parjdval.

A bdzadnak 21 kromoszdma pdarja van, ezert 21 vonal
(3x7) létesitésére van lehetGség. EbbGl 19 &llt rendelke-
zésemre, a 2A és 2B vonal hidnyzott. A szovettenyészeteket
az MTA Mezb6gazdasdgi Kutatdintézetének fitotronjdban
dr. Galiba Gdbor tudomdnyos munkatdrs készitette és bocsa-

totta rendelkezésemre.

3.2. Kémiai vizsgdlati anyagok

p-toluol-szulfonsav (Merck-Schuchardt,

Hohenbrunn, NSZK)
aminosav standard elegy (Serva, Heidelberg, NSZK)
ciszteinsav standard (Serva, Heidelberg, NSZK)
ninhidrin (Merck, Darmstadt, NSZK)
Pico-puffer II, A,B,C (Pierce, Oud-Beijerland,

Hollandia)
tripszin (Merck 24579, Darmstadt,

NSZK)
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pankreatin P-1750 (Sigma, St.Louis,
Amerikai Egyesiilt Allamok)

putreszcin, kadaverin, spermin, spermidin (Sigma,
St. Louis, Amerikai Egye-
stilt Allamok)

danzil-klorid (Sigma, St.Louis,
: Amerikai Egyesiilt Allamok)

polivinil-polipirrolidon (Serva, Heidelberg,NSZK)
L-leucin-p-nitroanilid (Serva, Heidelberg,NSZK)
p-nitroanilin (Serva, Heidelberg,NSZK)

N-karbobenzoxi-L-fenilalanil-alanin (Sigma, St.Louis,
Amerikai Egyesilt Allamok)

trinitro-benzolszulfonsav (Sigma, St. Louis,
Amerikai Egyesiilt Allamok)

azokazein (Sigma, St. Louis,
Amerikai Egyesilt Allamok)

A tobbi alkalmazott vegyszer, analitikai tisztasdgdu,
a Reanal (Budapest, Magyarorszdg) &ltal forgalmazott ké-

szitmeny volt.

3.3. Vizsgdlati médszerek

3.3.1. A kukoricafajtdk nedvességtartalmanak meghatdrozasa

A nedvességtartalom meghatdrozds a szdritdsos techni-
kdval (130 0C, 4 6ra) tortént /Ldsztity és Torley, 1987/.

53.3.2. A kukoricafajték fehérjetartalménak-meghatérozésa

A fehérjetartalom meghatérozéé a Kjeldahl-eljdrdson
alapuld, automatikus Kjel-Foss Automatic 16210 (Ddania)
analizatorral tortéent. A H2804—H202—05 rancsolds utan
felszabadult NH}
tartalombdl, a 6,25-6s szorzéfaktorral szdamithaté a fehér-

mennyiségéhbdl meghatdrozott nitrogen-

je mennyisége /Lasztity és Torley, 1987/.
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3.3.3. A kukoricafehérjeék oldészeres frakciondldsa

A fehérje kivonds az Osborne-féle frakciondldas mddo-
sitott vdltozatdval tortént /Sharobeem és tarsai, 1987/.
A kivonds fo6 lépései a kovetkeztk:

A zsirtalanitott minta extrahdldsa (20 Cm3

H,0, 1 dra),
majd centrifugdldsa Janetzki 570 (Lengyelorszdg) tipusd
laboratériumi centrifugdval (20 min, 2500 g, 20 0C),
az extrakcid megismétlése utdn a feliluszd eltavolitdsa
3 3
1 mol/dm

NaCl, 1 6ra), centrifugdldsa (u.a.), az extrakcid megis-

(albumin), majd a maradék extrahdldasa (20 cm

métlése utdn a feliilisz6 eltdvolitdsa (globulin), majd a
maradék extrahdldasa (20 cm3 70% etanol, 1 éra), centrifu-
gélésa (u.a.), az extrakcié megismétlése utdn a feliildszd
eltdvolitdsa (zein), ezt kdvetden a maradék extrahdldsa

3
(20 cm
cié megismétlése utdn a felilluszd eltdvolitdsa (glutelin),
majd a maradék extrahdldsa (20 Cm3 0,1 mol/dm3 NaOH, 1 d6ra)

és centrifugdldsa (u.a.). Az extrakcid megismétlése utédn

0,2% KOH, 1 6ra), centrifugdldsa (u.a.), az extrak-

maradt csapadék az oldhatatlan fehérje.

3.3.4. A kukoricafehérjék aminosav-osszetételének meg-
hatarozasa

3.3.4.1. Mintaeltkészités a teljes aminosav-Osszetétel

meghatarozdsdhoz

A hidrolizis médszerek (6 mol/dm3 HCl, szulfit adale-
kos 6 mol/dm3H81, 3 mol/dm3 p-toluol-szulfonsav) Ossze-
hasonlitd vizsgdlata alapjdn a legkedvezObb eredményeket
a p~-toluol-szulfonsavas hidrolizis adta. A sdsavas hidro-
lizishez képest jobb volt a hidrofdb oldalldncd amino-
savak (Leu, Ile, Val) felszabaduldsa, ezenkiviil a Met,
Thr, Ser kadrosoddsa kisebb mértékG volt és a Trp sem bom-
lott el /Simonné-Sarkadi, 1986/. ‘
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A mintaeldkészités lépesei:
30 mg fehérjének megfeleld mintdhoz 10 cm® 3 mol/dm° p-
-toluol-szulfonsavat (amely 0,2% triptamint tartalmazott)
adtam, majd nitrogén gdz 4dtbuborékoltatds (3 min) utén a
hidrolizist 110 0C—on, 24 6ran at, block-termosztatban
végeztem. A hidrolizis befejeztével a mintdt 10 cm3
2 mol/dm® NaOH-al 25 cm’-es lombikba mostam, majd desz-
tilldlt vizzel jelig toltottem. A mintdkat szlrés utén,

-18 °c-on tdroltam az analizis elvégzéseéig.
3.3.4.2. Mintaeltkészités a cisztein meghatdrozdsahoz

A ciszteint oxidacidval ciszteinsavvé kell alakitani,
amely a sdsavas hidrolizis soréh stabil marad. A minta-_
eldokészités legegyszeribben Spencer és Wold /1969/ mdd-
szere alapjan végezhetd. Méréseik szerint 0,2-0,3 mol
dimetil-szulfoxidot (DMS0) tartalmazd 6 mol/dm3 HCl-al
hidrolizdlva, a cisztein ciszteinsavva torténd atalakuléa-
sa kvantitativ. Laboratériumi koridlményeink kozott megis-
mételve az eljdrdst csak 91 illetve 95%-o0s konverziot
tapasztaltam. A DMSO koncentrdaciot 2,5-3%-ra ndvelve jJa-
vithaté az ‘eredmény (98%) /Simonné-Sarkadi és Szerzg,
1985/.

A mintaeldkészités lépései:
60 mg fehérjének megfeleld mintdhoz 10 cm3 6 moI/dm3
HC1-t (amely 2,5% DMS0-t tartalmazott) adtam, majd nitro-
gén gdz dtbuborékoltatds (3 min) utdn, a hidrolizist
110 0C—on, 22 6rédn a4t végeztem. A hidrolizis befejeztével

3 5 mol/dm3 NaOH oldattal részlegesen sem-

3

a mintat 10 cm
legesitettem, majd Na-citrdt pufferrel (pH 2,2) 25 cm
végtérfogatot dllitottam be. Szlrés utdn a mintakat -18 Oc-

on tdroltam az analizis elvégzéséig.
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3.3.4.3. Az aminosavanalizis korilményei

3.3.4.3.1. A teljes aminosav-Osszetétel meghatdrozdsa

tdilnyomdsos rétegkromatogréafidval (OPLC)

Az OPLC-s technika eldnyei az aminosavak meghatdrozasda-
nédl kedvez6en kihaszndlhatdk. Ioncserés réteglap felhasz-

ndldsdval modellezhetd az aminosavanalizdtoros elvdlasztids.

Az 0OPLC-s meghatdrozds optimdlis kdriilményeinek -bedlli-
tdsdt standard aminosav elegy kromatografdldsdval végeztem.
A kisérletekhez a Labor MIM kisérleti IONPRES-6 elnevezési,
finomszehcsés, ioncserés réteglapjai dlltak renaelkezésem—
re /Simon-Sarkadi és térséi, 1984/.

A mérés koriilményei:
CHROMPRES 10 tulnyomdsos rétegkromatogrdf (Labor MIM, Buda-
pest) ‘
IONPRES-6 ioncserés réteglap 20x20, 20x40 cm (Labor MIM,
Budapest)
Linomat, III automatikus mintafelvivd (Camag, Svéjc),
1-5 al minta

Impres U.P. imgregndld oldat (Labor Miszergydr RT., Budapest)
3

fogatban: 1,2 g NaOH, 4,2 g citromsav, 1,3 Cm3, ‘

Eluens: Na-citrdt puffer (pH =3,15, Osszetétel 100 cm”™ tér-
cc. HC1l, 10% i-propanol)

Késziilék homérséklet: 40 °C

Linedris dramldsi sebesség: 0,1 mm/s-

Parna nyomds: 10 bar

Futtatdsi tdvolsag: 18 cm, 35 cm

Futtatdsi idé: 30 min, 59 min

Eldhivds: ninhidrines szinreakcidval (reagens Osszetétel:
1 g ninhidrin, 0,25 g kadmium-acetdt, 50 cm3
etanol, 10 cm3 ecetsav), 50 °C, 5 min

Ertékelés: Shimadzu CS 920 TLC/HPTLC denzitométerrel

(Kyoto, Japdn) 535 nm, 300 nm (Pro meghatdrozdsa)
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3.3.4.3.2. A teljes aminosawisszetétel meghatdrozdsa

aminosavanalizdatorral

Az analiziseket az Aminochrom II 0E-914 tipusd (Labor
MIM, Budapest) automatikus aminosavanalizétorral‘végeztem.
A mennyiségi értékeléshez standard aminosav elegyet alkal-
maztam,

A készilék Jellemzdi:
ioncseréld gyanta: DC 4A
puffer oldatok (Pico puffer II: A,B,C) dramldsi
sebessége: 20 cm3/éra
ninhidrin reagens &ramldsi sebessége: 10 cm3/éra

oszlop hémérséklet: T,= 35 %C, T,= 65 °C, T.= 75 °C

1 2 3

analizis id6: 100 min
detektalds: 570, 440 nm

3.3.4.3.3. Ciszteinsav meghatdrozés

A meghatdrozdst csehszlovdk gyartmdanyd Mikrotechna
AAA B8l tipusd aminosavanalizdtor segitségével végeztem.
A mennyiségi értékeléshez ciszteinsav standard oldatot
haszndltam. A késziiléket egyoszlopos lizemmddban mikoddtet-
tem és az elucidhoz az aminosavanalizishez haszndlatos
elsd puffert (pH 3,25) haszndltam. Mivel a ciszteinsav.
korilményeink kozott az elso elualéds aminosév,‘ezért lé—
'hetﬁség nyilt arra, hogy egymds utdn 6 mintdt (meghatdro-
zott idﬁkbiﬁkkel) vigyek fel az oszlopra. Igy mire az elsad
minta aszparaginsav cstcsa megjelenik (mely természetesen
ebb6l a hidrolizdtumbdl nem hatdrozhatdé meg pontosan) a
hatodik minta ciszteinsav cslcsa mar eludlddott.

A késziilék jellemzdi:
ioncseréld gyanta: OSTION LGKS 0803
puffer oldat dramldsi sebessége: 80 Cm3/éra

e e o . 3,
ninhidrin dramldsi sebessége: 40 cm”/dra
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hidrazin dramldsi sebessége: - 20 cm’/éra
oszlop hémérséklet: : S | 60 °C
analizis id6 (6 minta): 60 min

detektdlds: 570, 440 nm:
3.3.5. A kukoricafehérjék emészthetdségének meghatdrozdsa

Az emészthetdség vizsgdlat Salgd és tdrsai /1985/ &l-
tal tovébbfejlesztett pH-sztat modszerrel tortent. Melynek
lényege, hogy'a szuszpenzid pH-jat az emésztés teljes ideje
alatt automata titrdtor tartja az‘elﬁfe bedllitott B-as
ertéken, és az enzimek befecskendezésétdl szamitott 10 min
alatt mért ldgfogyds ardnyos az emészthetBGséggel. .

Az in vitro valddi emészthetdség (TD) % = 0,0223 A+
+52,00 képlet alapjdn szamithatd, ahol A = a ligfogyds /ul—

ben megadva.

3.3.6. A kukoricafehérjék in vitro biocldgiai értékenek

szamitdsa

A kukoricafajtdk in vitro bioldgiai értékének meghatdro-
zdsdra alkalmazott médszerek a kovetkezdok voltak.

A 1imitdld esszencidlis aminosavak meghatdrozdsa a FAO/WHO
modszer alapjan tortént. A minta esszencidlis aminosavainak
koncentrédcidjadt az osszes esszencidlis aminosav ezrelékében
kifejezve és a referencia adatokra vonatkoztatva, a legki-
sebb értéket adé aminosav az els6Gsorban limitdld, a médso-
dik legkisebb értéket eredményezd a mdsodsorban limitdlé
esszencidlis aminosav /Hidvégi és Békés, 1985/.

A transzformdlt Gauss-index szdmitdsdhoz alkalmazott
képlet: '
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o _ 0,28 0,72 0,67 3,32 0,19
TGL % = 100 (qus © S7yr+Phe’ qus+Metf AThr - qT{‘p ) 0,125
ahol
: 2
Ai—Ai ref :
q; = exp (-4,5) 7t | | Ai és Airef

1

az i-edik esszencidlis aminosav, illetve referenciabeli
koncentrdciéja mg/g Gsszes esszencidlis aminosav dimen-
ziéban /Hidvégi és Békeés, 1985/.

Az emészthetdséggel korrigdlt transzformélt Gauss-

index szamitdsa:a

in vitro TD%
TGICD % = TGI %

képlet alapjan tortént,
100 A

ahol TD = valdédi emészthetdség és TGI = transzformdlt
Gauss-index /Hidvégi és Békés, 1985/.

3.3.7. A szdrazsagtiirés vizsgdlata bidza kallusztenyésze-
tekben

3.3.7.1. A szdrazsdgtlrési kisérletek kiinduldsi anyaga-
nak eldallitasa

A fitotronban, standard novénynevelési program /Pletser,
1973/ alapjén,'cserépben nevelt novények izolalt, zold
kaldszainak sterilizdldsa a kidvetkezd médon tortént: ,
vizes dblités, dztatds (70% etanol, 10 min), kétszeri
steril vizes oblités, dztatds (5% kalcium-hipoklorit,

5 min), hdromszori steril vizes ©oblités, dztatds (0,1%
higanyklorid, 3 min), végil négyszeri steril vizes mosds.
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A kalészdkbél aszeptikus koriilmények kozott kipreparalt
embridk, 9 cm atmérdjd petricsészékbe kiontétt, Sears és
Deckard /1982/ 4dl1tal médositott Murashige és Skoog /1962/
tdptalajon (MS) novekedtek. A tédptalaj f6 komponenseit a
9. tadbldzat mutatja. A tédpkizeg az MS-sdék mellett tiamin-
_HC1-t (0,5 mg/dm>), L-aszparagint (150 mg/dm°), 2,4-di-
klorfenoxi-ecetsavat (2 mg/de), inozitolt (100 mg/dm3),
szachardzt (20 g/dm3) és agart (7 g/dmj) is tartalmazott.
A pH érték 5,8 volt.

9. tabldzat

Az MS-tdptalaj f6 komponensei /Murashige és
Skoog, 1962/

mg/dm3
NH4N03 1650
KNU3 A 1900
CaClz-ZHZU 440
MgSU4'7HZU .370
‘KHZPUA 170
Na,EDTA 37,3
FeS0, - 7TH,0 27,8
MnSQ, - 4H,0 22,3
ZnS0, . TH,0 8,6
HBO, 6,2
KT 0,83
Na,MoO,, - 2H.,0 0,25
C8C12;6H20 0,025
Cuso, 0,025

A kalluszok egy hénap utdn keridltek a négy fajta ese-
tén mannitmentes kontroll, 9%, 13%, 17% mannitot tartal-
mazaé téptaléjra, a szubsztitucidés sorozat esetében mannit-
mentes kontroll és 13% mannitot tartalmazdé tdptalajra.
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A bldzafajtdk kalluszait 2, 10, 21 napos, a szubsztituciés

sorozat kalluszait 21 napos - tenyésztés utdn vizsgdaltam.

3.3.7.2. A kalluszok széréianyagtartalménak gs novekedési

ratdjdanak .- meghatdrozédsa

A szdrazanyagtartalom meghatdrozds szaritdsos (70 OC,
48 6ra) médszerrel tortént. A novekedési rdtdt a Fisher
képlet alapjan szdamoltam /Fisher, 1921/: '

1n wo - 1n Wy

t2 -t

R =
1

w, = nedves tomeg a kezelés kezdetekor

=

1 a

19 a nedves tomeg a kezelés befejezésekor

tl = a kezelés kezdetenek ideje

tz a kezelés befejezésének ideje

3.3.7.3. A kalluszok szabad aminosavtartalmdnak meghata-

rozasa

.300 mg kalluszt 1,5 cm3 hitott 6%-os perkldérsavval
egy ordan at rdzatva extrahaltam. Centrifugdlis (12000 a,
20 min, 20 °C) utdn a feliiliszébél hatdroztam meg a sza-
bad aminosavakat, az. Aminochrom II OE 914 tipusd automa-
tikus aminosav-analizédtorral. Az analizis kortilményeli meg-
felelnek a 3.3.4.3.2. pontban leirtaknak.

