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1. Einleitung und Ziel der Arbeit

Man versucht die immer gro3er werdende Umweltvemsthung durch strenge
Regelungen und Anforderungen zu vermindern. Nebesm dEinsatz von
umweltfreundlichen Stoffen und Technologien spiedennattrlichen Abwehrsysteme
eine wichtige Rolle. Die Pflanzen zum Beispiel sfalig die Schadwirkungen durch
Adsorption oder Neutralisierung bestimmter Substarnzai mildern. Man kann zu dem
Umweltschutz durch Aussetzen und Verbreitung vdar2enarten und -Sorten, die
sich an die verschmutzten abiotischen Faktoren ssgma kbnnen oder aber sie
tolerieren kdnnen, bedeutend beitragen.

Ginkgo biloba L. hat seinen Namen ,lebendes Fossil‘ gut verdiesgine
genetischen Informationen haben sich wahrend demiionen kaum verandert, was
die Wirksamkeit seiner Abwehrmechanismen bestdiigt. Ginkgobaum kommt unter
den verschiedensten Umweltbedingungen vor. Er gerfiber eine grof3e Immunitat
gegenuber Schéadlingen und Schaderreger und er ush aen antropogenen
Umweltgiften gegentber sehr resistent. Ginkgobadimget man weltweit in den
Grof3stadten, meist unter sehr verschmutzten untinstigen Bedingungen. Man soll
auch den hohen Zierwert der Art erwahnen, den ereseschonen Blattform und
exotischer Erscheinung danken kann. Die VerbreitegyGinkgobaums in Ungarn ist
besonders empfehlenswert, da der Baum hier imma&r nor eine seltene Zierpflanze
Ist.

In der Literaturibersicht wird die botanische Besdbung der Pflanzenart
(Ursprung, Morphologie, Umweltanspriiche, Widerstdadigkeit) detailliert
dargestellt, da sie zu der Erklarung der durchgégiatnUntersuchungen unbedingt zu
kennen sind. Die Anwendungsmdglichkeiten des Gibkgos (Arzneipflanze,
Zierpflanze, Lebensmittel) werden auch vorgefifint,die man nattrlich Exemplare
mit verschiedenen Eigenschaften verwendet. Firvdidiegende Arbeit war die
Anwendung als StralRenbaum ausschlaggebend. Algflaieze sind die weiblichen
Baume wegen des unangenehmen Geruchs der auRemenssaicht nicht erwinscht.
Zu der Bedarfsdeckung an mannlichen Individuen wiiel Geschlechtsbestimmung
vor der sexualen Reife (Ginkgo setzt Bliten erstAiter von 20-30 Jahren an)
angestrebt, die trotz ihrer grof3en Bedeutung in Gamenbau immer noch nicht ganz
gelost ist.

Zielsetzung

1. Testen der Kadmium- und Salztoleranz des Ginkgoleaurdurch die sich die
Stadttoleranz der Pflanze charakterisieren laft.

2. Entwicklung von generativen Vermehrungsmethodentetdnchungen zu dem
Zusammenhang zwischen Peroxidasenaktivitat und tabigkeit.

3. Autovegetative Vermehrung - Untersuchungen zu dekWg der Ursprung von
Stecklingen (Geschlecht des Baumes, Basis- undesybsition).

4. Analysen zu der Charakterisierung von Isoenzymem B#anze fur die
Geschlechtsbestimmung.



2. Material und Methode

2.1. Material

Fur die Untersuchungen zwischen 1995-2000 lagesciiexdene Pflanzenteile
(Wurzeln, Zweige, Knospen, Triebe, Blatter, Sameoh Ginkgo biloba L. -
Induviduen von vier verschiedenen Orten als Maltteoa Orte der Probennahme:

— Botanischer Garten der Szent Istvan UniversitatEpyBudapest,

— Botanischer Garten der E6tvds Lorand Universitafl), Budapest,
— Augenklinik der Szent-Gyorgyi Albert Universitat4STE), Szeged,
— Mdinchen, Innenstadt.

2.2. Methode

2.2.1. Untersuchungen zu der Kadmiumtoleranz

Die Untersuchungen wurden mit Pflanzen in Hydrakultiurchgefuhrt. Die
jungen Pflanzen mit vier Blattern wurden in Nahdigen, die Kadmium in
verschiedenen Konzentrationen enthielten, umgesetRie verwendeten
Konzentrationen: 0, 19 10°, 10% 10° 10°% 1 M Cd&*. Probennahme fand fiinfmal
statt: 4, 28, 52, 76, 100 Stunden nach Beginn dasuéhs. Wurzeln und Blétter der
Pflanzen wurden getrennt untersucht.