Az aszparagin és a glutamin meghatérozésétLi-citrét'
pufferrel (Pico .puffer IV. A, pH = 3,2) végeztem, 40 OCf
0os oszlop homérséklet mellett.

3.3.7.4. A szabad poliaminok meghatdrozdsa
A perklérsavas extraktumbdl danzil-kloridos szdrmazek-

Répzés utdn, tulnyomdsos rétegkromatogrdfidval (OPLC) ha-

tdroztam meg a szabad poliaminokat.
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A mintaelbkészités lépései a kovetkezdk:
400 /Jl 6%-05 pe;klérsavas extrakthoz elészor 400 /Ml
telitett natrium-karbondt oldatot, majd 800 fﬂ_danzilv
kloridot (5 mg/Cm3 aceton) adtam. Egy napig sttétben tar-
tottam a mintdkat, majd a fdlos reagenst 200 /Jl prolin
(100 mg/cm3 viz) oldattal kététtem le. Ezt kovetden 30
min eltelte utdn 2x0,4 cm3 benzollal extrahaltam a szabad
poliaminokat. A standard poliaminok (U,lvmg/cmB) danzile-
zését a mintdkkal egyiitt, azonos korilmények kozott végez-
tem.

Az OPLC-s meghatdrozdas optimélis kﬁrUlményeit standard
poliaminok kromatografdldsdaval allitottam be /Simon-Sarkadi
és Galiba, 1988/.

A kromatografdlds koridlményei: ,
CHROMPRES 10 tdlnyomdsos rétegkromatogrdf (Labor MIM,
Budapest) ' 4
HPTLC 20x20 cm szilikagél réteglap (Merck, Darmstadt,NSZK)
Impres U.P. impregndld oldat (Labor Maszergydr RT., Buda-
peét) |
Linomat III automatikus mintafelviv® (Camag, Svajc), 1-5 ;Nl
minta
Futtato elegy: kloroform-trietilamin (10:1,5)
Linedris dramlési sebesség: 1,2 cm/min
Parna nyoméds: 10 bar
‘Futtatédsi tévolsdg: 18 cm
Futtatdsi idd: 15 min
Ertékelés: Shimadzu CS 920 TLC/HPTLC denzitométer (Kyoto,
Japdn) 313 nm

\.

3.3.7.5. Proteolitikus enzimaktivitds vizsgdlatok

Az aminopeptiddz, karboxipeptiddz és azokazeindz akti-
vitds mérés Salgd és Feller /1987/ médszere alapjdn tor-
tént, fotometrids udton.
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A mintaeldkészités a kovetkezd lépésekbdl &8llt:
100 mg kallusz extrahdlédsa centrifugacsdében, 3 cm3 hideg
extrahdldszerrel (50 mM, pH = 5,4 acetdt-puffer, amely
1% polivinil-polipirrolidont és 0,1% /3 -merkaptoetanolt
tartalmazott) elészor 2 s, 3000 g, ZO'OC, majd 4 s,
7500 g, 20 °c kﬁrﬁlmények kozott Ultra-Turrax T25 tipusd
biomixerrel tortént. A kovetkezd lépés a homogenizalt
anyag centrifugdldsa (10 min, 2300 g, 20 OC), majd a:
szétvdlasztds utdn a feliiliszé centrifugdldsa (10 min,
2300 g, 20 OC) volt. Az igy nyert extraktum szolgdlt enzim-
forrdsként. '

Az aminopeptiddz aktivitds meghatdrozdsdnak menete:

200 /ul 2 mM L-leucin-p-nitroanilid szubsztrdtum oldathoz,
20 /ul somentes extraktumot adva 37-0C—0n, 1 6rédn keresz-
til folyt az inkubdcidé. A felszabadult p-nitroanilin meny-
nyiségének mérése Titertek Multiscan MKII nyolccsatornés,
fliggoleges fényutd fotométer segitségével (405 nm) tortént.
A specifikus aktivitds egység = felszabaditott pmol p-nit-

roanilin/cmj, éra, g féhérje.

A karboxipeptiddz aktivitds meghatdrozdsdnak menete:

50 /Jl 200 /uM N-karbobenzoxi-L-fenilalanil-L-alanin
szubsztrdtum oldathoz, 10 /ul extraktumot adva 37 0C—on,

1 6rén keresztil folyt az inkubdcid, majd 200 /ul trinitro-
-benzolszulfonsav oldattal (350 /ug/g TNBS oldva 50 mM
bordt pufferben, pH = 9,5) tortént a reakcidé ledllitédsa.

1 6ra milva keriilt sor az optikai denzitds mérésére 405 nm-
en. A specifikus aktivitds egység = felszabaditott /umbl
alanin/cm?, Gra, g fehérje. l '

Az azokazeindz aktivitds meghatdrozdsdnak menete:

100 /ul 0,5%-0s azokazein szubsztrdt oldathoz 50 /ul sG-
mentes extraktumot adva 37 0C—on, 1 6ran 4t folyt az in-
kubdcid. A reakcid ledllitdsa 75 /ul 15%-0s trikldr-ecet-
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savval tbrtént, majd a kicsapott fehérjék centrifugdldsa
(10 min, 750 g, 6 °c) hatstt centrifugdban folyt. 100 /ul
feliildszéhoz 100 /ul 1 mol/dm3 NaOH-t adva, 450 nm—h tor-
tént a meghatdrozds fotometrids dton. A specifikus aktivi-
tds egység:= felszabaditott mg azokazein/cmj, ora, mg fehér-

Jje.
3.3.7.6. A kalluszok fehérjetartalmdnak meghatdrozdsa

Az enzimaktivitds méréseknél elkészitett extraktumak
fehérjetartalmdnak meghatdrozdsa Lowry és tarsai /1951/
modszere alapjan CONTIFLO (Labor MIM, Budapest) automatikus
mintaelemzdvel tortént /Varga és tdrsai, 1977/. A mennyi-
ségi értékelést kazein standard kalibrdcidés sorozat
(0-1 mg/cm3) segitségével végeztem.

3.3.7.7. Alkalmazott statisztikai médszerek’

A kezelések hatésoséégét, a fajtdk és a vonalak kozotti
esetleges eltéréseket kiilonbodzd szignifikancia szinten
végzett statisztikai szamitidsokkal ellendriztem. Tobb min-
ta osszehasonlitdsakor variancia analizist és fﬁkomponens\
analizist végeztem /Svéb, 1979/.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1, A kukoricafajték vizsgalatdnak eredményei

Kisérleteim sordn 4 orszdgbdl szarmazd, 25 kukorica-
fajtdt vizsgdltam és kerestem az aminosav-dsszetétel

alapjadn megdllapithatd fontosabb Osszefiiggéseket.
4.1.1. Nedveséég— és fehérjetartalom
A mérési eredményeket a 10. tdbldzat tartalmazza.

A kukoricafajtdk nedvességtartalma 8,9-10,8% kozott
vdltozott.

A fehérjetartalom szempontjdbél a kukoricafajtdk hdérom
csoportba sorolhatdk, normdal (9-10%), nagy (10-12%) és
igen nagy (12-14%) fehérjetartalmd osztdlyba. A legnagyobb
fehérjetartalommal - szérazanjagra_vetitve - a martonva-
4Séri'Ideé1 csemegekukorica, a fehér csemegekukorica, az
Mv 394 SC és az Amerikai Egyesiilt Allamokban termesztett
fehér kukorica rendelkezik. Ezenkiviil elég nagy a K 811-
814 opaque-2 mutdnsok és az NSZK-beli fajtdk fehérjetar-

talma is.
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10. tabldzat

A vizsgélt kukoricafajtdk nedvesség- és

fehérjetartalma

Fajta Nedvesség Fehérje
Fehér kukorica 9,4 12,2
Sdrga kukorica : 9,4 9,8
K 811 opaque-2 inbred line 9,1 10,3
K 812 opague-2 inbred line 9,7 10,2
K 813 opaque-2 inbred line 9,6 10,7
K Bl4 opaque-2 inbred line 9,1 11,2
Giza 2 9,3 10,4
Pioneer 514 » 10,3 9,9
Pioneer 201 SC 10,5 9,0
Pioneer 202 [C 9,4 9,5
Bema 210 TC 10,4 10,5
Mv 394 SC 10,2 12,3
Mv 434 SC 10,7 7,1
Mv 484 SC 10,6 10,9
Pioneer 3732 SC 10,8 8,8
Pioneer 3901 SC 10,2 9,3
Pioneer 3965 A MTC 10,2 7,9
Mv 550 SC Wx 10,5 9,2
SC 6390 HL opaque-2 10,0 7,8
Fehér csemegekukorica 8,9 13,4
Mv SC Idedl csemegekukorica 8,9 14,1

: 9,9 11,1
nrillant 10,2 11,1
Forte 10,1 10,6
Dea 9,9 10,5

4.1.2. A kukoricafehérjék aminosav-Osszetétele

A fehérjékuaminosav—ﬁsszetételének meghatdrozdsdra
elterjedten alkalmazott aminosavanalizdtoros eljdrds
modellezésére, moédszert dolgoztam ki a legujabb réteg-
kromatografias technika, az OPLC segitségével.
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A kromatografids meghatdrozias kdrulményeijmegfeleldek
a 3.3.4.3.1. pontban leirtaknak.

A 2. &dbrén a 20x20 cm és 20x40 cm-es ioncsereés réfegf
lapon végzett kifejlesztés denzitogramjai ldthatdk. A
hosszabb réteglap alkalmazdsa, azaz a kife]jleszteés tavol-
ségénak a novelése a savas aminosavak (Asp, Thr, Ser) jobb
elvdlasztdsdt eredményezte. Az IONPRES-6 finomszemcsés,
er6s kationcseréld réteglapon, Na-citrdt (pH= 3,15) puffer-
rel, 40 °C-on kromatografdlva, 59 min alatt, 10-15 minta
egyidejd elemzése veégezhet6. el. A relativ szdrds értékek
5-7% kozott véltozték. Az automatikus aminosavanalizdtoros
meghatdrozds pontossdgdt még nem éri el, de azokban az
esetekben, ahol nagyszamd minta gyors analizisével sz(rd-
vizsgédlat elvégzése vagy a vdltozdsok nyomonkdvetése a cél,
eldnydsen haszndlhatd a médszer, a nagy mintaelemzd telje-
sitménye, olcsd és egyszer( lizemeltetése kﬁvetkeztében.

A kisérleti koridlmények dllandésdgdnak biztositdsdval
(automatizdlt mintafelvitel, reagens permetezés, j6 mind-
ségl ioncserés réteglap, stb.) tovadbb novelhetd az amino-
savanalizatoros meghatdrozds modellezésének eredményessége.
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1 Arg, 2 Lys, 3 His, &4 Phe, 5 Tyr, 6 Leu,
11 Ala, 12 Gly, 13 Glu, 14 Ser, 15 Thr, 16 Asp
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A négy orszagbdl szdrmazo kukoricafajtdk automatikus
aminosav-analizdtoros meghatdrozdsdnak eredményeit a
11-14. téablazat tartalmazza.

Az aminosav-Osszetételben, mint ez vdrhaté volt, kicsi
a lizin- és a triptofantartalom. A nagy Lys tartalmi -
opaque-2 mutdnsok esetén a 1imitdldé szerepet a Trp mellett

az Ile veszi at.

Két jellemz6 osszefliggés mutathatd ki az aminosav-
osszetétel alapjdn a vizsgdlt fajtdkban. Az egyik a Lys-
tartalom és a Leu/Ile ardny kozott, a mdsik a szemtipus
(sima, 16fogu), illetve a Glu/Pro ardny kozott.

A kis Lys tartalmd fajtdkndl a Leu/Ile arény-nagy (4-8),
mig a nagy Lys tartalmi opaque-2 mutdnsok esetén ez az
ardny kicsi (2-4).

A sima szeml kukoribafajtéknél a'Glh/Pro’arény nagy
(4-7), mig a 16fogiak esetén ez az ardny kicsi (1-3).

E két Osszefiiggés alapjan, adott esetben a nagy Lys .
tartalmd mutdnsok, illetve a sima és a 16fogtd kukoricafaj-
' tdk o6rleményének gyors megkiilonboztetésére nyilik lehe-
toseg.



11 tablazat
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban termesztett kukoricafajtak

osszfehérjéinek amingsav-osszetétele (g/16 gN)

Aminosav | Fehér Sarga K 811 K 812 K 813 K 814
. kukorica| kukorica | opaque-2 | opaque-2 | opaque-2 | opaque-2 |
Asp 8,90 5,87 7,59 11,73 13,64 18,75
Thr x 2,56 2,90 4,58 4,58 3,71 3,68
Ser 5,19 3,95 4,63 4,92 5,67 5,24
Glu 32,07 21,70 20,81 20,93 25,37 25,55
Pro 6,63 12,20 7,45 6,917 4,37 3,41
Gly 2,72 4,22 5,74 4,03 3,14 3,51
-~ Ala 6,38 7,01 5,68 7,05 8,55 7,06
Cys X 1,80 1,65 1,61 1,64 2,13 1,28
Val ¥ 2,75 4,14 3,76 2,68 2,40 2,92
Met x 1,66 2,25 1,23 1,62 1,40 1,49 .
Ile x 1,77 2,77 2,30 2,07 1,96 2,01
Leu 11,44 14,77 8,68 7,10 8,65 6,69
TyT x 3.60 337 338 1T | 287 7.85
Phe x 4,28 4,71 4,16 3,08 2,45 3,30
Lys % 2,77 2,17 5,96 6,21 4,69 4,81
His 2,83 2,38 3,40 4,12 3,17 2,34
Trp % 0,23 0,31 0,36 0,43 0,43 0,41
Arg 4,44 3,63 8,68 7,73 5,40 4,70
x(0sszes

esszenci- :

dlis ami- 32,84 39,04 36,02 32,52 30,69 29,44

nosav

. 12. tdblazat
Az Egyiptomban termesztett kukoricafajtak dsszfeheérijéinek

aminosav-0sszetétele (g/16 aN)

Amingsav Giza 2 Pioneer Pioneer Pioneer
514 201 SC 202 DC
Asp 1,67 4,94 7,51 5,43
Thr % 3,83 2,62 4,42 2,58
Ser 5,99 3,52 4,43 3,79
Glu 31,79 18,30 22,05 17,70
Pro 5,26 16,01 8,96 13,80
Gly 4,16 3,20 3,96 4,08
Ala 9,09 5,84 6,36 7,85
Cys % 1,25 1,64 1,30 1,96
Val x 2,64 4,62 3,92 3,34
Met x 2,18 2,42 2,29 2,32
Ile x 2,13 3,51 2,24 2,54
Leu 14,87 14,70 12,27 13,60
Tyr ¥ 4,00 3,20 3,63 4,12
Phe x 4,20 5,80 4,34 5,70
Lys X 1,89 2,80 3,57 2,80
His 1,89 2,44 2,65 3,60
Trp % 0,37 0,39 0,38 0,40
Arg 2,79 4,05 5,72 4,40
Xisszes
esszenci- 37,36 41,70 38,36 39,35
dlis ami-
nosav




13.

tablazat

A Magyarorszdgon termesztett kukoricafajtdk osszfehérjéinek aminosav-osszetétele (g/16 gN)

Aninosav Bema Mv 394 My 434 Mv 484 Pioneer | Pioneer | Pioneer| Mv 550 | SC 6390 | Fehér Mv SC Ide-
210 1C SC SC SC 3732 SC {3901 SC | 3965 A | SC Wx HL opa-| csemege- | 41 csemege-
: MTC que-2 kukorica | kukorica
Asp 7,25 6,60 7,40 7,30 6,71 7,05 7,21 7,70 9,33 6,21 7,21
Thr x 4,32 3,86 4,16 4,64 3,92 3,61 4,16 4,14 3,80 3,53 4,39
Ser 4,99 5,07 4,55 5,62 3,84 4,21 3,99 3,80 4,53 4,31 4,33
Glu 26,90 27,50 29,44 27,50 19,33 22,71 18,94 18,28 21,64 24,80 21,77
Pro 9,63 7,30 10,20 5,65 17,48 12,97 15,43 13,35 10,54 10,13 15,33
Gly 3,48 2,85 3,68 3,54 4,26 3,52 4,59 4,89 4,43 3,711 1,17
Ala 5,10 5,62 5,38 6,66 4,69 6,03 5,78 5,52 5,78 6,59 5,65
Cys x 1,14 1,46 1,42 1,56 1,04 1,06 0,67 0,61 0,70 0,85 0,44
Val x 3,64 4,12 3,75 4,46 5,00 5,02 5,80 6,57 5,74 5,29 5,28
Met x 1,36 1,51 2,12 1,93 1,95 1,53 1,61 1,82 1,60 1,60 1,26
Ile x 2,45 2,23 3.07 2,02 3,68 3,08 2,78 3,34 3.41 3,23 2,94
Leu x 12,58 15,75 12,33 15,33 13,61 12,59 12,30 11,65 8,52 13,05 13,41
Tyr % 2,86 3,11 2,66 3,26 3,14 2,92 3,19 2,88 2,90 2,61 2,80
Phe x 4,53 4,62 4,43 5,14 4,43 4,70 4,25 4,45 4,22 3,97 4,40
Lys x 3,02 2,85 2,12 1,74 2,26 2,39 2,44 3,17 3,89 2,68 2,72
His 1,30 0,86 0,82 0,73 0,84 0,71 1,50 1,76 1,69 1,94 2,64
Trp % 0,30 0,36 0,29 0,30 0,41 0,32 0,29 0,33 0,40 0,28 0,27
Arg 5,15 4,33 2,18 2,62 3,41 5,58 5,07 5,74 6,25 4,95 3,99
x Osszes 36,20 39,87 36,35 40,38 39,44 37,22 37,49 38,96 35,18 37,09 37,91

esszenci-

dlis ami-

nosav

_{S_
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l4. tablazat
Az NSZK-ban termesztett kukoricafajtdk Gsszfehérieinek

aminosav-dsszetétele (g/16 gN)

Aminosav Brillant Nicco Forte Dea
Asp 5,83 6,01 7,20 | 5,98
Thr x . 2,36 2,80 3,19 3,12
Ser 4,12 5,79 4,96 | 4,68
Glu 21,58 29,76 28,79 30,04
Pro 16. 44 5. 64 7.16 | 6.67
Gly 3,47 k 2,23 3,15 3,79
Ala 7,35 9,82 6,95 6,84
Cys % 1,33 1,85 1,48 1,49
Val % 2,26 2.34 2.63 | 2.79
Met X 2,43 1,51 1,46 1,60
Ile x 2,43 2,07 1,66 2,15
Leu x 14,76 14,13 14,61 13,62
Tyr x 3,58 3,82 3.57 | 3.55
Phe 3.97 3.87 3.92 4.05
Lys % 3.84 2.31 2.65 | 2.90
His 1.46 2.71 2.66 2,67
Trp % 0,31 0,32 0.29 0,27
Arg 2.48 3.02 3.69 | 3.79

x UOsszes

esszenci-

alis ami- 37,27 35,02 35,46 35,54

nosav

Az esszencidlis €s nem esszencidlis aminosavak ardnydt
tekintve, a vizsgdlt kukoricafajték fehérjeéinek esszenci-
‘8lis (Thr, Cys, Val, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe, Lys, Trp)
aminosavtartalma dtlagosan 37%. Orszdgonként vizsgdlva
ez az atlag az Egyiptomban termesztett kukoricafajték ese-
tén a legnagyobb (39%), ezt kdvetik a Magyarorszdgon (38%)
és .az NSZK-ban (36%) termesztett fajtdk és végil a legki-
sebb (34%) esszencidlis aminosavtartalommal az Amerikai
Egyesiilt Allamokban termesztett kukoricafajtdk rendelkeznek.

A fehérjetartalom és az esszencidlis aminosavak mennyi-
ségének Osszefiiggését vizsgdlva megdllapithatd, hogy a
legtobb esetben a nagyobb fehérjetartalmd mintdkban nem

ndtt ardnyosan az esszencidlis aminosavak mennyisege, soOt
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példdul a Magyarorszdgon termesztett Pioneer fajtdknal

a fehérjetartalom novekedésével az esszencidlis aminosav-
taftalom 39%-rél1 37%-ra, illetve az amerikai opaque-2
mutdnsokndl 32%-rél 29%-ra csokkent.

4.1.3. A kukoricafehérjék emészthetdsége és bioldgiai
ertéke

A kukorica mintdk emészthetdségét a 15. tédblazat, a
limitdlo esszencidlis aminosavakat a 16. tdblézat, az

in vitro bioldégiai értékeket a 17. tadblazat tartalmazza.

» .A vizsgdlt fajtdk emészthetdsége dtlagosan 87%-o0s.
Az Mv SC Idedl csemegekukorica, a Pioneer 3965 A MTC; a
Brillant és a Bema 210 TC fajtdk nagyon jil emészthetd
(95-92%) fehérjékkel rendelkeznek. Az opaque mutdnsok
emészthetdsége (83-88%) szignifikdnsan kisebb. Ez utdbbi

okainak felderitése tovdbbi vizsgdlatot igényel.

A vizsgdlt kukoricafajtdk dtlagos biolgdiai értéke a
TGI érték alapjdn 83%. A Magyarorszdgon termesztett faj-
tdk (B86%), valamint a német Forte (89%) és a Dea (89%),
illetve az Egyiptomban termesztett Giza 2 (89%) és Pioneer
201 SC (89%) fajtdk igen 36 tdpldlkozdstani értékiek. A
- leggyengébbek e tekintetben a K 812 mutdns. (67%), vala-

mint a Pioneer 202 DC (70%) és a Pioneer 514 (70%) fajték.
Az in vitro nettd fehérjehasznositdsi adatokbdl is hasonld
kovetkeztetések vonhatdk le.
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15. tabldzat

A vizsgdlt kukoricafajtdk emészthetisége

Orszdg Fajta Emészt-
' hetdség
Amerikai Fehér kukorica 86,1
Egyesiilt Sdrga kukorica 86,0
"Allamok K 811 opaque-2 inbred line 88,3
K 812 opaque-2 inbred line 83,4
K 813 opaque-2 inbred line 87,7
K 814 opaque-2 inbred line 83,7
Egyiptom Giza 2 85,3
Pioneer 514 87,0
Pioneer 201 SC 88,2
Pioneer 202 OC 86,1
Bema 210 TC 21,9
Magyer- Mv 394 SC 87,7
g Mv 434 SC 85,1
Mv 484 SC 86,4
Pioneer 3732 SC 84,8
Pioneer 3901 SC 84,8
Pioneer 3965 A MTC 93,3
Mv 550 SC Wx 89,8
SC 6390 HL opaque-2 84,5
Fehér csemegekukorica 86,1
Mv SC Idedl csemegekukorica 94,8
NSZK Brillant 93,3
Nicco 87,6
Forte 84,0
Dea 88,7
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16. tédblazat

F1s6- és mdsodsorban 1imitdld esszencidlis

aminosavak a vizsgdlt kukoricafajtdkban

Elsésorbanl Mdsodsorban

Orszdg Fajta .
limitdld esszencidlis
aminosav
Amerikai Fehér kukorica TRP ILE
Egyesiilt Sarga kukorica TRP LYS
Allamok K 811 opaque~2 inbred line TRP ILE
K 812 opaque-2 inbred line TRP ILE
K 813 opaque-2 inbred line TRP VAL
K B14 opaque-2 inbred line TRP ILE
Egyiptom Giza 2 LYS TRP
Pioneer 514 TRP LYS
Pioneer 201 SC TRP ILE
Pioneer 202 DOC TRP LYS
Magyar- Bema 210 T1C TRP LYS
orszag - Mv 394 SC TRP LYS
Mv 434 SC TRP LYS
Mv 484 SC TRP LYS:
Pioneer 3732 SC LYS TRP
Pioneer 3901 SC TRP LYS
Pioneer 3965 A MTC TRP LYS
Mv 550 SC Wx : TRP LYS
. SC 6390 HL opague-2 TRP LYS
Fehér csemegekukorica TRP LYS
Mv SC Idedl csemegekukorica TRP LYS
NSZK Brillant TRP VAL
Nicco TRP LYS
Forte TRP ILE
Dea TRP ILE
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17. tédbldzat
A vizsgdlt kukoricafajtdk in vitro bioldaiai
’ ertéke
TGI TGICD
Orszég Fajta % %

Amerikai Fehér kukorica 82,6 71,4
Egyesiilt Sarga kukorica 78,8 67,8
Allamok K 811 opaque-2 inbred line 81,2 71,7
K 812 opaque-2 inbred line 67,2 56,1

K 813 opaque-2 inbred line 84,5 74,1

K 814 opaque-2 inbred line 84,8 71,0

Egyiptom Giza 2 89,1 76,0
: Pioneer 514 70,8 61,6
Pioneer 201 SC - 88,9 78,4

Pioneer 202 DC 70,3 60,5

Magyar- Bema 210 TC 84,8 77,9
orszag Mv 394 SC 90,1 79,0
Mv 434 SC 85,0 72,3

Mv 484 SC 83,1 71,8

Pioneer 3732 SC 89,3 75,7

Pioneer 3901 SC 88,7 75,2

Pioneer 3965 A MTC 84,3 78,6

Mv 550 SC Wx 87,6 78,7

SC 6390 HL opaque-2 91,3 77,1

Fehér csemegekukorica 87,3 75,2

Mv SC Idedl csemegekukorica 77,8 73,8

. NSZK Brillant 72,8 67,9
Nicco 84,5 74,0

Forte 89,7 75,4

Dea 89,4 79,3




- 59 _

4.1.4. A kukoricafajtdk fehérjefrakcidinak aminosav-

osszetétele

Szemléltetésil nyolc minta fehérjefrakcidinak amino-
sav-Osszetételét mutatom be (18-25. tabldzat).

Az aminosavak mennyiségi eloszldsdanak értékeléset az
egyes frakcidkban, adott fajtdn belil Un. rangsorszamok
segitségevel végeztem, melyek a 26. tdbldzatban lathatdk.

Ezek alapjédn megdllapithaté, hogy egy adott frakciod
mely aminosavakban'gazdagabb (azaz a nyolc mintat alapul
véve, ‘az adott aminosav mennyiségét tekintve legaldbb
hétszer kerlt az elsG, illetve a masodik helyre a frakci-
6k kbzotti rangsorban) és mely aminosavakban szegényebb
(azaz legalédbb hétszer szerepelt a hafmadik, illetve a

negyedik helyen).



18.

tdblézat

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban termesztett fehér kukorica-

fajta fehérjefrakcidinak amingsav-osszetétele

(g/16 gN)
Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 19,75 12,03 7,30 7,06
Thr % 5,59 4,21 4,63 4,03
Ser 4,53 4,95 4,76 3,64
Glu 13,10 10,24 17,88 12,64
Pro 5,03 4,47 12,93 8,82
Gly 7,22 5,59 2,11 9,09
Ala 3,61 4,62 7,51 5,79
Cys % 3,04 4,28 1,65 2,11
Val x 2,19 2,57 3,49 5,92
Met x 0,69 1,75 0,95 1,49
Ile x 1,20 2,83 2,67 4,15
.Leu ¥ 2,19 4,84 11,43 6,47
Tyr % 3,54 4,02 4,43 4,54
Phe x 2,55 1,45 4,69 5,08
Lys % 6,58 6,18 1,78 4,99
His 3,40 10,39 1,99 5,47
Trp % 1,49 0,82 0,98 1,13
Arg 14,30 14,76 8,82 7,58
¥{sszes %

esszenci-

4115 ami- 29,06 32,95 36,70 39,91

nosav

19. tablazat
A Giza-2 kukoricafaijta fehérjefrakcidinak

aminosav-osszetétele (g/l6 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 14,32 11,28 4,48 10,20
Thr % 6,01 3,33 2,42 2,69
Ser 3,87 3,88 6,16 4,41
Glu 14,18 13,40 20,18 11,40
Pro 9,88 4,29 9,96 6,81
Gly 7,39 6,46 1,36 4,58
Ala 4,04 6,05 8,85 6,01
Cys % 3,44 3,81 0,63 1,41
Val x 2,32 3,13 3,42 4,17
Met % 1,20 1,77 0,95 2,54
Ile x 1,38 2,52 2,55 3,12
Leu ¥ 1,98 4,83 15,97 5,43
Tyr % 3,44 4,29 4,26 4,34
Phe % 1,80 2,18 4,90 4,65
Lys X 7,82 8,91 1,62 7,53
His 3,27 3,95 1,9 5,76
Trp X 1,55 1,36 0,48 1,24
Arg 12,11 14,56 9,67 13,71
x Usszes

esszenci-~

41is ami- 30,94 36,13 37,40 37,12

nosav




Az Mv 394 SC kukoricafajta fehérjefrakcidinak

20. tdblazat

aminosav-dsszetétele (g/16 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 12,05 9,87 6,86 11,12
Thr % 5,52 4,45 4,37 3,73
Ser 4,08 5,28 7,15 4,19
Glu 13,51 14,13 18,00 10,91
Pro 3,36 3,10 9,17 8,59
Gly 8,31 5,86 2,37 6,60
Ala 4,88 4,74 9,39 5,90
Cys % 4,96 6,39 1,04 2,11
Val x 2,00 3,82 4,43 5,71
Met x 1,92 1,36 1,31 1,37
Ile x 1,60 2,18 2,50 3,19
Leu 3,28 4,41 11,23 6,55
Tyr x 2,48 2,81 5,25 6,55
Phe x 1,44 2,28 5,87 6,36
Lys x 5,60 6,87 1,93 3,12
His 12,95 7,99 1,82 4,67
Trp % 1,50 1,02 0,36 0,50
Arg 10,46 13,44 €,95 9,83

X isszes
esszenci- 30,40 35,52 38,29 38,19
alis ami-
nosav

2]. tdblazat

A Pioneer 3732 SC kukoricafajta fehérjefrakcidinak

aminosawisszetétele (g/l6 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 8,10 7,28 6,56 10,43
Thr x 4,21 2,01 3,07 2,13
Ser 4,28 3,05 7,74 4,99
Glu 15,97 9,88 19,18 13,96
Pro 5,53 4,16 8,63 6,90
Gly 9,19 4,68 2,62 5,76
Ala 5,53 3,27 9,06 6,92
Cys x 3,27 8,02 1,64 2,17
Val x 2,73 2,82 3,9 3,94
Met x 1,25 1,26 1,51 1,28
Ile x 1,56 2,60 2,36 - 2,31
Leu 3,35 4,23 13,92 7,12
Tyr x 3,04 3,42 4,52 5,66
Phe x 2,34 2,90 5,12 6,01
Lys x 7,63 10,55 2,25 3,31
His 5,22 6,84 2,08 6,15
Trp x% 1,64 1,71 0,64 1,20
Arg 15,16 21,32 5,16 9,76

x Osszes
esszenci-
alis ami- 31,02 39,52 38,97 35,13

nosav
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22.

tdblizat

Az Mv 550 SC Wx kukoricafajta fehérjefrakcidinak

aminosav-odsszetétele (g/lé6 gN)

Aminosav Albumin Glabulin Zein Glutelin
Asp 11,86 12,40 5,88 10,01
Thr x 4,38 4,83 3,34 3,40
Ser 3,81 4,88 5,14 4,58
Glu 12,29 14,28 19,97 11,71
Pro - 7,49 3,76 8,85 5,82
Gly 8,19 5,19 2,01 5,22
Ala 6,07 4,83 9,45 6,26
Cys x 5,79 5,51 1,59 2,94
Val x 3,11 3,45 3,48 4,66
Met x 1,70 1,75 1,62 1,42
Ile x 1,70 2,37 2,00 3,46
Leu x 3,24 4,39 15,01 8,29
Tyr x . 2,26 2,95 4,45 5,00
Phe x 3,67 2,06 4,75 3,94
Lys x 5,93 6,71 2,11 8,07
His 4,38 3,91 2,05 3,12
Trp 1,13 0,54 0,86 1,28
Arg 13,00 16,20 7,44 10,82

x0sszes
£SS7ENCi- 32,91 34,56 39,21 42,66
dlis ami-
nosav
23. tablazat

Az SC 6390 HL 02 mutdns kukoricafajta fehérje-

frakcidinak aminosav-dsszetétele (g/16 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 9,64 8,75 7,60 9,60
Thr x 5,00 3,66 4,54 3,19
Ser 3,62 5,75 8,09 4,19
Glu 19,94 14,20 14,26 12,79
Pro 12,19 4,81 11,94 4,76
Gly 7,09 6,29 2,01 4,69
Ala 3,11 9,33 9,40 6,45
Cys X% 3,62 4,33 1,18 2,14
Val ¥ 2,70 3,50 3,11 4,36
Met x 1,38 1,85 0,92 1,93
Ile x 1,84 2,73 2,78 3,14
Leu ¥ 1,73 6,10 12,74 9,60
Tyr x 2,35 2,78 4,14 4,36
Phe x 1,22 2,76 5,13 4,67
Lys 8,41 7,06 1,59 5,91
His 3,26 5,38 2,03 3,41
Trp 0,82 0,96 0,83 1,76
Arg 12,08 9,76 7,71 13,05
¥.0sszes
esszenci-
Alis ami- 29,07 35,73 36,96 41,06

nosav




24 . tédblazat

Az Mv SC Idedl, csemegekukorica fehérje-

frakcidinak aminosav-dsszetétele (g/16 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 11,80 8,39 6,55 9,11
Thr X% 5,90 3,41 4,52 2,37
Ser 5,51 4,53 7,10 4,96
Glu 9,9 12,33 16,28 15,85
Pro : 4,83 2,24 13,88 10,67
Gly 8,90 5,47 1,91 4,09
Ala 6,09 7,15 8,69 6,76
Cys % 3,39 1,50 0,95 1,24
Val x 2,71 4,22 2,79 4,91
Met x 0,68 2,11 0,81 1,69
Ile 2,03 4,20 2,07 2,39
Leu x 3,58 11,42 14,52 10,34
Tyr % 5,13 6,87 4,09 5,52
Phe x 4,45 8,29 4,66 4,91
Lys x 4,93 3,79 1,63 3,51
His 4,74 2,44 1,76 2,53
Trp x 1,06 0,53 0,61 1,03
Arg 14,21 11,11 7,18 8,12

¥ {sszes
esszencl- 33,86 46,34 36,65 37,91
alis ami-
nosav

25. tédblazat
A Brillant kukoricafajta fehérjefrakcidinak

aminosav-osszetétele (g/16 gN)