Nach Isolierung wurden Peroxidasenaktivitat und téingehalt der Proben
spektrofotometrisch  bestimmt. Peroxidasenaktivitédturde jeweils auf den
Proteingehalt der Probe bezogen (U/ mg Proteinggelgen. Die Analysen wurden
dreimal wiederholt.

2.2.2. Untersuchungen zu der Salztoleranz

Die angewandte Methode ist gleich der bei den Wotdlrungen zu der
Kadmiumtoleranz beschriebenen Methode. Die verwtemd€onzentrationen: 0, 100,
200 és 400 mM NaCl. Probennahme fand finfmal statt8, 24, 42 und 48 Stunden
nach Beginn des Versuchs. Wurzeln und Blatter dimnPen wurden getrennt
untersucht.

2.2.3. Untersuchungen zu der Keimung

Die Samen wurden nach Abtrennung der Aul3enschathéim Kihlschrank ¢(4C)
aufbewahrt. Die Keimfahigkeit wurde nach der NornS&16354-3:1991 durch
Keimen zwischen Papier (Elementenzahl: 100 Sticked@rholungszahl: 4) und
durch Aussaat in Boden (Elementenzahl: 10 Stuclked@fiholungszahl: 10) bestimmit.

Wahrend der Jahren wurde die Wirkung von zwei Bdhangen untersucht: Die
eine war UbergieBen mit kochendem Wasser, die anglar mechanisches Schleifen.
Bei jedem Versuch gab es natirlich auch eine uniniiee Kontrollgruppe. Bonitiert
wurde es bei dem Keimen zwischen Papiereinlagern riac4 und 8 Wochen,
beziehungsweise bei dem Keimen in Boden nach 8uNdchen.



Fur die biochemischen Analysen (Bestimmung der Beagenaktivitat) wurden
Samen von gleicher Einlese verwendet und die Bdbagedn waren auch gleich.
Nach Homogenisierung und Isolierung wurde die Fdesenaktivitat der Samen nach
der bei den Untersuchungen zu der Stresstolerasthbbebenen Methode bestimmt.

2.2.4. Vermehrung durch Stecklinge

Die Stecklinge stammten von mannlichen und weiklrciBaumen und wurden
auch nach ihrer urspriinglichen Position (Basis @&j®tze) unterteilt. Eine Halfte der
Stecklinge wurde zu der Forderung der Bewurzelumghd Hormone behandelt, die
andere Halfte bildetete die Kontrollgruppe. Die Faéxr Stecklinge in einer Gruppe in
dem Dreifaktorenversuch war 5 Stick, Wiederholuagkz3 (insgesamt also 120
Stiick/ Versuch). Hartholz-Stecklinge wurden vorr@h Asten gesammelt. Lange der
Stecklinge war 10-12 cm. Die Untersuchungen wumdé@rHartholz- und Weichholz-
Stecklinge durchgefuhrt. Bonitiert wurde es naclragen.

Die Hormonbehandlung bedeutete kurzes Eintauchen eine Ldsung
zusammengesetzt von 1.0-2.0 mg/ ml 1,3-Indolyl-&stiure (IBS), 0.5-1.0 mg/ ml
o-Naphtyl-Essigsaure (NES) und 20 % Dimethyl-SultbédMSO).

2.2.5. Isoenzymanalyse durch Starkegel-Elektrog®sore

Das Material der Analyse waren Blatter und Wurzegbn geschlechtsreifen
(,alten®) ménnlichen und weiblichen (5-5 Stlck),zhungsweise Spitzenknospen,
Blatter und Wurzeln von jungen (,,jungen®) (50 Stli€kinkgo bilobal.. Exemplaren.

Die Isoenzyme wurden durch Starkegel-Elektrophosdsgetrennt.. Auf ein Gel
wurden gleichzeitig 50 Proben aufgetragen.

Die untersuchten Enzyme: Shikimat-Dehydrogenag&KDH), Malat-
Dehydrogenase (MDH), Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH), 6-Phosphogluc
Dehydrogenase (6-PGDH), Glutamat-Dehydrogenase (GGPHosphogluco-Mutase
(PGM) és Phosphogluco-lsomerase (PGI).