Aminosav Albumin Globulin Zein Glutelin
Asp 17,00 14,57 8,45 11,07
Thr x 3,76 5,39 7,12 6,08
Ser 3,00 5,62 10,87 5,44
Glu 12,11 17,25 16,28 12,27
Pro 7,14 3,42 8,08 7,88
Gly 8,08 6,47 1,48 6,80
Als 5,35 6,28 8,38 6,37
Cys x 3,10 3,52 0,64 0,83
Val x 2,44 4,08 3,09 4,82
Met x 0,75 1,55 2,00 2,25
Ile x 1,97 2,34 2,28 3,22
Leu x 3,57 . 3,89 12,38 8,81
Tyr x 3,19 2,95 4,48 2,98
Phe x 2,54 1,97 5,07 3,21
Lys x 6,57 6,14 1,56 4,69
His 4,23 3,18 2,04 4,84
Trp x 1,50 0,84 0,47 0,77
Arg 13,70 10,54 5,33 7,67

x Usszes

esszenci-

dlis ami- 29,39 32,67 39,09 37,06

nosav




26.

tablazat

A kukoricafajtdk fehérjefrakcidinak aminosav-Osszetételi rangsor tadbldzata

Asp| Thr | Ser|{Glu| Pro| Gly {Ala | Cys| Val Met | Ile |Leu Tyr|{Phe | Lys|{His |Trp | Arg
A ola colac|laclac|ac|aclacla 6 |a 6 |a cja claclac|ac|aclaclac

. 6 1 |6 1 111 1}1 7 2 6 1 3 2 t 114 3{3 315 1}2 5
z o*|z ¢6*|{z ¢*|z o*|z G6*{z ¢tz o*|z G6*)z G+ |z o*|z oGtz c*lz ot|zotlzcr|z otz Gtz Gt
I |t 7 5 111 118 8 11 3 G| 8 1 6|4 3 1{1. 2 2 1
A OJA G|AGJ]AGIJ]AGI|AGIAG A G|lA G A G A G A G A G A G A G A G|AG A G
2 3|t 2f1 5|3 22 1 3| 3|6 2 3|1 2 2 N I 3 5|1 3|2 4]5.2

In. ‘ . ' ‘
z 6|z 6tz otz o*|z o*}z 6*|z ctlz G*|z G+ |z o*|z G*|z G|z G|z Gt|z GH|zZ G*|zZ 6tz GF
3 |4 ]! 213 1 5 4 5 5 1 415 1 715 1}3 5 4 2 1
AOAO:AO A O|AGCGLJA GG A GlAGC A G A G A G A G A G A G A G A GlA G A G

i 4 41z 2 3|5 1 5{3 2 512 3 4 71t 513 4}1 4 2 | S
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I., II., III., IV.: A csikkend aminosav koncentrdcidé; 1 -8.: A 8 mintdbdl az adott frakcicdban

az adott aminosav hdnyszor szerepel az adott rangsorral;. A: albumin, G: globulin, Z: zein,

G

glutelin
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A 26. tablédzat mindsitési rendszere alapjdn az albumin
gazdagabb a kovetkezd aminosavakban: Asp, Thr, Gly, Cys,
Trp, Lys, Arg és szegényebb a Ser, Ala, Val, Ile, Leu,
Tyr, Phe tartalmat i1lletden.

A globulin gazdagabb ciszteinben, lizinben, argininben
€és szegényebb prolinban, leucinban és fenilalaninban.

A zein gazdagahbb a kovetkez® aminosavakban: Ser, Glu,
.Pro, Ala, Leu, Phe és szegényebb az Asp, Gly, Cys, Lys,His,
Trp, Arg tartalmat illetéen.

A glutelin gazdagabb a kdovetkez6 aminosavakban: Val,
Met, Ile, Leu, Tyr; Phe és szegényebb treoninban, gluta-

minsavban, ciszteinben és lizinben.

A nehezen 0ldddé zein és glutelin frakcidkban sok a
hidrofdb jelleg( aminosav (Ala, Val, Ile, Leu, Phe),mig

a konnyebben olddédd frakcidkban kevés.

Az egyes frakcidk esszencidlis aminosavtartalmdt vizs-
galva megdllapithatdé, hogy az albumin Ossz-esszencidlis
aminosavtartalma (29-33%) a legkisebb és Adltaldban a zein
(37-39%), valamint a glutelin (35-42%) frakcidéké a leg-
nagyobb. A glcbulin frakcid Ossz-esszencidlis aminosavtar-
talma (32-46%) a legvdltozékonyabb.

Sharobeem és tdrsai /1987/, az &ltalam is vizsgdlt
Magyarorszdgon tefmesztett kukoricafajtdk fehérjefrakcicd-
inak mennyiségi eloszldsa és a fehérjetartalom kozotti
dsszefiggést vizsgdlva megdllapitottdk, hogy az albumin
és a globulin frakcidk korreldcidja a fehérjetartalommal
pozitiv, a glutelin frakcidé negativ, a zeintartalom pedig
nem figg az osszfehérje mennyiségétol.
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A kukoricafehérje vizsgédlatok sorédn kapott eredmények-
b6l Osszegzésiil a kdvetkezd megdllapitdsok tehetdk:

Az aminosav-oOsszetétel alapjdn kimutathatd, hogy a gabona-
nemesités egyik fontos céikitﬂzésének, a fehérjetartalom
noveleésének megvaldésitdsa, a legtobb esetben nem jart egyiitt
a bioldgiai érték novekedésével. A fehérjetartalmon beliil
ugyanis elsfsorban a nem esszencidlis aminosavak arédnya
ndtt meg. Ez azzal magyardzhatdé, hogy a fehérje tobblet
olyan fehérjék formdjdban jelenik meg, melyek aminosav-
dsszetétele tdpldlkozdstani szempontbdl kedvezOtlenebb.
Ennek figyelembevételével, a nemesitési gyakorlatban olyan
megolddsokat célszer( eldtérbe helyezni, melyek a kildnbo-
z6 fehérjek ardnydt vdltoztatja meg, s alakitja kedvezGen
az esszencidlis aminosavtartalom vdltozdsdat. E gondolat
megvaldsitdsdnak egyik példaja az opague-2 mutdnsok létre-
haozdsa, ahol a Lys mennyisége szempontjdbdl kedvezdtlenebb
tartalék fehérje (zein) szintézisének csikkentésével a
szokdsosndl lényegesen nagyobb Lys tartalom biztosithaté.
A nagy Lys tartalom ellenérg, azonban ezek a fajtédk egy-
dltalédn nem tekinthetdk kiemelkedd bioldégiai értékieknek.
Az opaque-2 mutdnsokban a Lys mennyiségének novekedése
mellett jelentdsen csokkent mds esszencidlis aminosavak
(Leu, Thr, Phe) mennyisége. Ez mutatja, hogy a bioldgiai
érték javuldsa csak az esszencidlis aminosav-osszetétel

harmonikus megvdltoztatdsa révén érhetd el.

4.2. A blza szdrazsdgtlrésének vizsgalatdval kapcsolatos

eredmenyek

A szdrazsagtlirés biokémiai és genetikai vizsgdlatat
biza szovettenyészetekkel végeztem. Szovettenyészetek
esetén a kisérletek évszaktél fliggetleniil, fitotronban,

szabdlyozott korilmények kozott folytathatodk.
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4.2.1. A bdzafajték vizsgdlatdnak eredményei

‘ A szarazsdgra érzékeny Cappelle Desprez, a gyengén
tolerdns Chinese Spring és a rezisztens Saberbeg és
Plainsman blizafajtdk kalluszainak adaptdlddisat vizsgdl-
tam a 9%, 13% és 17% mannit dltal okozott ozmotikus
stresszhez. A kisérleti tdptalajra vald dtoltdst kovetd-
en 2, 10, illetve 21 nap utdn végeztem a kiilonbozd

vizsgalatokat.
4.2.1.1. A bizafajtak kalluszainak szdrazanyagtartalma

A szdrazanyagtartalom a kezelési id6 ndvelésével és
a- szdrazsdgérzékenység fokozdddsdval nott, mind a négy

genotipus esetén.

A 21 napos kezelés utdn (27. tédbldzat) a kontrollhoz
képest, a 9% mannit tartalmd tdptalajon jelentds volt a
fajtdk szdrazanyagtartalmdnak valtozdsa kozotti kililonb-
ség. A Cappelle Desprez esetén négyszeresére, a Chinese
Spring esetén hdromszorosdra, a Saberbeg és Plainsman- ese-

tén kétszeresére ndtt a szdrazanyagtartalom.

E. nagyardnyd novekedés azonban csak kis részben ered
a kallusz hasznos anyagainak felhalmozdddasabsl, nagyobb
reszben a csokkent viztartalom miatt megvdltozott tdpanyag-
felvételi korilmények eredményeképpen, a szervetlen sdék
fokozott felvételébdl szarmazik.



tébldzat

A kiilonbozo mannit koncentracidk hatdsa a buzakalluszok

szdrazanyagtartalmdra, 21 napos tenyésztés utdn

Mannit F. ajtak
% Cappelle Chinese Saberbeg Plainsman
Desprez % Spring % % %
0 6,9X 6,3x 9,4x 9,1X
9 25,6X 19,4* 19,3° 20,3x
13 22,7X 26,1X - 22,7x
17 25,3 28,6 34,1 29,6

x = a kontrolltdl vald eltérés szignifikdns (P = 0,05)
4.2.1.2. A bizafajtdk kalluszainak ndvekedési rdtaja

A kalluszok novekedése (28. tdbldzat) mar két nappal
a mannitos tdptalajra vald atoltds utdn csokkent, bdr ez
a csokkenés csak a Cappelle- Desprez fajtdndl volt szigni-
fikdns a 13% mannit hatdsdra. Tiz nap mdltdn, a hdrom vizs-
gélt fajta esetében (Cappelle Desprez, Chinese Spring és
Saberbeg ) szignifikdns volt a novekedés csdkkenése. A 21
napos kezelés elteltével mind a négy fajta (kivéve a
Plainsmant 9%-ndl) ndvekedése szignifikdnsan csdkkent a

mannit hatdséara.

A mannit koncentrdcidjdnak ndvelése, a vizelvond hatds
er6sodése révén a kalluszok novekedése szempontjdbol egyre

kedvezOtlenebb korilményeket teremtett.
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28.

tdblazat

A kiilonbozd mannit koncentraciok hatdsa a buzakalluszok

novekedesére 2, 10 és 21 napos tenyésztés utdn

Fajtdk Mannit Kezelési idd (nap)
K 2 10 21
Cappelle 0 133,8 122,8 52,7
Desprez 9 97,9, 12,37 14,17
13 33,8 13,5 21,8
17 - - -
Chinese 0 103,22 45,3 36,1
Spring 9 - = ix 14,8xx
13 72,2 25,4 14,277
17 - - 11,1
Saberbeg 0 129,7 81,6 ,8 «
9 - - 33,47
13 52,3 34,65 20,177
17 - - 18,5
Plainsman 0 - - 35,5
9. - - 26,9
13 - - 20,8
17 - - 15,3

a = Minden feltintetett adat 103—szorosa a szamitott
értéknek.

A kontrolltdél valé eltérés szignifikéans. (P=0,05).

A kalluszok befertdzodése miatt nincs mérési adat.

A relativ novekedési rdtdk alapjdn a Cappelle Desprez
¢s a Chinese Spring mondhatd a legérzékenyebbnek, de
ezek az adatok ©nmagukban nem elegendbek az egyes fajtik

megkiilonboztetésére.
4.2.1.3. A bldzafajtdk kalluszainak szabad aminosavtartalma

Az ozmotikus adaptdcidéban a citoplazmdban felhalmozédd

kismolekuldju szerves vegyliletek is szerepet jdtszanak.



Megvizsgdltam, hogy a mannitos kezelés befolydsolja-e
a kiilonb6z0 buzafajtdkbol indukdlt kalluszok szabad

aminosavtartalmat.

A szabad aminosavak meghatdrozdsdra haszndlt Na-citrétos
puffer esetén, az aszparagin és a glutamin nem valaszthato
el a tobbi aminosavtdl, amint ez a 3. 4dbréan ldthatd. A Na-
citrdt puffer helyett Li-citrdt puffert (pH = 3,2) alkal-
mazva, 40 OC-on a kérdéses meghatdrozds elvégezhetd (4.

dbra).

A négy bluzafajta Osszes szabad aminosav mennyiségének
vdltozdsdt a 29. tdbldzatban foglaltam ossze. A Cappelle
Desprez fajta Osszes szabad aminosavtartalma mind az idé,
mind a novekvd mannit koncentracié figgvényében nott. A
Chinese Spring esetén az aminosavak mennyisége csak a
mannit koncentrdcidé fliggvényében ndtt. A Saberbeg fajta-
ndl nagyon enyhe novekedést mutatott, mig a Plainsman fajta
dsszes szabad aminosavtartalma alig vdltozott a kezelés
hatdsdra.

Az Osszes szabad aminosavtartalomban bekdvetkezett
vdltozdsok alapjdn a fajtdk megkilonboztethetdk a kontroll-
hoz viszonyitott ndovekedési ardnyok alapjan. A két érzé-
kenyebb fajta 6552 szabad aminosavtartalma a 21 napos keze-
lési id6 utdn, 13% mannitot tartalmazdé taptalajon kozel
hdromszorosdra, a Saberbeg fajtdndl mdsfélszeresére nott,

a Plainsman fajtdnal gyakorlatilag nem vdaltozott.
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29.

tdblazat

A buzafajtdk kalluszainak Osszes szabad aminosav-

tartalma (mg/g) az idd és a mannit koncentracio

fliggvényében
Fajtak Mannit Kezelési idd (nap)
% 2 10 21
Cappelle 0 2,84 2,76 2,28
Desprez 9 2,97 7,96 5,67
13 3,91 7,72 6,03
17 - - 5,97
Chinese 0 3,68 2,73 2,53
Spring 9 ~ - 5,06
13 6,35 5,63 7,22
17 - - 6,80
Saberbeg 0 4,23 3,79 2,79
9 ~ - 4,19
13 4,47 5,57 4,53
17 - - 5,63
Plainsman 0 - - 5,03
9 - - 4,37
13 - - 5,48
17 - - 5,47

A kontroll kalluszok szabad aminosav-dsszetételeéet

dsszehasonlitva a kiovetkezd megdllapitdsok tehetdk.

(5. 4bra A, B és 6. &bra).

A Cappelle Desprez kalluszaiban a savas aminosavak kon-
centrdcidja nagyobb, mig a neutrdlis és bdazikus aminosavak
mennyisége kisebb a tobbi fajtdhoz viszonyitva.

A Cappelle Desprez kalluszok szabad aminosav-dsszeté-
tele a3 tobbi fajtdéhoz képest eltérd mdédon vdltozott meg
a mannit hatdsdra. A Cappelle Desprez fajtdndl az Asn, Glu,
Gln, Pro, Ala, Lys és Arg koncentrdcidja négymértékben
nott, mig a Chinese Spring esetén az emelkedés mértéke
kisebb volt. A két rezisztens fajtdndl a felsorolt amino-



savak tobbségének (Pro és Arg kivételével) koncentrdcidja

csokkent.

A legnagyobb kiilonbségeket a kontrollhoz képest a Pro
mennyiségében tapasztaltam. A Cappelle Desprez kalluszai-
ban a prolin koncentrdcidé l6-szorosdra, a Chinese Spring
kalluszaiban B-szorosdra, a Saberbeg kalluszaiban 5-szoro-

sére, a Plainsman kalluszaiban mdsfélszeresére ndétt.

Az arginin mennyisége a prolinhoz hasonld médon valto-
zott a kezelés hatasdra. Mindkét aminosav koncentrdcidja
a mannit kezelés id6tartamdnak novelésével is ardanyosan
emelkedett.

A Pro mennyiségének nagyaranyd nbVekedése azonban nem
tekinthetd az ozmotikus stressz specifikus Jelzdjének,
mivel dltaldnos tapasztalat szerint a Pro felhalmozdéddsa
sokféle stressz (s6, fagy stb.) hatdsdra bekdvetkezik
/Kaldy és Freyman, 1984/.

Az ozmotikus stressz hatdsdra elsdsorban az un. gluta-
minsav csalddhoz (Gln, Arg, Pro), illetve az aszparagin-
sav csalddhoz (Asn, Lys) tartozdé aminosavak mennyiségében
kovetkezett be vdltozés.

Az egyes fajtdk megkilonboztethetdk egyrészt a szabad
aminosav-0sszetétel alapjan, madsrészt a bekdvetkezd

valtozasok mértéke szerint.

Az arginin (putreszcin, sperhin, spermidin) és a lizin
(kadaverin) néhdany poliamin prekurzora, ezért megvizsgdl-
tam a kalluszok poliamintartalmdnak vdltozdsdt a szdraz-
sagstressz figgvényében.
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5. dbra: A mannit hatdsa a Chinese Spring (A) és a
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6. dbra: A mannit hatdsa a Plainsman fajta kalluszanak
szabad aminosavtartalmdra 21 napos tenyésztés
utdn
xxx: 0,1%-0s szinten szignifikdns az eltérés

4.2.1.4. A bldzafajtdk kalluszainak szabad poliamintartalma

A poliaminokat (putreszcin /PUT/, spermin /SPM/, sper-
midin /SPD/, kadaverin /KAD/) danzil szdrmazékuk alapjén,
tilnyomdsos rétegkromatogrdafidval (OPLC) hatdroztam meg.
E médszer elénye a klasszikus reétegkromatogréfidval szem-
ben, hogy szabdlyozott korilményei miatt, a reprodukdlha-
tébb eredményeket lényegesen rovidebb, kb. dtodannyi idé

alatt szolgdltatja.

A kromatogrdfids meghatdrozds optimdlis kdiridlményeinek
bedllitdsdt standard poliaminok elemzésével végeztem.
A kisérlet menete megfelel a 3.3.7.4. pontban leirtaknak.
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Az Rf értékek alakuldsat a 30. tdbldzat tartalmazza.

Egy minta jellegzetes denzitogramja a 7. dbrdn ldthatd.

30+ tablazat

Az OPLC-s kifejlesztés sordn kapott Rfértékek
Futtatd elegy Kloroform-trietilamin (10:1,5)
Poliaminok PUiT KAD SPM SPD
Rf érték 0,49 0,67 0,90 0,95
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7. dbra: A danzil-poliaminok OPLC-s kifejlesz-
tésének denzitogramja



A kalluszok spermin- és spermidintartalma olyan kicsi
volt, hogy mennyiségi értékelésiik nem volt megbizhatd,
ezért csak a putreszcinre és kadaverinre vonatkozd adato-
kat tdrgyalom. '

A kalluszok egy nagysdgrenddel tobb putreszcint tartal-
maztak, mind kadaverint (8. dbra). A mannit hatdsdra csak
a Cappelle Desprez putreszcintartalma no6tt szignifikdnsan.
A Chinese Spring és a Saberbeg kalluszaiban kismertékd
novekedés volt tapasztalhatd. A kadaverintartalom is a
szdrazsagra érzékeny fajtdndl ndvekedett.

A poliamintartalom novekedés két hatds eredménye lehet.
Egyrészt szdrmazhat a poliaminok de novo szintézisébdl,
mdsrészt a novekedés oka a kotott-szabad poliamin arany
megvdltozdsa lehet. Ennek tisztdzdsdhoz a tovabbiakban

sziikséges a kotott poliaminok mennyiségének meghatdrozdsa.

4.2.1.5. A bizafajtdk kalluszainak extrahdlhatd fehérje-

tartalma

Hosszan tartd szdrazsdg okozta vizvesztés zavart okoz-
hat a fehérjék bioszintézisében, ezért megvizsgdltam, hogy
az ozmotikus stressz milyen védltozdst idézett eld a kallu-
szok extrahdlhatd fehérjetartalmdban.

A mannit hatdsdra az extrahalhatd fehérjetartalom
(9. dbra) kismértékben ndvekedett a rezisztens Plainsman
€s Saberbeg fajta kalluszaiban.
A mdsik két fajtdndl (Chinese Spring, Cappelle Desprez),
a 9% mannitot tartalmazdé taptalajon fejlddott kalluszok
extrahdlhato fehérjetartalma kozel kétszeresére ndtt a
kontrollhoz képest. A nagyobb mannit koncentrdciék esetén
a vdltozds fajtdnként kiilonbozott.
Ebb6l az adatsorbél azonban nem lehet egyértelmien a szin-
tetizdlt fehérjetartalomra kodvetkeztetni, mivel az
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8. dbra: A mannit hatdsa a kiilonbozd buzafajtdk putreszcin

és kadaverin tartalmdra 21 napos tenyésztés utdn
C.D.: Cappelle Desprez, C.S.: Chinese Spring,

S.: Saberbeg, P.: Plainsman, xxx: 0,1%-os szinten
szignifikdns az eltérés, x: 5%-o0s szinten szigni-
fikdns az eltérés
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extrahdlhatésdg a feltételek megvdltozdsdtdl (pl. a
sejtmembrdnok dllapotdtdél) is figg. A mért fehérjetar-
talom vdltozdsok korrekt értékelésére csak egy.teljes
nitrogén-mérleg (dsszes nitrogén, szabad aminosav, poli-
peptid, nukleinsav) fedllitdsa utdn kerilhet sor.
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9. dbra: A mannit hatdsa a kiilonbozd buzafajtak kallu-
szainak extrahdlhaté fehérjetartalmdra, 21 napos
"kezelés utdn

C.D. = Cappelle Desprez K = kontroll
C.S. = Chinese Spring M = mannit
55 = Saberbeg

P = Plainsman

4.2.1.6. A proteolitikus enzimaktivitds vizsgdlatok

eredménye

A fehérjék mobilizdldsdért felelds endo- és exopeptida-

zok aktivitdsdnak vizsgdlatdval magyardzatot taldlhatunk
a fehérjetartalomban bekdvetkezett vdltozasokra.
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Az egyes blzafajtdk kontroll kalluszainak aminopep-
tiddz aktivitdsai lényegesen kiilonbdztek egymastdl
(10. dbra A). Az aminopeptiddz aktivitds a Plainsman faj-
tdndl volt a legnagyobb, ezt kiovette a Cappelle Desbrez,
a Saberbeg és a Chinese Spring fajtdndl mért érték.
Kis mannit (9%) koncentrdciéndl a specifikus aminopepti-
ddz aktivitds valtozatlan maradt, illetve a Plainsman faj-
ta esetén csokkent. A 13% mannit hatdsdra a Cappelle Desprez
aminopeptiddz aktivitdsa szignifikédnsan n6tt. Ez a tenden-
cia 10 napos kezelés utdn kifejezettebb volt (ekkor még
a 17% mannitos kezelés hatdsdra is nott az aktivitds),
mint 21 nap elteltével. A Chinese Spring enzimaktivitdsa
enyhén nott.

A Saberbeg és a Plainsman fajtdk kalluszainak karboxi-
peptiddz aktivitdsa nem vdltozott meg a mannit hatédsara
(10. édbra B). A Cappelle Desprez karboxipeptiddz aktivitd-
sa jelentdsen megnott 9% és 13% mannit jelenlétében. A leg-
magasabb (17%) mannit koncentrdcid hatédsdra a Chinese Spring
€s a Cappelle Desprez fajtdk karboxipeptiddz aktivitdsa
nagymertékben csokkent.

A kalluszokban az endopeptidaz aktivitds nagyon ala-

csony volt. Az endopeptiddz aktivitdas nem védltozott lénye-
gesen a mannitos kezelés hatdsdra egyetlen vizsgdlt blza-
fajtdndl sem.

Osszegzésiil a 4 buzafajta kalluszainak vizsgdlata alap-

jan a kovetkezd megdllapitdsok tehetok:

‘A mannit 4dltal eldidézett ozmotikus stressz hatdsara
a legjellegzetesebb vadltozdsok a szdrazsdgra érzékeny
Cappelle Desprez kalluszaiban kovetkeztek be.
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10. dbra: A mannit hatdsa a bluzafajtdk kalluszainak
aminopeptiddz (A) és karboxipeptiddz (B)
aktivitdsdra 21 napos tenyésztés utan
A: Cappelle Desprez, X: Chinese Spring,

O: Saberbeg, O: Plainsman, a fiiggoleges vo-
nalak a kozepértékek szordsat jelolik.



A legnagyobb szdraztomeg novekedés, a novekedés csokke-
nése, a szabad aminosavtartalom novekedés ennél a fa]-
tdndl tapasztalhato.

A szdrazsagtlGr6 bdzafajtdk (Saberbeg, Plainsman) sza-
bad aminosavtartalma csak kismértekben novekedett az
ozmotikus stressz sorén} Ugyanezeknél a fajtakndl az extra-
hdlhatd fehérjetartalom enyhén emelkedett, s ezzel pédrhuza-
mosan az amino- és karboxipeptidéz aktivitédsok alig val-
toztak, illetve csokkentek az ozmotikum koncentrdicidjé-

nak fiiggvényében.

Az érzékeny Cappelle Desprez kalluszaiban mért extra-
hdlhaté fehérjetartalom (13% M) a fehérje mobiliz&ldéddsa-
nak kovetkezménye lehet, amit az egyidejlileg tapasztalt
megnovekedett aminopeptiddz és karboxipeptiddz aktivitas
alatamaszthat.

A fehérjeszintézis intenzitdsa és a szabad aminosav-
szint kozotti kapcsolatot az is befolydsolja, hogy a sejt
egyidejlileg kiilonbozd készletekben (poolokban, kompart-
mentekben) tarthatja ugyanazon vegyuleteket. fgy az amino-
savak nem teljes mennyisége egyformdn hozzaférhetd a fe-
hérjeszintézis szdmdra. Emiatt a szabad aminosavak nagymér-
tékd felszaporoddsa sok esetben nem jar egyitt a fehérje-
szintézis intenzitdsdnak megnovekedésével, illetve az in-
tenziv fehérjeszintézis mellett gyakran nem észlelhetd

a szabad aminosavak mennyiségének jelentds csokkenése.

A poliaminok (putreszcin, kadaverin) felhalmozdddsa a
vizsgdlt buzafajtdk kalluszaiban a mannitos kezelés hata-
sdra genotipustdél fiigg. Annak megvdlaszolasa, hogy a nove-
kedés eredete poliamin bioszintézis vagy a kotott és
szabad poliaminok &talakuldsa, tovédbbi vizsgdlatokat igé-

nyel.



Az egyes blzafajtdk szdrazsdgtlirésének vizsgdlatdra
alkalmasnak bizonyult az in vitro rendszer. A vizsgdlt
genotipusok hdrom kategdéridba sorolhatdk: érzékeny
(Cappelle Desprez), keveésbé érzékeny vagy kizepesen re-
zisztens (Chinese Spring) és rezisztens (Saberbeg és
Plainsman). A fenti min6sitést j61 tikrozte a vizsgdlt
fajtak kalluszainak viselkedése. Az egyes bilzafajtdk ko-
zotti kiilonbsegek megdllapitasdra a 13% mannitot tartal-
mazo taptalaj bizonyult a legmegfeleldbbnek, bdr néhany
esetben a 9% mannit érzékenyebb volt a két érzékeny fajta
kozotti kilonbségtételre.

Az ©sszefiiggések genetikai eredetének tisztdzdsadra a
Chinese Spring - Cappelle Desprez szubsztitucids soroza-
tot vizsgdltam a bldzafajtdkndl alkalmazott szempontok
szerint.

4.2.2. A szubsztitucids sorozat vizsgdlatdval kapott
eredmények

A szdrazsagtirés citogenetikai vizsgdlatédnak legfon-
tosabb mddszere a szubsztitucids analizis. Ha megfeleld
kiilonbség van a recipiens és a donor fajta tulajdonsdgai
kozott, akkor a vdltozdsok alapjdn a kromoszoma csere ha-
tdsa megbizhatdan kimutathato.

A vizsgdlt Chinese Spring - Cappelle Desprez. kromo-
széma szubsztitucids sorozatdbdl a 2A és 2B vonalak hid-
nyoztak.

4.2.2.1. A szubsztitucids sorozat szdrazanyagtartalma

és novekedeési rdatdja

A szdrazanyagtartalom meghatdrozas eredményeit a
31. tabldzat tartalmazza.
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A szubsztitucids sorozat vonalaindl a buzafajtdk ese-
tén mért eredményekhez hasonldan, szignifikdnsan nott a
szérazanyagtartalom a kezelés hatdsdra. Az egyes vonalak
kozott a kilonbség azonban nem volt szignifikéans.

A novekedési rdtdkat a 32. tdbldzatban foglaltam dssze.

31. tédbldzat
A Cappelle Desprez, Chinese Spring buzafajta, valamint

a szubsztitucids sorozat kalluszainak szdrazanyagtartalma

21 napos tenyésztés utdn, mannit mentes (K) és 13% mannitot

(M) tartalmazd tdptalajokon

Minta Kezelés

K (%) 13%M (%)

Cappelle

Desprez 6,9 22,7

Chinese

Spring 6,3 26,1
1A 7,0 22,4
3A 6,1 21,5
4A 7,5 23,0
SA 7,6 30,8
6A 7,3 22,1
7A 5,9 24,7
18 7,4 21,8
3B 8,9 22,5
4B 8,9 25,1
SB 8,4 23,1
6B 6,4 26,4
78 7,4 23,2
10 7,7 21,5
20 7,7 23,9
3D 8,8 22,6
4D 7,4 26,6
5D 9,5 36,0
60 7,2 26,8
70 10,2 22,6

A, B, D = genom; 1-7 = kromoszdma
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32. tébldzat
A Cappelle Desprez, a Chinese Spring, valamint a

szubsztitucids sorozat kalluszainak novekedési ratdi,

21 napos tenyésztés utdn, mannit mentes (K) és 13%

mannitot (M) tartalmazd tdptalajokon

Minta . Kezelés
- ' K (%) 13% M)
Cappelle : a
Desprez i 52,7 21,8
Chinese 34,1 14,2
Spring .
1A 38,7 12,9
3A 38,2 13,4
4A 47,0, 16,6,
SA 56,8 22,5
6A 43,2, . 20,3,
7A 57,2 19,1
1B 42,7 11,0
38 37,8 12,7
48 44,4 1,48
5B 42,0 16,2
68 41,2 19,1
78 42,9 13,3
1D ' 23,6 11,0
20 35,5 17,4
30 _ 49,3, - 18,9
4D , 55,2 22,3
50 51,7 14,4
60 31,7 19,6
70 44 .4 16,7
A, B, D = genom; 1-7 = kromoszdma
a = valamennyl adat lDz—szorosa a szamitott értéknek
+ = a kiinduldsi fajtdkhoz képest szignifikdns

(P = 0,05) eltérés:

A szubsztitucids sorozat novekedési rdtdi szignifikdan-
san csokkentek a kezelés hatdsdra. Az egyes vonalakban,
az 5A, 7A, 4D kivételével, a valtozds nem volt szignifi-
kdns. Az emliteft vonalakndl mért adatok a Cappelle Desprez
szUldfajtahoz hasonlitottak.
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4.,2.2.2. A szubsztitucids sorozat szabad aminosavtartalma

A szubsztitucids sorozat Osszes szabad aminosavtartal-
ma nott a mannitos kezelés hatésdra. A kontroll kallu-
szok dtlagos Ossz szabad aminosavtartalma 4,9 /ug/mg,’a
13% mannittal kezelt kalluszoké 8,2 /ug/mgy Az 1A
(9 /ug/mg), SA (11,7 /Jg/mg), 38 (9,5 /Jg/mg), 4B (11,9 /ug/mg)
58 (10 /ug/mg) vonalakndl a kezelés hatdsdra az 6ssz szabad
aminosavak mennyisége lényegesen nagyobb volt az &tlagos-
nal.

Az egyes aminosavakat tekintve a legnagyobb mértékben
a prolin tartalom névekedett a mannitos kezelés hatédsara.
Valamennyi vonalndl szignifikédns volt az eltérés a kont-
rollhoz képest (11. dbra). A prolin abszoluit mennyisége
a két sziléfajtat is béleértve, az 1A, 5A, 3B, 4B, 5B, 2D
és 50 voﬁalak esetn volt a légnagyobb.

A szubsztitucids vonalak kontroll mintdinak jellemzdje,
az aszparagint (12. &dbra) és a glutamint illetGen, hogy
a Cappelle Desprez kontrollhoz hasonlitanak, azaz a
Chinese Spring kontrollhoz képest mennyiségiik nagyobb.
.Mar onmagédban a kromoszdéma csere, e két vegyilet esetén
az érzékenyebb fajta tulajdonsdgdnak érvényre jutdsédt ered-
ményezte.

A mannitos kezelés hatdsdra az 1A, 5A, 2D, 50 vonalak
aszparagintartalma meghaladta a Cappelle Desprez fajtdndl
mért értéket.

A tobbi, a szildfajtdk vizsgdlatdndl kiemelt aminosavak
(Arg, Lys, Gln) mennyiségének vdltozdsai, a szubsztitucids
sorozatban, a ket sziild értékvdltozdsai kozé estek.
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Fokomponens analizissel megvizsgdltam az dsszes szabad
aminosav egyittes vdltozédsat.

A szubsztitucids sorozat Osszes szabad aminosavait,
mint vektorokat tekintve, a korreldcids mdtrix sajat
értéke alapjan megdllapithatd, hogy az elsd négy fokom-
ponens a rendszer teljes variancidjdnak 66%-at irja le.

A 13. dbrén l14thaté, hogy az adott vdltozd milyen hosz-
szal, mely irdnyba mutat azaz, hogy mélyik aminosav, melyik
fokomponens kiszamitdsdban, milyen sidllyal szerepel. Az
I. fokomponensben (13. &4bra a) a Pro, Arg, His, Ile vesz
részt legnagyobb sidllyal. A II. fdokomponensben (13. &bra a)
a Ser, Asp, Ala, Val, Orn, Gln, Asn, Leu, a III. fékompo-
nensben (13. &bra b) a Glu, a IV. fokomponensben (13. &b-
ra c) a Lys, Tyr, Phe, Met szerepel nagyobb sillyal.

A 13% mannitos kezelés hatdsa leginkdbb az I. fdkompo-
nensben mutatkozik (14. 4dbra). Ez azt jelenti, hogy'a man-
nit hatdsdra elsHsorban azoknak az aminosavaknak a mennyi-
sége vdltozik meg, melyek az I. fokomponenshen jdtszanak
nagyobb szerepet.

Variancia analizissel ellenf6rizve megdllapithatd, hogy
a mannitos kezelés, a genom és a kromoszodma hatdsa is szig-

nifikdns az I. fokomponens tekintetében.

A kezelés hatdsdra (15. &bra a) az I. foékomponensben
nagyobb sidllyal szerepld aminosavak mennyisége novekszik
(Pro, Arg).

Genomok szerint vizsgdlva (15. &4dbra b) a két szild faj-
ta nem kiilonbozik egymdstél. A kromoszdma csere az A és B
genomok esetén a donor szild fajta (Cappelle Desprez)
szintjét is meghaladja.
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13. dbra: Az eredeti vdltozdék (aminosavak) vetilete a

fokomponensek sikjdban (vl-v4)
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14. adbra: Az eredeti mintdk dbrdzoldsa az elsd két
fokomponens sikjdban

0 = kontroll 1 = 13% kezelt minta

A : Cappelle Desprez, O: Chinese Spring

A kromoszdma hatds vizsgdlat (15. dbra c) alapjdn 1l&at-
hatd, hogy az 5-0s kromoszdma kiugrdan magas értéket ad.
Az 1,2,3, és 4-es kromoszomdk cseréjével is nodvekedés

kovetkezik be.