2.2.6. Isoenzymanalyse durch Polyacrylamidgel-Edgitorese (PAGE) und
Isoelektrische Fokusierung (IEF)

Als Material der Analyse dienten verschiedene Riateile (Wurzeln, Knospen,
Blatter) von méannlichen und weiblichen Baumen, brxan jungen Samlingen. Die
Isoenzyme wurden durch zwei Methoden untersucht:

— Polyakrylamid-Gelelektrophorese (PAGE): pH= 8.3
— Isoelektrische Fokusierung (IEF): pH=3-9 Gradiegtdn
Das untersuchte Enzym: Superoxid-Dismutase.

2.2.7. Isoenzymanalyse durch Isoelektrische Fokuisie

Die Proben stammten von mannlichen und weiblich@anBen; es wurden Samen
(zwei- und dreikantig), Keimlinge, Wurzeln, Zweiged Blatter untersucht. Blatter
wurden wahrend der Vegetationszeit mehrmals vorschiedenen Kronenteilen



(Haupt- und Seitentrieben) gesammelt. Die Isoakdie Fokusierung erfolgte auf
Gradientengelen pH=3-9.
Die untersuchten Enzyme: Peroxidase, Esterase.

2.3. Methode der Auswertung

Die biometrische Analyse der Daten erfolgte miféditon dem Statistikprogramm
MiniStat 3.2 (VARGHA és CZIGLER 1999). Die Behandg§en wurden mit dem
T-Test, beziehungsweise mit Varianzenanalyse \@rgii.

Die Isoenzymstrukturen wurden mittels S&ulendiagnam veranschaulicht, wo
die Streifen die Stelle der einzelnen Isoenzyme diel Breite der Banden die
Unterschiede in der Enzymaktivitat darstellen. Bielle der Isoenzyme wurde bei der
Starke- und Polyacrilamidgel-Elektrophorese mit B&Werten angegeben.

3. Ergebnisse

3.1. Kadmiumtoleranz

Die Wurzelnreagierten auf den zunehmenden Kadmiumstressagierzedrigsten
Konzentrationen (18 10°M Cd®") ausgenommen in jedem Fall mit signifikant
erhohter (1.2-7.2 x) Peroxidasenaktivitat.

Wahrend der Untersuchung war die Peroxidasenaktidier Blatter viel kleiner
als die der Wurzeln. Die Enzymaktivitat in den Walrewar 6.4 - 14.3mal gréf3er als
in den Blattern. Der Stress loste aber in den &lateine grofRere Aktivitatssteigerung
aus als in den Wurzeln. Die PeroxidasenaktivitétRlatter war im Vergleich zu der
Kontrollgruppe die niedrigsten Konzentration 1@ Cd®) ausgenommen bei jeder
Behandlung signifikant groRer (2.1-9.3 x). Der Sdéreverursachte in beiden
Pflanzenteilen mit Erh6hung der Kadmiumkonzentratind mit der Zeit eine immer
starkere Steigerung der Peroxidasenaktivitat.

3.2. Salztoleranz

Sowohl in denWurzelnals auch in demlattern wurde die Peroxidasenaktivitat
mit Erhohung der Salzkonzentration gré3er. Die Alhwengen von der
Kontrollgruppe (Wurzeln: 3.2-5.6 x, Blatter: 1.15%) und von den anderen
Behandlungsgruppen waren bei jeder Probennahmiilszg.

3.3. Keimen

Die Keimfahigkeit hangt signifikant von deknzahl der Samenkanteab, die
Samen mit zwei Kanten waren viel keimfahiger (84%6)die mit drei Kanten (62%).
In der Peroxidasenaktivitat der zwei-, bzw.dreikgant Kernen war kein Unterschied
zu finden, mit Hilfe dieser kann man die Samen aisbt unterscheiden.

Der Standesorbestimmt die Keimfahigkeit. In jedem Fall zeigtae &amen von
der ELTE eine grofRere Keimfahigkeit (1.1-1.2 x)diksvon der SZIE.



Der Einlesetermirhat auch eine bestimmende Wirkung auf die KeimfiédiigDie
Keimfahigkeit der Anfang November (62-68 %) und Ené&ebruar (66-70 %)
gesammelten Samen war signifikant schlechter asldr anderen Sammlungen. Am
besten (78-88 %) keimten die Samen der Auflese @xeihber und im Januar.

Die Keimfahigkeit hangt auch von ddteimungsbedingungeab. Die Samen
zwischen Papiereinlagen keimten signifikant be€s@r1.3 x) als im Boden.

Anhandder Lagerdauersind signifikante Unterschieda der Keimfahigkeit der
Samen zu bemerken, abhéngig davon, ob sie direktdem Einsammeln oder erst im
Frahling gesat wurden. Bei der Aussaat im Frihkegnten die Samen besser (1.2-
1.3 x) bei jedem Sammlungstermin. In den biocheh@acAnalysen im Februar und
Marz zeigten die Samen von Ende November und Dezewihe signifikant héhere
(1.1-1.8 x) Peroxidasenaktivitat im Vergleich zindaderen. Die Enzymaktivitat war
bei den Samen von Anfang November und Februar adrigsten.

In jedem Versuchsjahr wurde ein strenger Zusammenhawischen den
Samenbehandlungamd der Keimfahigkeit gefunden. Die Kontrollgruppees den
niedrigsten Keimprozent auf, sowohl di€irmebehandedn (1.3-1.6 x) als auch die
geschliffenen(1.2-1.6 x) Samen keimten signifikant besser. Zhem den zwei
Behandlungen gab es keinen statistischen Unterschie

Die biochemische Analyse erganzte die praktischgahEingen sehr gut. Die
Peroxidasenaktivitat der behandelten Samen warifikgm hoher als die der
unbehandelten.

3.4. Vermehrung durch Stecklinge

Die unbehandelten Stecklinge wiesen eine Bewurgeaia von 57-68 % auf. Das
ist ein sehr gutes Ergebnis, da die Halfte der beelien Stecklinge von alten (8-
10jahrigen) Asten abgeschnitten wurde.

Die Hormonbehandlung bewirkte einen signifikant  rlstéen
Bewurzelungsprozess (77-88 %) im Vergleich zu dentkollgruppe sowohl bei den
Hartholz- als auch bei den Weichholz-Stecklinges. gab aber keine signifikante
Differenz in der Bewurzelung zwischen den Geschioh oder zwischen den
Hartholz- und den Weichholz-Stecklingen. In der Bexelung der Basis- und der
Spitzen-Stecklinge ergab sich aber ein bedeuteddarschied, die Basis-Stecklinge
wiesen eine hohere Bewurzelungsrate (1.3-2.6 xaufie Spitzen-Stecklinge.

3.5. Isoenzymanalyse durch Starkegel-Elektrophorese

In jedem Versuch konnte man die Aktivitdt der elnea untersuchten Enzyme in
den verschiedenen Pflanzenteilen feststellen. Besonders gute Anfarbung zeigten
Malat-Dehydrogenase,  Glutamat-Dehydrogenase, Pbgfpmo-Mutase  und
6-Phosphogluco-lsomerase (Abb. 1, 2, 3, 4).

Bei der 6- Phosphogluco-lsomerase befanden sichrderschiedlichsten und am
meisten komplexen Isoenzymstrukturen. Bei den Wnrder jungen Pflanzen wurden
zwei verschiedene Zymogramme im Verhéltnis von 6@4bgefunden.
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Abb. 1 Zymogramme der Malat-Dehydrogenase in Ginkgb Wurzeln von
jungen Pflanzen, b/ Wurzeln von alten PflanzenBlétter von jungen
Pflanzen, d/ Blatter von alten Pflanzen, e/ Spkmespen von jungen
Pflanzen)
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Abb. 2 Zymogramme der Glutamat-Dehydrogenase irkg&in(a/ Wurzeln von
jungen Pflanzen, b/ Wurzeln von alten PflanzenBlétter von jungen
Pflanzen, d/ Blatter von alten weiblichen Pflanken,
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Abb. 3 Zymogramme der Phosphogluco-Mutase in Ginkgb Wurzeln von
jungen Pflanzen, b/ Wurzeln von alten PflanzenBlétter von jungen
Pflanzen)
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Abb. 4 Zymogramme der 6-Phosphogluco-lIsomerasée {@tlyzeln von jungen
Pflanzen, c-f/ Wurzeln von alten weiblichen Pflamzg-i/ Wurzeln von
alten mannlichen Pflanzen, |/ Blatter von jungen laffen,
k/ Spitzenknospen von jungen Pflanzen)



3.6. Isoenzymanalyse durch Polyacrylamidgel-Elgkiomese (PAGE) und
Isoelektrische Fokusierung (IEF)

Nach beiden Methoden konnten sehr gut auswertbagative Anfarbungen
beobachtet werden. Die Zymogramme der Superoxidaigse von Knospen alter
Baume unterschieden sich eindeutig nach dem Ges$thlauf Polyacrylamidgelen
war bei den weiblichen Individuen nur eine Farbezaru erkennen, bei den
mannlichen waren es vier; durch Isoelektrische Bmtung zeigten sich bei den
weiblichen Exemplaren eine und bei den méannlichrenBanden.