A kezelés hatdsa a II. fGkomponensben (l6. dbra a) is
Jelentkezik, de ebben 3z esetben,az itt nagyobb sidllyal
szerepld aminosavak mennyiségében foként csikkenés kovet-
kezik be.

A genom hatdsa (16. dbra b) felemeli a II. fokomponenst
a donor fajta szintjére, azaz az egyes vonalak a Cappelle
Desprez sziilé fajtdhoz hasonlitanak (Asn, Glu). Az A és B

genom hatdsa er6sebb, mint a D genomé.
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15. 4bra (a,b,c): Variancia analizis az I. fdkompo-
nensben a kezelés, a genom és a
kromoszdma hatds vizsgdlatdra
(95% konfidencia intervallum)
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16. 4bra (a,b): Variancia analizis a II. f6-
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genom hatds vizsgdlatara
(95% konfidencia intervallum)
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4.2.2.3. A szubsztitucids sorozat poliamintartalma

A szubsztitucids sorozat szabad putreszcintartalma nove-
kedett a mannitos kezelés hatdsdra, a kontroll mintédkhoz
képest (17. édbra). Az egyes vonalakndl mért értékek dlta-
ldban a Chinese Spring sziiléhdz hasonlitanak. Kivétel a
3A és 5A vonal, ahol a nivekedés mértéke a Cappelle Desprez
szUild fajtandl mért értékhez kozelit.

A kadaverintartalom kismértékd novekedésében nem volt je-
lenetds eltérés az egyes vonalakban a kezelés hatdsdra.
Kivételként az 5A és 50 vonal emelhetd ki, ahol a ndveke-~

dés a Cappelle Desprez szildhioz hasonlit.

Variancia analizissel megvizsgdltam, hogy a kezelés, a
genom és a kromoszdma hatdsa szignifikdns-e a poliaminok
mennyiségére vonatkozdan.

A kezelés hatdsa mindkét poliamin esetén szignifikdns,
(18. 8bra a , 19. 4dbra a ), mind a két esetben a mannitos
kezelés ndvekedest okoz.

A genomok kozil a D genom tagjai térnek el legkevésbé a
Chinese Spring sziil6t6l a putreszcintartalmat illetden
(18. dbra b ), mig a kadaverin esetén az A genom tagjai a
Cappelle Desprez fajta szintjéhez kozelitenek (19. ébra b.).

A kromoszdéma hatdst vizsgdlva, csidkkenés figyelhetd meg
a két szildfajtdhoz képest a putreszcintartalomban (18.
abra ¢).
A kadaverint illetden az egyes vonalak nem kiilénbéznek a
Chinese Spring szild fajtédtol (19. dbra c.). Kivéve az 5-0s
kromoszémat, melynek a szintje eléri a Cappelle Desprez

fajta szintjét.
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17. 4bra: A szabad poliamintartalcm vdltozasa 21 napos
kezelés utan
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18. 4bra (a,b,c): Variancia analizis a kezelés, a genom es a
kromoszéma hatds vizsgdlatdra, a putreszcin-
tartalmat illetden (95% konfidencia intervallum)
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19. dbra (a,b,c): Variancia analizis a kezelés, a genom és a
kromoszoma hatds vizsgdlatdra, a kadaverin-
tartalmat illetden (95% konfidencia intervallum)
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4.2.2.4. A szubsztitucids sorozat extrahdlhaté fehérje-
tartalma

A szubsztitucids sorozat extrahalhatd fehérjetartalma
(20. &bra) a vonalak tobbségénél novekedett. Csokkenés a
7A, 7B, 3D vonalak esetén tapasztalhatd. Ennek magyardza-
ta a megnovekedett proteclitikus enzimaktivitdsokban ke-

resendd.
4.2.2.5. A proteolitikus enzimaktivitds mérések eredményei

Az aminopeptiddz aktivitds (21. d4bra) értékei a ket

szild fajtdndl mért értékek kozott vdltoztak. Négy vonal
emelhetdé ki a 7A, 58, 7B, 3D, melyeknél az ozmotikus sokk
hatdsara megnovekedett enzimaktivitdsok a Cappelle Oesprez

fajtdndl mért értékhez hasonldak.

A karboxipeptiddz aktivitds értékek az aminopeptidaz

aktivitdsokhoz hasonldan védltoztak. Ebben az esetben a 13%
mannittal kezelt 7A vonalndl mért aktivitds novekedés mér-
téke hasonlitott a Cappelle Desprez szilonél mért adathoz.

A szubsztitucids sorozat vizsgdlataval kapcsolatos ered-
ményeket osszefoglalva megallapithatd, hogy a vizsgdlt pa-
raméterekben bekovetkezett vdltozdsok a sziilé fajtdk esetén
tapasztélt tendencidkat mutattak.

Néhdny esetben kimutathatdé, hogy a kromoszdéma csere ha-
tdsdra a donor Cappelle Desprez tulajdonsdgai jutottak

érvényre.

A szabad aminosav-dsszetétel alapjdn az A és B genomok
tagjai, az 1A, 5A, 3B, 4B, 5B vonalak, valamint a 20 és
50 emelhett ki.
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A szabad poliamintartalom (putreszcin, kadaverin)
alapjadn az 5A vonal, az extrahdlhaté fehérjetartalom, vala-
mint a proteolitikus enzimaktivitds mérések eredményei
szerint a 7A vonal adatai hasonlitanak leginkdbb a Cappelle
Desprez szildhoz.

A vizsgdlatok Osszességét tekintve a szdrazsdgérzekeny-
ség kialakuldsdban hdrom kromoszdma (5A, 7A, 5D) szerepe
valészinGsithetd. E kromoszdmék szdarazsdgtlrésben betoltott
szerepének pontos tisztdzdsdhoz a szubsztitucids sorozat

tovdbbi elemzése sziikséges.
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5. GSSZEFUGLALAS

A gabonafélék.nagy jelentdsege a tédpldlkozsdban és
takarmdnyozdsban, tovdbbra is napirenden tartja bioké-
midjukkal kapcsolatos kutatdsokat, melyek célja a tépladl-
kozdstani szempontbdl egyre értékesebb, jé terméshozamd
€s ellendlloképességi fajtdk létrehozdsdnak elbsegitése.

A tédpldlkozdstani min6ség elsGsorban a fehérjetartalom
alapjédn jellemezhet6. A fehérjék tulajdonsdgait, bioldgiai
értékét az alkoté aminosavak mindsége, mennyisége €s hozza-

férhetb6sége hatdrozza meg.

A gabonafélék koziil a blza széleskOrld biokémiai vizsgd-
latdnak eredményeképpen alapos ismeretekkel rendelkezink

a bidzafehérjékre vonatkozdan.

A kukoricafehérjék vizsgdlatdra azonban kevesebb fi-
gyelmet forditottak. Sziikséges e teriileten a kutatdasok meg-
gyorsitdsa, hogy a blizdéhoz hasonld kukorica min6sitd
rendszer mieldbb kidolgozdsra kerilhessen, a technoldgiai

feldolgozds, illetve a nemesités segitésére.

A jé beltartalmi minGségl gabonafajtdk el6dllitdsa
mellett fontos gyakorlati szempont a megfeleld termb- és
ellendlldképesség biztositdsa is. A fajtdk termésbizton-
sdgdt kialakitd tulajdonsdgok egyik meghatdrozdja a stressz-
rezisztencia. Magyarorszdg éghajlatat, evi atlagos csapadeék
mennyiségét figyelembevéve, nagy szerep Jjut a szdarazsagtdro
gabonafajtdk nemesitésének és termesztésének. E munkdnak
fontos eldfeltétele a szdrazsdgstressz hatdsdra 1létrejovod
biokémiai folyamatok tisztdzdsa, melyhez jél1 felhaszndl-
haté az aminosavak €és szdrmazékaik vizsgdlatdval kapott

eredmeények.

Ertekezésemben osszefoglalt kutatdsok céljait az emli-
tett két témakorhoz kapcsoléds, megolddsra vard feladatok
hatdroztdk meg.
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A kisérleti munka elvégzéséhez tobb esetben sziikség volt
az analitikai mddszerek tovdbbfejlesztésére, illetve U]

eljdardsok kidolgozdasdra.

Legfontosabb metodikai eredményeim a kovetkezdOk:

- A cisztein meghatdrozdsdra szolgdld oxidécids hidroli-
zisek Osszehasonlitdsdnak eredményeképpen megdllapitottam,
hogy a klasszikus perhangyasavas oxiddcid helyettesithetd
a dimetil-szulfoxidos eljdrdssal. A dimetil-szulfoxidot
2,5%-ban a hidrolizdld 6 mol/dm3 sdsavhoz adva, egy lépés-
ben elvégezhetd a mintaeldkészités (az oxiddcid és a hidro-
lizis). A hidrolizist 110 °C-on elegendd 22 dran &t végezni.

- Uj tdlnyomdsos-rétegkromatografids (OPLC) mdédszert dol-
goztam ki az aminosavak ioncserés réteglapon torténd meg-
hatdrozdsdra. Az IONPRES-6 finomszemcsés ioncserés réteg-
lapon a legjobb elvédlasztds 40 0C—on, 35 cm-es kifejlesz-
tés esetén, Na-citrdt pufferrel (pH = 3,15) kaphatd. Az
analizis idé 59 min.

- A poliaminok meghatdrozdsdra OPLC-s mdédszert dolgoztam
ki finomszemcsés (HPTLC) szilikagél réteglapon, kloroform-
-trietilamin (10:1,5) futtatd elegy segitségével. A poli-
aminok danzilszarmazékainak meghatdrozdsa 15 min alatt el-
végezheto.

A kukoricafehérjékre vonatkozo ismeretek bdvitéséhez
négy orszdgban termesztett, 25 kukoricafajtdt vizsgdltam.
Az aminosav-oOsszetétel alapjdn megdllapithatd jJellegzetes-
ségeket kerestem, a fehérjetartalom és a tdpldalkozastani
minf8ség vonatkozdsdban.-
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A kukoricafajtdk vizsgdlatdval kapott legfontosabb ered-

mények a kdvetkezok:

- Megallapitottam, hogy a vizsgdlt kukoricafajtdk fehér-
jetartalom alapjédn hdrom - dtlagos (9-10%), nagy (10-12%),
igen nagy (12-14%) - csoportra oszthatdk.

- A kukoricafehérjék aminosav-osszetételében limitdlé
szerepe van a kis lizin- és triptofdntartalomnak. Kivételt
képeznek az opaque-2 mutdnsok, ahol a Lys helyett az Ile

mennyisége a limitdlad.

- Az aminosav-dsszetétel alapjdn két jellegzetesnek mond-
hatd Osszefliggés mutathatd ki, az egyik a lizintartalom és
a leucin/izoleucin ardny kozotti negativ korreldcid.

A mdsik a glutaminsav/prolin ardny nagysdga és a kukorica-
szem alaki (sima, 16fogli) megjelenése kozotti Osszefiiggés.
Ennek alapjédn a sima szem kukoricdkndl ez az ardny nagy

(4-7), a 16foguak esetén pedig kicsi (1-3).

- Megdllapitottam, hogy az esszencidlis és nem esszenci-
dlis aminosavak ardnya a legtobb esetben nem vadltozott ked-
vezden a fehérjetartalom ndvékedésével. A fehérjetbbblet
ugyanis a téplélkoiéstani szempontbdl kedvez6tlenebb amino-

sav-dsszetételld fehérjek formdjaban jelent meg.

" - Az opague-2 mutdnsok példdja alapjdn az a kdvetkeztetés
vonhatd le, hogy nem elegendd egyetlen fontos aminosav:
(Lys) mennyiségének a novelése, mert a bioldgiai érték ja-
vulds csak valamennyi esszencidlis aminosav kedvezd ardny-
valtozdsa atjan érheto el.
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A szdrazsdgtlrés biokémiai folyamatainak tisztdzdsdra
in_vitro szdvettenyeészetekben vizsgdltam a blza adapta-
16d6 képességét mannit dltal indukdlt ozmotikus stressz-
hez. Arra kerestem a vdlaszt, hogy a szdarazsdgtlrés te-
kintetében eltérd blzafajtdk szdvettenyészetei kozott
van-e kiilonbség az ozmotikus streészt illetden? Alkalmas-e
a lejatszdédsé folyamatok nyomonktvetésére a fehérje-, ami-
nosav-, poliamintartalom, illetve a proteolitikus enzim-
aktivitdsok meghatdrozdsa? Valamint azt vizsgdltam, hogy
a szubsztitucids sorozat elemzése révén kivdlaszthatdék-e

a szdrazsagtlirésért felelds kromoszomék?

A legfontosabb eredmények a kovetkezOkben foglalhatdk Ossze:

- Megdllapitottam, hogy a szdrazsagtirés vizsgdlatara
alkalmasnak bizonyult az in vitro rendszer. Az eredmények
alapjadn a bldzafajtdk a szdrazsagtlirés szempontjdbdl harom
kategéridba sorolhatdk: érzékeny (Cappelle_Desprez), kbze-
pesen rezisztensi(Chinese Spring) és rezisztens (Saberbeg,

Plainsman).

- A tdptalaj novekvd mannit koncentrdcidjdnak hatdsdra
csokkent a kalluszok novekedése, nd6tt a szdrazanyagtarta-
lom és néhdny szabad aminosav (Pro, Arg, Lys, Asn, Gln)
mennyisége, valamint a poliamintartalom (putreszcin, kada-
verin). A legnagyobb vdltozdsokat a szdrazsdgra érzékeny
Cappelle Desprez és a kozepesen rezisztens Chinese Spring
kalluszaindl tapasztaltam. ’

A szdrazsdgtiGrd fajtdk extrahalhatd fehérjetartalma kis-
meértékben novekedett. A Cappelle Desprez fajtandl a véal-
tozatlan fehérjetartalommal pdrhuzamosan ndvekedett az

exopeptiddzok aktivitédsa.
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- A szdrazsdgtlirés genetikai eredetének tisztdzdsadhoz
a Chinese Spring - Cappelle Desprez szubsztitucids sorozat
kalluszait vizsgdlva altalanosan megallapithatd, hogy a
vizsgalt paraméterekben bekovetkezett vdltozdsok a sziild
fajtdkndl tapasztalt tendencidkat mutattdk. Néhdny eset-
ben kimutathato, hogy a kromoszéma csere hatdsdra a donor
Cappelle Desprez tulajdonéégai jutottak érvényre. Ezek
alapjdn a szdarazsdgérzékenység kialakuldsdban az 5A, 7A
és 5D kromoszémdk szerepe valdszinGsithetd. A fenti kro-
moszémdk szdrazsdgtlrésben betoltott szerepének pontos
tisztdzdsdhoz a szubsztitucidés sorozat tovdbbi elemzése

szlikséges.



- 108 -

6. IRODALOM

Akeson,W.R., Stahmann,M.A. /1964/: A pepsin pancreatin
index protein quality evaluation
J. Nutr., 83, 257-261.

Altman,A., Arzee,T., Cohen,Y., Friedman,R., Levin,N.,

Or,N., Schwartz,M. /1986/: Polyamines in plants: "hormonal"
role in differentiation and stress,
In: Proc. of Int. Conf. on Polyamines in Life Stress,
Japan, 115-116. )

Bagni,N. /1966/: Aliphatic amines and.a growth factor of
coconut milk stimulate cellular proliferation of
Helianthus tuberosus (Jerusalem Artichoke) in vitro
Experientia (Basel), 22, 732-736. ’

Barber,S., Benedito de Barber,C. /1985/: Chemical and
biological data of rice proteins for nutrition
and feeding, '
In: Amino acid composition and biological value of
cereal proteins, Lésztity,R. and Hidvégi,M. (eds.)
D.Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiaddé, Budapest, 481-494. '

Barddécz,S., Karsai,T. /1981/: Determination of polyamines
by ion-exchange thin-layer chromatography and
video-densitometry
J. Chromatogr., 223, 198-201.

Bardééz,S., Karsai,T., E16di,P. /1985/: A new technique
for the determination of polyamines: Overpressured
Ion—exéhange thin-layer chromatography.
Chromatographia, 20 (1), 23-24.

Baudet,J., Mossé,J., Landry,J., Moureaux,T. /1966/:
Etude sur les proteines du mais I.: compesition en
acides aminés des fractions azotées du grain
Ann. Physive. Veg., 8, 321-329.



- 109 -

Bender,A.E. /1973/: Chemical scores and availability
of amino acids, In: Proteins in human nutrition,
Porter, J.W.G. and Rolls,B.A. (eds.)
Academic Press, New York, 167-178.

Benson,J.R., Hare,P.E. /1975/: o-Phthalaldehyde Fluoro-
genic\Detection of primary Amines in the picomole
Range. Comparison with Fluorescamine and Ninhydrin
Proc. Nat. Acad. Sci. (USA), 72, 619-622.

Békeés,F., Hidveégi,M., Zsigmond,A., Lasztity,R. /1984/:
Studies on the evaluation of the in_vitro biological
value of food proteins
Acta ‘Alimentaria, 13(2), 135-158.

Block,R.J., Mitchell,H.H. /1946/: The correlation of the
amino acid composition of proteins with their
nutritive value

Nutr. Abs. and Rev., 16(2), 249-278.

Bodwell,C.E., Satterlee,C.D., Hackler,L.R. /1980/:
Protein digestibility of thé same protein prepara-
tions by human and rat assays and by in vitro
enzymic digestion methods -

Amer. J.Clin. Nutr., 33, 677-686.