3.7. Isoenzymanalyse durch Isoelektrische Fokusgeru

Peroxidase

Von jeden Pflanzenteilen konnte die Aktivitdt diesEnzymes nachgewiesen
werden. Ein Unterschied zwischen den Geschlechtegab sich aber nur bei den
Wurzelextrakten. Bei den mannlichen Individuen tngsich viel weniger Banden
und die Aktivitat der einzelnen Fraktionen war nens auch kleiner.

Zwischen den Fundorten waren Unterschiede nur éeiShmen zu erkennen, die
drei Zymogramme waren wesentlich anders. Zwischem zivei- und dreikantigen
Samen gab es keine Differenz.

Esterase

Bei der Esterasevar die Aktivitat des Enzymes (die Triebe und Krersp
ausgenommen) von allen Pflanzenteilen nachzuwelsesien Wurzeln gab es keinen
Unterschied zwischen den Geschlechtern zu erkeridienZymogramme der Esterase
in den Blattern waren von den der anderen Pflaedentganz abweichend. Bei den
im Fruhling und im Sommer gesammelten Blattern keane Differenz zwischen den
Geschlechtern zu beobachten. Bei den Blattern vdaol@r ergab sich aber ein
eindeutiger Unterschied zwischen den weiblichen umghnlichen Baumen in der
Isoenzymaktivitat.

Zwischen den Fundorten waren Unterschiede nur é@eiShmen zu erkennen, die
drei Zymogramme waren wesentlich anders. Die zweid dreikantigen Samen
unterschieden sich nicht.

Neue wissenschatftliche Ergebnisse

1. In den Wurzeln und Blattern der in Hydrokultur rikdmium gehaltenen jungen
Ginkgos erhéhte sich die Peroxidasenaktivitat igamt mit der steigenden
Kadmiumkonzentration. Die Konzentrationen und dieaRion der Pflanzen
bewertet kann man sagen, dass die jungen Ginkgabdame sehr gute
Kadmiumtoleranz aufweisen.

2. Der NaCl-Stress von verschiedener Starke bewirkt signifikante Erhéhung in
der Peroxidasenaktivitat mit steigender Salzkomaéinh. Nach den Ergebnissen
ist festzustellen, dass die jungen Ginkgo-Pflareaae gute Salztoleranz haben.

3. Es wurde bewiesen, dass die Anzahl der Samenkdate@eschlecht nicht verrat.



4. Nach mehrjahrigen Versuchen wurde bestatigt, datsdse Keimfahigkeit durch
Samenbehandlungen (UbergieRen mit kochendem Wasder Abschleifen)
signifikant erhéhen laft.

5. Anhand der Untersuchungen wurde festgestellt, ddas Geschlecht die
Bewurzelung der Stecklinge nicht beeinfluf3t.

6. Zwischen der Bewurzelung der Hartholz- und Weichigtecklinge ergab sich
kein Unterschied, so sind beide Methoden zu deetatiyen Vermehrung von
Ginkgo zu empfehlen.

7. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Galepgidrese fur die
Charakterisierung der Isoenzymstruktur verschieddtfanzenteile vonGinkgo
bilobaL. sehr geeignet ist. Besonders die Analysen mir dEsterase,
Phosphogluco-Mutase, Glutamat-Dehydrogenase, 6pRbgiico-lIsomerase,
Malat-Dehydrogenase und Superoxid-Dismutase sirgppktivisch.

8. Die Geschlechtsbestimmung v@inkgo bilobal. nach den Isoenzymstrukturen
ist hochstwahrscheinlich mit Hilfe von 6-Phosphaghtisomerase, Esterase,
Peroxidase und Superoxid-Dismutase moglich.

4. Diskussion und Vorschlage

Stresstoleranz

Auf den Kadmiumstress reagierten die Wurzeln uré@ttBf von jungen Pflanzen
in Hydrokultur anders, welche Beobachtung der vbiEGRAN und GARG (1979),
bzw. von SEHMER et al. (1995) entspricht. Die Stsgsnptomen waren in den
Blattern viel weniger zu bemerken. Das kann einerserklart werden, dass die
Schadwirkung die Wurzeln direkt erreichte. Andesdss konnen die Wurzeln das
Kadmium akkummuliert haben, so gelangte es in détd& in wesentlich geringerer
Menge. Darauf weisen namlich Erfahrungen mit andétBanzenarten hin, wo sich
Kadmium nach dem Stress in den Wurzeln viel melrdafie als in den Blattern
(KORCAK 1989; SCHULTZ und LAMERSDORF 1989; HENDRY al. 1992;
CIESLINSKI et al. 1995; ARDUINI et al. 1996; ERDElt al. 1998).Man sollte
deshalb die Untersuchungen zu der Wirkung von Kaahsiiress auf den Ginkgobaum
mit der Messung des Kadmiumgehaltes von Wurzeln Rlatlern erganzenDie
Akkumulation von Schwermetallen in den Pflanzenekpeine wichtige Rolle, da
durch Adsorption der Schadstoffe die Umweltversctmmmg wesentlich vermindert
werden kann.

In den Untersuchungen zu der Kadmium- und Salaolerkann man die
gleiche Tendenz sowohl in den Wurzeln als auch an 8lattern feststellen: Die
Pflanze reagiert auf den zunehmenden Stress miemgndRerer Peroxidasenaktivitat.
Die gleiche Erfahrung machten HAWRYS (1984), NYMAN86), YAMANOUCHI



et al. (1987), BENDER et al. (1990), CHEN und KA®A95), BREJ (1998) und
PUCCINELLI et al. (1998) bei anderen Pflanzenarteach Kadmiumstress,
beziehungsweise SAHU und MISHRA (1987), WANG et (@987), CHEN et al.
(1992), SHEOKAND et al. (1995), LOPEZ et al. (1998)QUERAS et al. (1996) und
SWARAJ et al. (2000) nach Salzstress. Es sind aben Beobachtungen, nach denen
sich die Peroxidasenaktivitdt nach dem Stress wiekiinderte oder eben gesunken ist
(SAHOO és SAHU 1993;. OLIVEIRA et al. 1994; SEHMER al. 1995, JAIN und
GADRE 1998; SCHICKLER und CASPI 1999; MANDAL undNBEH 2000; WANG

et al. 2000). Das kann damit erklart werden, dass mie Stressreaktionen der
verschiedenen Arten und Sorten nur unter gleichedirigjungen und nach gleichen
Bonitierungszeiten vergleichen kann. Die falscheswahl der Versuchsdauer und der
Haufigkeit der Probennahme kann zu mangelhafterb&ddungen fihren. Man weil3t
ja, dass das Abwehrsystem der Lebewesen wahren&tdesses nach einer kurzen
Alarmreaktion voriibergehend eine niedrigere Akéiviaufweist, nachher erhoht sich
die Enzym- oder Hormonaktivitdt wesentlich. DieeSsreaktionen werden von der
Wirksamkeit der Abwehrmechanismen abhangig nactinbeder Zeit milder bis sie
ganz verschwinden (Sterben des Lebewesens). Dedti@iben auch bei der
Veranderung der Peroxidasenaktivitat gegensatzicheesse beobachtet werden.

Die Peroxidasenaktivitat in dem Normalzustand (o8tress) hangt auch von der
Pflanzenart und —Sorte und von dem Alter der P#aadz (MATSCHKE 1985; LANG
1998; VINA et al. 1998; SREENIVASULU et al. 1999 SUGANE et al. 1999;
KOCZKA et al. 2000; ROUT et al. 2000). Den Absoletivder Peroxidasenaktivitat
kann man also nur unter bestimmten Bedingungereiehgn, die Stresstoleranz kann
nach der Intensitat der Stressreaktionen (nach Abweichung von dem
Normalzustand) bewertet werden.

Bei den Untersuchungen zu dem Kadmiumstress sedtert werden, dass man in
Versuchen mit anderen Pflanzenarten bei Konzeatrati von 2-1000 uM G4 |
schon eine signifikant hohere Peroxidasenaktivitdhd eine erhebliche
Wachstumshemmung gefunden hat (BHANDAL und BALA 99BERTELS 1989;
LI et al. 1992; CHEN és KAO 1995; BLINDE et al. BB9GALLEGO et al. 1996;
CHAOQUI et al. 1997; JENTSCHKE 1999; KONG et al. 299AHLIL et al. 1999;
LESKO et al. 2000; LESKO 2001).