'Boggess,S.F., Stewart,C.R., Aspinall,D., Paleg,L.G. /1976/:
Effect of water stress on proline synthesis from’
radioactive precursors _

J. Plant Physiol., 58, 398-401.

Bontemps,J., Laschert,J., Dandrifosse,G. /1984/:
Analysis of dansyl derivatives of di- and poly-
amines in mouse brain, human serum and duodenal.
biopsy specimens by high-performance liquid chro-
matography on a standard reserved-phase column
J.Chromatogr., 311, 59-67.



- 110 -

Bressani,R., Mertz,E.T. /1958/: Studies on corn proteins.

Chen,S.

IV.: Protein and Amino Acid Content of Different
corn Varieties
Cereal Chem., 35, 227-235.

T., Chion,S.H., Chu,Y.H., Wang,K.T. /1987/:
Rapid hydrolysis of proteins and peptides by
means of microwave technology and its application

to amino acid analysis
Int.J. Peptide Protein Res., 30, 572-576.

Chowdhury,S.R., Choudhuri,M.A. /1985/: Hydrogen Peroxide

Cong,N.

metabolism as an index of water stress tolerance in
Jute

Physiol. Plant., 65, 476-480.

T., Tyihdk,E., Vajda,M., Mincsovics,E. /1982/:
Separation of 2,4-Dinitrophenyl-amino acids by
Overpressured Thin-Layer Chromatography
J.High Resol. Chromatogr., 5, 511-512.

Dai,Y.R., Kaur-Sawhney,R., Galston,A.W. /1982/:

Bako,D.

Promotion by gibberellic acid of polyamine bio-
synthesis in internodes of light-grown dwarf peas
J. Plant Physiol., 69, 103-105. ~

Y. /1985/: Cereal utilization in West Africa, In:
Amino acid composition and biological value of
cereal proteins, Ldésztity,R. and Hidvégi,M. (eds.)
D. Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadé, Budapest, 27-43.

Dévényi,T., Bati,J., Fébién,F. /1971a/: Detection and

Determination of Tryptophan by Ion exchange
Chromatography ’
Acta Biochim. -Biophys. Acad. Sci. Hung., 6, 133-138.



- 111 -

Dévényi,T., Hazai,I., Ferenczi,S., B&ti,J. /1971b/:

' Thin-Layer ion exchange chromatography on
resincoated Chrométoplates V.: One-dimensional
separation of amino acids
Acta Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung., 6,
385-388.

Drawert,F., Reuther,K.H. /1963/: Phenol als Inhibitor
der Huminbildung bei der Proteinhydrolyse
Angew.Chemie., 75, 169. '

Eggum, B.0. /1968/: Aminosyrekoncentration og proteinkvali-
tet, Stougaards Forlag, Kébenhavn.

Eggum,B.0., Villegas,E.M., Vasal,S5.K. /1979/: Progress
in protein quality of maize
J.Sci. Food Agric., 30, 1148-1153.

Einarsson,S., Josefsson,B., Lagerkvist,S. /1983/:
Determination of amino acids with 9-fluorenyl-
methyl chloroformate and reserved phase high-perfor-
mahce liquid chromatography
J. Chromatogr., 282, 609-618.

El-Kady,A., Ldsztity,R. /1981/: Kukoricafehérjék vizsgd-
lata. II1.: A-kukoricafehérjék makrofrakcidi
Gabonaipar, 28, 134-136.

El-Kady,A., Hidvégi,M., Lasztity,R., Simonné Sarkadi L.
/1983/: Kukoricafehérjék vizsgdlata V.: A kukoricafehérjék
emészthetdsége és bioldgiai értéke
Gabonaipar, 30(3), 107-113.

Elkin,R.G., Wasynczuk,A.M. /1987/: Amino acid analysis of
' feedstuff hydrolysates by precolumn derivatization
with phenylisothiocyanate and reversed-phase high-
performance liquid chromatography |
Cereal Chem., 64, 226-229.



- 112 -

FAO /1970/: Amino Acid content of foods and biological
on proteins. '
FAO, Rome

FAO/WHO/UNU /1984/: Protein and energy requirements
FAO, Rome

Fatér,Zs., Mincsovics,E. /1984/: Separation of Phenyl-

~thio-hydantéin amino acids by OPLC
~J. Chromatogr., 298, 534-538.
K /

Fienberg,A.A., Choi,J.H., Lubich,W.P., Sung,Z.R. /1984/
Oevelopmental regulation of polyamine metabolism
in growth and differentiation of carrot culture
Planta, 162, 532-539. ‘

Fisher,R.A. /1921/: Some remarks on the methods formula
’ in a recent article on the quantitative analysis
of plant growth
Ann. Appl. Biol., 7, 367-372."

Flores,H.E., Galston,A.W. /1982/: Polyamines and Plant
stress: Activation of putrescine biosynthesié by
osmotic shock ’ N
Science, 217, 1259-1261.

Flores,H.E., Galston,A.W. /1984a/: Osmotic stress induc
polyamine accumulation in cereal leaves 1I.:
Physiological paramefers of the response
J. Plant Physiol., 75 , 102-109.

Flores,H.E., Galston,A.W. /1984b/: Osmotic stress induc
polyamine éccumulation in cereal leaves II.:

Relation to amino acid pools
J. Plant Physiol., 75, 110-113.

data

.
.

ted

ed

ed



- 113 -

Friedman,M., Finley,J.W. /1971/: Methods of tryptophan
and analysis
J. Agr. Food Chem., 19, 626-631.

Fujihara,S., Nakashima,T., Kurogochi,Y. /1983/:
Determination of polyamines in human blood by
electron—capture gas-liquid chromatography.
J. Chromatogr., 227, 53-60.

'Galiba,G.,‘Simon-Sarkadi, L., Békés,F., Erdei,L. /1986/:
Genotype specific changes in amino acid and
‘polyamine of wheat tissue culture induced by
osmotic stress, In: Somaclonal variations and crop
improvement, Semal,Jd. (ed.), M."Nijhoff Publ. Co.,
Dordrecht, Boston, Lancaster, Gembloux, 170-176.

Galiba,G., Simon-Sarkadi,L., Salgdé,A., Kocsy,G. /1989/:"
Genbtype dependent adaptation of Qheat'varieties to
water stress in vitro . ~
J. Plant Physiol., 134, 730-735.

Galston,A.W. /1983/: Polyamines as modulators of plant
developments, BioScience, 33(6), 382-388.

Geervani,P. /1985/: The influence of home processing on
the quality of cereal and millet proteins,
In: Amino acid composition and biological value
of cereal proteins, Lasztity,R. and Hidvégi,M.
(eds.), D.Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston,
Lancaster, Akadémiai Kiaddé, Budapest, 495-519.

Gehrke,C.W., Zumwalt,K.W., Kuo,K. /1971/: Quantitative
Amino Acid Analysis by Gas-Liquid Chromatography.

J. Agr. Food Chem., 19, 605-618.

v

Gehrke,C.W., Kuo,K.C., Kaiser,F.E., Zumwalt,R.W. /1987/:
Analysis of Amino Acids by Gas Chromatography as
the N-Trifluoroacetyl n-Butyl Esters
J. Assoc. 0ff. Anal. Chem., 70(1), 160-170.



- 114 -

Gerstenkorn,P., Zwingelberg,H. /1976/: Industrielle
Verarbeitungs-eigenschaften deutscher Maisauf-
wiichse. }

Mihle und Mischfuttertechn., 113, 574-577.

Guiochon,Gf, Siouffi,A., Engelhard,H., Halasz,I. /1978/:
Study of the Performances of Thin-Layer Chroma-
tography 1I.: A Phenomenological Approach
J. Chromatogr. Sci., 16, 152-157.

Hackler,L.R. /1977/: In vitro indices: Relationships
to estimating protein value for the human, In:
Evaluation of proteins for humans, Bodwell,C.E.
(ed.) AVI. Publ. Co. Inc. Westport; Conn., 55-67.

Hackler,L.R. /1985/: Cereal proteins in human nutrition,
In: Amino acid composition and biological valde of
cereal proteins, Ldsztity,R. and Hidvégi,M. (eds.)
D.Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadd, Budapest, 81-104.

Hamilton,P.B. /1963/: Ion Exchange Chromatography of Amino
" Acids. A single Column, high Resolving, Fully
automatic Procedure )
Anal. Chem., 35, 2055-2060.

Hanson,A.D., Nelsen,C.E., Everson,E.A. /1977/: Evaluation
of free proline accumulation as an index of drought
resistance using two contrasting barley cultivars
Crop Science, 17, 720-726.

Heby,0. /1981/: Role of polyamines in the control of cell
proliferation and differentiation.
Differentiation, 19, 1-20.



- 115 -

Hegedds ,M., Kralovdnszky,U.P., Mdtrai,T. /1981/:
A takarmanyfehérjek mindsitése
"Mez6gazdasdgi Kiadd, Budapest.

Hekschné Hajdu,E. /1978/:}Kukoricafehérjék‘vizsgélata
Diplomamunka, Budapesti Miszaki Egyetem, Biokémiai

és Elelmiszertechnolégiai Tanszék, Budapest.

Henion,J.D., Nosanchuk,J.S., Bilder,B.M. /1981/:
Capillary gas chromatographic-mass spectrometric
determination of histamine in tuna fish causing
scombroid poisoning '

J. Chromatogr., 213, 475-480.

Hidvégi,M., Békés,F. /1985/: Mathematical modeling of
protein nutritional quality from amino acid
composition, In: Amino acid composition and biolo-
'gical value of cereal proteins, Lasztity,R. and
Hidvégi,M. (eds.), D. Reidel, Publ. Co., Dordrecht,

~ Boston, Lancaster, Akadémiai Kiadd, Budapest,
205-286.

Hirs,C.H.W. /1967/: Determination of Cystiﬁe as Cysteié
Acid, In: Methods in Enzymology XI , Hirs, C.H.W.
(ed.), 59-62.

Holz,F. /1972/: Automatische Bestimmung'von Tryptophan
in Proteinen und proteinhaltigen Pflanzenprodukten’
mit Dimethylaminozimtaldehyd |
Landw. Forsch., 27, 96-109.

Hsu,H.W., Vavak,D.L., Satterlee,L.D., Miller,G.A. /1977Y:
' ‘A multienzyme technique for estimating protein
digestibility
J. Food Sci., 42(5), 1269-1273.



- 116 -

Hsu,H.W., Sutton,N.E., Banjo,M.0., Satterlee,L.D.,
Kendrick,J.G. /1978/: The C-PER and T-PER assays for
 protein quality
Food Technol., 32(12), 69-73.

Hubbard,J.D., Finney,K.F. /1976/: Quick evaporation
of protein hydrolysates for amino acid assay
J. Food Sci., 41,:1229-1230.

Hugli,T7.E., Moore,S. /1972/: Determination of the tryp-
tophan content of proteins by ioh—exChange chro-
matography of alkaline hydrolysates
J. Biol. Chem., 247 (9), 2828-2834.

Ihekoronye,A.I. /1985/: Quantitative GasFliquid Chroma-
tpgraphy-of Amino Acids in Enzymic Hydrolysates
of Food proteins
J. Sci. Food Agric., 36, 1004-1012.

Jones,B.N., Gilligan,J.P. /1983/: o-Phthaldialdehyde
precolumn derivatization and reserved‘— phase high-
performance liquid chromatography of polypepfide
hydrolysates and physiological fluids
J. Chromatogr., 266, 471-482.

Jong,C.de, Hughes,G.J., Wieringen,E.van, Wilson,K.J.

/1982/: Amino acid analyses by high-performance liquid
chromatography. An evaluation of the usefulness of
pre—coldmn ONS derivatization
J. Chromatogr., 241, 345-359.

Juhdsz,B., Szelényi-Galantai,M., Jécsai,J., Somssich,I.

/1985/: Comparative study of yield and biological value
of different corn varieties, In: Amino acid composi-
tion and biological value of cereal proteins,
Ldsztity,R., and Hidvégi,M.(eds.), D. Reidel Publ.
Co., Dordrecht, Boston, Lancaster, Akadémiai Kiadog,
Budapest, 521-527.



- 117 -

Kaldy,M.S., Kerelink,G.R. /1984/: A dual column System
using lithium buffers for the analysis of free
amino acids commonly found in plant extracts
Can. Inst. Food Sci. Technol. J., 17 (3), 168-171.

Kaldy,M.S., Freyman,S. /1984/: Free amino acids in
unhardened and cold-hardened winter wheat crowns
J. Plant Nutrition, 7(7), 1103-1111.

Kannangara,R., Seetharama,N., Durley,R.C., Simpson,G.M.

/1983/: Drought resistance of Sorghum bicolor 6.: Changes
in endogenous growth regulators of plants grown an
irrigation gradient. ‘

Can.J. Plant Sci., 63, 147-155.

Kaur-Sawhney,R., Flores,H.E., Galston,A.W. /1980/:
Polyamine induced DONA Synthesis and mitosis in
-0at leaf protoplasts
J. Plant Physiol., 65, 368-371.

Karamanos,A.J., Drossopoulos,J.B., Niavis,C.A. /1983/:
Free proline accumulation during development of
two wheat cultivars with water stress
J. Agric. sci., Camb., 100, 429-439.

Kaur-Sawhney,R., Shih,L., Cegielska,T., Galston,A.W.
/1982/: Inhibition of pfotease activity by polyamines.
Relevance for control of leaf senescence

FEBS Lett., 145(2), 345-349.

Kérpdti,G., Saeed,B.M. /1985/: The role of cereal and
plant proteins in the world food supply, In: Amino
acid compositioh and biological value of cereal
proteins, Ldsztity,R. and Hidvégi,M. (eds.),

D. Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadd, Budapest, 45-55.



- 118 -

Kerese,I. /1975/: Fehérjevizsgdlati mddszerek

Mlszaki Konyvkiadd, Budapest.

Klebe,J.F., Finkbeiner,H., White,D.M. /1966/:
Silylations with bis-trimethylsilyl-acetamide, a
highly reactive silyl donor
J. Am. Chem. Soc., 88, 3390-3395.

Knox,R., Kohler,G.0., Palter,R., Walker,H.G. /1970/:.
Determination of tryptophan in feeds
Anal. Biochem., 36(1), 136-143.

Koromilas,A.E., Panagiotidis,C.A., Kyriakidis,D.A. /1985/:
Regulation and function of ornithine and arginine
decarboxylase in germinating barley seeds, In:
Recent progress in polyamine research, Selmeci, L.
and Brosman,M.E., and Seiler,N. (eds.), Akadémiai
Kiadd, Budapest , 501 =508 .

Kisters,E., Allgaier,H., Jung,G., Bayer,E. /1984/:
Resolution of Sulphur-Containing Amino Acids by
Chiral Phase Gés Chromatography
Chromatographia, 18(6), 287-290.

Landry,J., Moureaux,T. /1970/: Hétérogenéité des glutelines:
" du grain de mais: Extraction sélective et composition
en acides aminés des trois fractions isolées
Bull. Soc. Chim. Biol., 52, 1021-1037.

Lasztity,B. /1975/: A kukoricaszem NPK-tartalmdnak vdlto-
zasa és .3 matrdgydk érvényesiilése meszes homokban
Agrokémia és Talajtan, 24, 279-290.

Lasztity,R. /1981/: Gabonafehérjék
‘Mezb6gazdasdgi Kiadd, Budapest.

Lasztity,R. /1984/: The Chemistry of Cereal Proteins
CRC Press, Boca Raton, Florida, 131-155.



- 119 -

Ldsztity,R., Torley,D. (szerk.) /1987/: Alkalmazott
élelmiszeranalitika II.

Mezégazdaségi_Kiadé, Budapest.

Lee,K.S., Drescher,D.G. /1979/: Derivatization of cysteine
and cystine for fluorescence amino acid analysis
with the o-phthaldialdehyde, 2-mercaptoethanol
rpagent , :

J.Biol. Chem., 254(14), 6248-6251.

Lepri,L., Desideri,P.G., Heimler,D. /1979/: Reserved-phase
and soap thin-layer chromatography of aliphatic
mono- and polyamines
J. Chromatogt., 173, 119-126.

Lin,J.K., Lai,C.C. /1982/: Chromophoric determination of
putrescine, spermidine and spermine with dabsyl
chloride by high-performance liquid chromatography
and thin-layer chromatography

-J. Chromatogr., 227, 369-377.

Lipton,S.H., Bodwell,C.E. /1973/: Oxidation of Amino
N\ Acids by Dimethyl Sulfoxide
J. Agric. Food Chem., 21, 235-237.

Lipton,S.H., Bodwell,C.E. /1976/: Specific Oxidation of
‘ Methionine to Methionine Sulfoxide by Dimethyl
Sulfoxide "
J. Agric. Food Chem., 24(1), 26-31.

Liu,T.Y., Chang,Y.H. /1971/: Hydrolysis of Proteins with
p-Toluenesulfonic Acid Determination of Tryptophan
J. Biol. Chem., 246, 2842-2848.

Lowry,0.H., Rosenbrough,N.J., Farr,A.L., Randall,R.J.
/1951/: Protein measurement with Folin phenol reagent
J. Biol. Chem., 193, 265-275.



- 120 -

McKenzie;S.L., Tenaschuk,D. /1974/: Gas-liquid chroma-
tography of N-heptafluorobutyryl isocbutyl esters
of amino acids .
J. Chromatogr., 97, 19-24.
‘Mager,J. /1959/: The stabilizing effect of spermine and
related polyamines on bacterial protoplasts
Biochem. Biophys. Acta, 36, 529-531. .

Maravalhas,N. /1970/: A new technique of protein hydrolysis
and analysis of the amino acids on an autoanalyzer
J. Chromatogr., 50, 413-418.