Die jungen Ginkgos erlitten bei den Konzentratiod€-10°> M Cd** nur einen
geringen Stress. Wenn man die Toxizitat von KadminrBetracht zieht, kann man
sehen, dass die héheren Konzantrationen in demubter€l0* 1 M Cd*) eine sehr
hohe Schwermetallbelastung bedeuteten, auf die Riflanze mit signifikanter
Steigerung der Peroxidasenaktivitat reagierte. Ygesuchspflanzen starben nicht,
sondern sie zeigten wahrend der Untersuchung emmeer starkere Stressreaktion.
Man kann nach den Beobachtungen feststellen, dasgijen Ginkgos gegenuber
dem Kadmiumstress sehr tolerant sind.

In den Wurzeln und Blattern wurde nach Salzstress nunehmender
Salzkonzentration eine signifikant hohere Peroxadagtivitat gefunden.

Man soll betonen, dass nach der Literatur die meistersuche mit anderen
Pflanzenarten bei niedrigeren Salzkonzenztratiof@®e825 mM NaCl) durchgefiuhrt
wurden (GOSSETT et al. 1993; SEHMER et al. 1995EGKAND et al. 1995;



HURKMAN und TANAKA 1996; LOPEZ et al. 1996; PIQUERA et al. 1996;
BANKS et al. 1997; FOWLER et al. 1997; LIAO et 4B97; ROXAS et al. 1997;
COMBA et al. 1998). Von den in dieser Arbeit vendeten Konzentrationen war also
die hochste (400 mM NaCl) besonders hoch. Die Sdggsptomen zeigten sich bei
dem Ginkgo nicht einmal bei dieser Konzantratiotrear.

Nach Bewertung der Stressreaktionen kann festffestetden, dass die jungen
Ginkgopflanzen auch die Schadwirkungen von verlsitid3ig hohem Salzstress
tolerieren kdnnen.

Es wird empfohlendie Untersuchungen zu dem Kadmium- und Salzstress a
mit alteren Ginkgopflanzen durchzufihren und demsizh mit der Analyse der
Wirkung anderer Schwermetalle zu erganzeie Toleranz gegeniber
Schwermetallenbelastung ist eine wichtige Voraussef der Stadttoleranz. Durch die
Bestatigung der hohen Toleranz gegentber Umwadtgikann man die Eignung des
Ginkgobaumes zu StralRenbaum und seine potentig@lie fh dem Umweltschutz
betonen.

Untersuchungen zu der Keimung

Nach mehrjahrigen Untersuchungen wurde festgeswdiss der Fundort, die
Einlesezeit der Samen, die Lagerdauer und die bagargungen eine signifikante
Wirkung auf die Keimfahigkeit haben.

In jedem Versuch wiesen die Samen von dem BotamisGarten der ELTE einen
hoheren Keimungsprozent auf als die der SZIE. Beink@gd spielen
Geschlechtsverhéltnisse und Alter der Baume einesckaidende Rolle in den
Keimprozessen (BARTELS 1989; DEL TREDICI 1989; DEIREDICI 1991;
MELZHEIMER 1992). In der ELTE stehen nebeneinangeei weibliche und drei
mannliche B&dume in dem Alter von mindestens 200ejghin der SZIE ist aber die
Geschlechtsrate 1:1 und die Baume sind auch ,&@8"Jahre alt. Der Unterschied in
der Keimfahigkeit ist also wahrscheinlich damiterklaren.

Nach den Beobachtungen keimten die am frihestemnteggefallenen und die
erst nach dem Winter aufgelesenen Samen (62-70%)gi@3te Keimfahigkeit (78-
88%) zeigte sich bei Samen, die zwischen Ende Nbeenmund Ende Januar
gesammelt wurden. Die Klimabedingungen Ungarns a@trdght gezogen wird die
Einlese am Ende November empfohlen, wenn die Satieon in grol3er Menge, fast
vOllig heruntergefallen sind.

Es ist eine signifikante Differenz in der Keimfék&it zu erkennen abhangig
davon, ob die Samen direkt nach der Sammlung adeérire Frihling gesat wurden.
Die im Frihling gesaten Samen keimten gleichmafiger in grol3erer Menge bei
jeder Auflesezeit. Die wahrend der Lagerung stelgekeimfahigkeit kann mit den
seltsamen Befruchtungs- und Reifeverhaltnissen @edkgobaumes und mit dem
Abbau bestimmter keimungshemmenden Stoffe erkléartian.

Die Samen verlieren ihre Keimfahigkeit nicht, wesi@ in einer Plastiktite in dem
Kihlschrank aufbewahrt werden.