Marshall,H.F., Jr. Wallace,G.W., Satterlee,L.D. /1979/:
Prediction of protein digestibility by an in vitro
procedure using human, porcine and rat pancreatin
preparations

Nutr. Rep. Int., 19, 901-913.

Matsubara,H., Sasaki,R.M. /1969/: High recovery of tryp-
‘ tophan from acid hydrolysates of proteins
Biochem. Biophys. Res. Commun., 35, 175-181.

Mauron,J. /1970/: Nutritional evaluation  -of proteins by
enzymatic methods, In: Improving plant protein by
nuclear techniques
IAEA, Vienna, 303-318.

Mertz,E.T., Batés,L.S., Nelson,0.E. /1964/: Mutant gene
that changes protein composition and increases
lysine content of maize endosperm
Science, 145, 279-280.

Miller,E.L. /1967/: Determination of the tryptophan
content of feedingstuffs with particular reference
to cereals ,

—~ J. Sci. Food. Agric., 18, 3B1-386.



- 121 -

Moore,S., Spackman,D.H., Stein,W.H. /1958/:
Chromatography of Amino Acids on Sulfonated

Polystyrene Resins
Anal. Chem., 30, 1185-1189.

Moore,S., Stein,N.H. /1963/: Chfomatographic determination
. of amino acids by the use of automatic recording
equipment, In: Methods in Enzymology, VI,
Colowick,S.P., Kaplan,N.0O. (eds.),
Academic Press, New York, 819-831.

Morilla,C.A., Boyer,J.S., Hageman,R.H. /1973/: Nitrate
reductase activity and polyribosomal content of
corn (Zea mays L.) having low leaf water potentials
J. Plant Physiol., 51, 817-824. '

Munns,R., Weir,R. /1981/: Contribution of sugars to
osmotic adjusment in elongating and expanded zones
of wheat leaves during moderate water deficits at
two light levels .

Aust. J. Plant Physiol., 8, 93-105.

Murashige,T., Skoog,F. /1962/: A revised medium for rapid
growth and bioassays with tobacco tissue cultures
J. Plant Physiol., 15, 473-497.

Nagy,D., Weidlein,W., Hixon,R.M. /1941/: Factors
effecting the solubility of corn proteins
Cereal Chem., 18, 514-523.

Nakamura,H. /1977/: Thin-layer chromatography of histidine,
' histamine and histidyl peptides at picomole level

using a unique fluorogenic reaction with fluoresc-
amine

J. Chromatogr., 131, 215-222.



- 122 -

Nierle,W. /1985/: Views on the amino acid compdsition
of grain and the influence of processing, In: Amino
acid composition and biological value of cereal
proteins, Lasztity,R. and Hidvégi,M. (eds.),
D. Reidel Publ.Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadg, Budapest , 371-381Z.

Orsi,F., Holldsy,J. /1985/: Tépszerek triptofantartalmanak
vdltozdsa hOkezelés hatdséra.

Elelmiszervizsgdlati Kozlemények, 31(4), 193-202.
Pandey,D.K. /1982/: Free proline accumulation in response
to water stress im wheat seedlings
Current Science, 51(3), 141-143.

Pataki,G. /1966/: Dinnschichtchromatographie in der
Aminosdure .und Peptid-Chemie
Walter der Cruyter und Co. Bérlin.

Paulis,J.W. /1982/: Recent developments in Corn Protein
Research
J. Agric. Food Chem., 30, 14-20.

Pedersen,B., Eggum,B.0. /1981/: Prediction of protein
digestibility by in vitro procedures based on two
multienzyme systems : /
J. Anim. Physiol. and Anim. Nutr., 45, 190-200.

Pedersen,B., Eggum,B.0. /1983/: Prediction of protein
digestibility by an in vitro enzymatic pH—stat'
procedure
J. Anim. Physiol. and Anim. Nutr., 49, 265-277.



- 123 -

Pegg,A.E., Sertich,G.J., Kameii,T., Erwin,B.G.,
Shirahata,A. /1986/: Regulation of polyamine metabolism
by polyamines, In: Proc. of Int.

Conf. on Polyamines in Life Stress, Japan, 73-74.

Penke,B., Ferenczi,R., Kovdcs,K. /1974/: A new acid
hydrolysis method for determining tryptophan in
peptides and proteins
Anal. Biochem., 60, 45-50.

Pellett, P.L. /1985/; Amino acid scoring systems and their
role in the estimation of the protein quality of
cereals, In: Amino acid composition and biological
value of cereal proteins, Lasztity,R. and Hidvégi,
‘M. (eds.),

D. Reidel, Publ.Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadd, Budapest, 183-203.

Phillips,R.D. /1983/: A scheme for the rapid preparation
of protein hydrolizates for amino acid analysis
J. Food Science, 48, 284-285.

Pikaard,C.S., Cherry,J.H. /1984/: Maintenance of normal
or supranormal protein accumulation in developing
ovules of Glycine max L. Merr. during PEG induced
water stress '

J. Plant Physiol., 75, 176-180.

Pisano,J.J., Bronzert,T.J. /1969/: Analysis of Amino
Acids phenylthiohydantoins by gas chromatography
J. Biol. Chem., 244, 5597-6007.

Plétser,J; /1973/: Climatic model for Phytotron studies
Acta Agron. Hung., 22, 67-80.

'Priez,f.A., Morrié,L. /1960/: Modified Procedure for the
Automatic Analysis of Amino Acids
Anal. Biochem., 1, 187-192.



- 124 -

Rao,D.R., Patel,G., Nishimuta,J.F. /1980/: Comparison of
protein quality of corn, triticale and wheat
Nutr. Rep. Int., 21, 92}—929.

Remo,R., Bertani,A. /1989/: Effect of Decreasing Oxygen
Concentration on Polyamine Metabolism in Rice and
Wheat Shoots ‘
J. Plant Physiol., 135, 375-377.

Rending,V., Jimenez,J. /1978/: Nitrogen nutrition as a
regulator of biosynthesis of storage proteins in
maize (Zea mays L.) grain, In: Nitrogen in the En-
vironment R '
Acad. Press , 253-278.

Rich,N., Satterlee,L.D., Smith,J;L. /1980/: A comparison
' of in vivo apparent protein digestibility in man
and rat to in vitro protein digestibility as
determined using human and rat pancreatins and
commercially available proteases
Nutr. Rep. Int., 21, 285-300.

Ripphahn,J., Halpaap,H. /1977/: Performances, data, and
results with various chromatographic system and
various detection patterns in high performance
‘thin-layer chromatography
Chromatographia, 10, 613-623.

;

Roach,D., Gehrke,C.w. /1970/: The hydrolysis of proteins

J. Chromatogr., 52, 393—404. ‘

Robutti,J.L., Hoseney,R.C., Deyoe,C.W. /1974/:
Modified opaque-2 corn endosperms I..Protein
distribution and amino acid composition
Cereal Chem., 51, 163-172.



- 125 -

Rosier,J., Peteghem,C.van /1988/: A screening method for
the simultaneous determination of putrescine,
cadaverine, histamine, spermidine and spermine
in fish by means of high pressure liquid
chromatography of their 5- d1methylamlnonaphthalene—
-1-sulphonyl derivatives
Z. Lebensm. Unters. Forsch., 186, 25-28.

Rutz,H.‘/l977/: Untersuchungen iiber Schatzwerte ziichter-

| ischer parameter von technologischen Merkmalen des
Maiskornes (Zea mays,L.)
Diss., Univ. Hohenheim, 72.

Salgdé,A., Ganzler,K., Jécsai,Jd. /1985/: Simple enzymic
methods for prediction of plant protein digestibi-
lity, In:vAmino Acid composition and biological
value of cereal proteins, Lasztity, R. and Hidvegi,
M.(eds.), D. Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston,
Lancaster, Akadémial Kiadd, Budapest, 311-323.

Salgg,A., Feller,U. /1987/: Rapid micrto methods for the
determination of exo- and endopeptidaée activities
in plant extracts
Microchemical J., 35, 12-21.

Satterlee,L.D., Kendrick,J.G., Jewell,D.K., Brown,W.D.

/1981/: Estimating apparent protein digestibility from
in _vitro assays, In: Protein quality in humans:
assessment and in vitro estimation, Bodwell,C.E.,
Adkins,J.S., Hopkins,D.T. (eds.) |
AVI. Publ. Co Inc., Westport, C.T., 316-339.

Saunders,R.M., Connor,M.A., Booth,A.N., Bickoff,E.M.,
Koehler,G.0. /1973/: Measurement of digestibility of
alfalfa protein concentrates by in vivo and

in vitro methods
J. Nutr., lo3, 530-535.



- 126 -

Sears,R.G., Deckard,E.L. /1982/: Tissue culture
variability in wheat: Callus induction and plant
regeneration
Crop.Sci., 22, 546-550.

Seiler,N. /1977/: Chromatography of biogenic amines
generally applicable separation and detection
methods '

J. Chromatogr., 143, 221-246.

Sharobeem,S.F., Lésztity,R., Hidvégi,M., Salgd,A.,
Simon-Sarkadi,L. /1985/: Amino acid content and in vitro
prbtein.quality of different corn varieties,
In: Amino acid composition and bioclogical value of
cereal proteins, Lésztity,R. and Hidvégi,M. (eds.),
D.Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,

Akadémiai Kiadd, Budapest, 421-437.

Sharobeem,S.F., Hidvégi,M., Lésztity,R. /1987/:
Kukoricafehérjek vizsgdlata II.:. A fehérjék makro-
frakcidi
Elelmiszervizsgdlati Kdzlemények, 33(3), 156-169.

Shaw,G.G., Al-Deen,J.H.S., Elworthy,P.M. /1980/:
The construction and performance of a low cost
automated HPLC system for polyamine assay
J. Chromatogr. Sci., 18, 166-170.

Simon-Sarkadi,L., Fatér,S., Kiss,I., Sharobeem,S.F. /1984/:
Investigation of amino acids in maize protein by
Dverpfessured Layer Chromatography, In: Proc. of
Int. Symposion on TLC with special Emphasis on
Overpressured Layer'Chrométography (OPLC), Szeged,
Hungary, Tyihdk, E. (ed.), Publ. Labor MIM, Hungary,
316-323.



- 127 -

Simonné-Sarkadi,L., Szerzd,Zs. /1985/: Cisztein meg-
hatdrozdsi mdédszerek tanulmdnyozdsa
Elelmiszervizsgdlati Kozlemények, 31(4), 203-207.

‘Simonhé—Sarkadi,L. /1986/: A tilnyomdsos rétegkromatog-
rédfia alkalmazésénak'lehetéségei a tédpldlekfehér-
Jjék aminosav-oOsszetételének tanulmdnyozdsdban
MlGszaki Doktori Ertekezés, BME.

Simon. -Sarkadi,L., Galiba,G. /1988/: Determination of
putrescine and cadaverine in wheat callus by
Overpressured Layer Chromatography (OPLC)

J. Planar Chromatogr., 1(4), -362-364.

Simpson,R.J., Neuberger,M.R., Liu,T.Y. /1976/: Complete
amino acid'analysis of proteins from a single
hydrolysate
J. Biol. Chem., 251, 1936-1940.

SloCum,R.D., Flores,H.E., Galston,A.W., Weinstein,L.H.

/1989/: ImproVed Method for HPLC Analysis of Polyamines,
Agmatine and Aromatic Monoamines in Plant Tissue
J. Plant. Physiol., 89, 512-517.

Smith,T.A., Sihclair,C. /1967/: The effect of acid feeding.
on amine formation in barley ‘
Ann.Bot., London, 31, 103-111.

Smith,T.A. /1973/: Amine levels in mineral deficient
. Hordeum vulgare leaves
Phytochem., 12, 2093-2100.

Sosulski,F.W., Sarwar,G. /1985/: Prediction of protein
nutritive value of cereal-legume blends using
ratAbioassays and amino acid scores, In: Amino
acid composition and bioclogical value of cereal
proteins, Ldésztity,R. and Hidvégi,M.(eds.),

D.Reidel Publ.Co., Dordrecht, Boston, Lancaster,
Akadémiai Kiadd, Budapest, 287-294. '



- 128 -

Spencer,R.L., Wold,F. /1969/: A new convenient method
for estimation of total cystine-cysteine in
proteins
Anal. Biochem., 32 (1), 185-190.

Spitz,H.D. /1973/: A new approach for sample preparation
of protein hydrolysates for amino acid analysis
Anal. Biochem., 56, 66-73.

Steinhart,H., Sandmann,;J. /1977/: Determination of tryp-
tophane in plasma with a spectrofluorometer System
Anal. Chem., 49(7), 950-953.

Stewart,C.R. /1973/: The effect of wilting on proline
metabolism in excised bean leaves in the dark
J. Plant Physiol., 51, 508-511.

Stewart,C.R., Hanson,A.D. /1980/: Proline accumulation as
a metabolic response to water stress, In: Adaption
of Plants to Water and High Temperature Stress,
Turner,N.C. and Kramer,P.J. (eds.), Wilney-Inter-
scine, New-York, 173-189.

" Stewart,C.R. /1980/: The mechanism of ABA induced proline
accumulation in barley leaves
J. Plant Physiol., 66, 230-233.

Subramanyam,M., Deyoe,C.W., Harbers,L.H. /1980/:
Corn and sorghum 1.: Relationship of grain maturity

to nutritional composition
Nutr. Rep. Int., 22, 657-666.

Sugiura,T., Hayashi,T., Kawai,S., Ohno,T. /1975/:
High speed liquid chromatographic determination
of putrescine, spermidine and spermine
J. Chromatogr., 110, 385-388.



- 129 -

Suresh,M.R., Ramakrishna,S., Adiga,P.R. /1978/:
Regulation of arginine decarboxylase and

putrescine levels in Cucumis sativus cotyledons
Pytochemistry, 17, 57-63.

Svab,J. /197?/: Tobbvéltozds médszerek a biometridban.

MezGgazdasdgi Kiadd, Budapest

Tkachuk,R., Irvine,G.N. /1969/: Amino acid composition
of cereals and oilseed meals
Cereal Chem., 46, 206-218.

Tsen,C.C. /1985/: Amino acid composition and biological
value of cereal germs, In: Amino acid composition
and biological value of cereal proteins, Ldsztity,
R. and Hidvégi,M. (eds.), D. Reidel Publ. Co.,
Dordrecht, Boston, Lancaster, Akadémiai Kiadg,
Budapest, 453-466.

Tsugita,A., Scheffler,J.J. /1982/: A rapid method for and
hydrolysis of protein with a mixture of trifluoro-
acetic acid and hydrochloric acid
Eur. J. Biochem., 124, 585-588.

Turner,N.C., Jones,M.M. /1980/: Turgor maintenance by
osmotic adjusment. A review and evaluation, In:
Adaptation of Plants to Water and High Temperature
Stress, Turner,N.C. and Kramer,P.J. (eds.),
WilneyFInterscine, New York, 87-103.

Tyihdk,E. /1979/: A rétegkromatogrdfia zsebkinyve
~ Maszaki Kdnyvkiadﬁ, Budapest

Tyihdk,E., Mincsovics,E., Kaldsz,H. /1979/: New Planar
Chromatographic Technique: Overpressured Thin-
Layer Chromatography
J. Chromatogr., 174, 75-81.



- 130 - \

Tyihdk,E., Mincsovics,E., Kaldsz,H., Nagy,J. /1981/:
Optimization of Operating Parameters in Over-
pressured Thin-Layer Chromatography
J. Chromatogr., 211, 45-51.

" Tyihdk,E., Mincsovics,E. /1988/: Forced-Flow Planar
Liquid Chromatographic Techniques
J. Planar Chromatogr., 1, 6-19.

Udenfriend,S., Stein,S., Boehlen,P., Dairman,W.,
Leimgruber,W., Weigele,M. /1972/: Fluorescamine
Reagent for Assay of Amino Acids, Peptides Proteins
and Primary Amines in the Picomole Range
Science, 178, 871-872.

Varga,J., Orsi,F., Hegedls,J., Virdg,J., Ldasztity,R.
/1977/: Automatikus analizis az élelmiszer-vizsgdlatokban
III.: Gabondak fehérjetartalmdnak vizsgdlata

Elelmezési Ipar, 31, 181-185..

Walger-Kunze,B. /1985/: In vivo methods in the evaluation
of the nutritional guality of cereal proteins,
In: Amino acid composition and biological value
of cereal proteins, Ldsztity,R. and Hidvégi, M.
(eds.), D. Reidel Publ. Co., Dordrecht, Boston,
Lancaster, Akadémiai Kiadd, Budapest, 131-162.

Wall,J.S., James,C., Donaldson,G.L. /1975/: Corn proteins.
Chemical and physical changes during drying of
grain

Cereal Chem., 52, 779-790.

Zeleny,L. /1935/: The distribution of Nitrogen in the
seed of mays at different stages of maturity
Cereal Chem., 12, 536-542.



- 131 -

Zomzely,C., Marco,G., Emery,E. /1962/: Gas Chromatography
of the n-butyl-N-trifluoroacetyl derivatives of
Amino Acids ‘
Anal.Chem., 34, 1414-1417.

Zumwalt,R.W., Absheer,J.S5., Kaiser,F.E., Gehrke,C.W.
/1987a/: Acid hydrolysis of protein for chromatographic
analysis of amino acids
J. Assoc. 0ff. Anal. Chem., 70(1), 147-151.

Zumwalt,R.W., Kuo,K.C.T., Gehrke,C.W. (eds.) /1987b/:
Amino acid analysis by gas chromatography
University of Missouri-Columbia, Columbia

Missouri,Publ. CRC Press, Inc. Boca.Raton F.L.