Die zweikantigen Samen keimten besser und dynaers¢B4%) als die
dreikantigen (62%). In der Peroxidasenaktivitdt ten aber kein Unterschied
festgestellt werden. AuRerdem kommen die SamerdraitKanten viel seltener vor



(nur ca.. 10 %). Nach diesen Beobachtungen widedeg Autor die Aussage von
MELZHEIMER (1992), nach der die Anzahl der Samern&ardas Geschlecht verrate.

Der Ginkgobaum wird in Ungarn meistens generatmmehrt. Die Keimung von
Ginkgo wurde bereits mehrmals untersucht, aber etyversuche mit
Samenbehandlungen wurden zum ersten Mal in diedmitAdurchgefuhrt.

Nach den mehrjahrigen Erfahrungen ist die Keimfisdbiignach UbergieRen der
Samen mit kochendem Wasser viel besser (1.3-1D6&)gleiche Beobachtung machte
BARTELS (1989). Auch das mechanische Schleifendiirdie Keimung der Samen
(1.2-1.6x). Durch physische Samenbehandlungen kdsm eine signifikant bessere
Keimfahigkeit erzielt werden.

Die biochemische Analyse der Stressreaktionen n@chSamenbehandlung und
die Erfahrungen der Keimversuche stimmten Ubersigass die Wirkung der
Behandlungen durch die Peroxidasenaktivitdt guthmarakterieseren ist. Die Samen
mit groRerer Keimfahigkeit wiesen eine wesentli¢ihére Peroxidasenaktivitat (2.2-
2.7x) auf. Die Samenbehandlung I6st also eine S&aktion in dem Samen aus. Die
hohere Aktivitdt, der ,Bereitschaftszustand” fodelen Keimprozess. Die harte
AulRenschicht der Samen wird durch Abschleifen dinnend nach der
Warmebehandlung weicher, welche die Spaltung deal§ermdglichen.

Die Samenbehandlungen (Abschleifen, AbgieRen) sisehr einfach
durchzufihren, ihre Wirkung ist sehr gunstig zu Bérderung der Keimung, deshalb
werden sie besonders empfohlen.

Vermehrung durch Stecklinge

In den Versuchsreihen wurde eine Bewurzelungsraie 57-68 % bei den
unbehandelten Stecklingen gefunden. Die Hormonki#hag (Hartholz-Stecklinge:
2000 mg/l IVS, 1000 mg/l NES, 20 v/iv % DMSO; Weiol#:Stecklinge: 1000 mg/I
IVS, 500 mg/l NES, 20 v/iv % DMSO) forderte jedes IMle Bewurzelung der
Stecklinge. Die hormonbehandelten Stecklinge wiesea Bewurzelung von 77-86 %
auf. Diese Beobachtung unterstiitzen auch anderseWshaftler (DIRR és HEUSER
1987; BARTELS 1989; DEL TREDICI 1991; HUH und STAB992; HAN et al.
1996; CAl et al. 1998; LI et al. 1998). Der Ginkgolm |a3t sich also durch Stecklinge
gut vermehren.

Ein interessantes Merkmal fiir diese Pflanzenads daich alte (8-10jahrige) Aste
eine starke Bewurzelung aufweisen. Das gleiche dgubten DIRR und HEUSER
(1987). Das ist sehr bemerkenswert, da meistengudienalen Pflanzenteile eine
starkere Bewurzelungskraft besitzen (HARTMANN etl#®190; SCHMIDT 1995).

In den Untersuchungen gab es keinen UnterschiateirBewurzelungsrate von
den Hartholz- und den Weichholz-Stecklingen, bestled also gut flr vegetative
Vermehrung von Ginkgo zu verwenden.

Zwischen der Bewurzelung der weiblichen und manhelic Stecklingen ist kein
Unterschied zu erkennen, das Geschlecht der Miidage spielt also keine Rolle.

Es wurde beobachtet, dass die Bewurzelungsinténaiti meistens von der
urspriinglichen Position der Stecklinge bestimmtwiie Basis-Stecklinge wiesen in
jedem Versuch eine starkere Bewurzelung auf (168)2als die Spitzen-Stecklinge.
Das entspricht den Beschreibungen der Fachlite(@RR 1983; BARTELS 1989).



Fur die Vermehrung sollte man als®asis-Stecklinge verwenden und die
Bewurzelungsintensitat kann man durch HormonbehamgWesentlich fordern

Isoenzymanalysen durch Gelelektrophorese

Die Malat-Dehydrogenase zeigte eine besondersAniterbung. Von dem in den
Vorversuchen gefundenen Zymogramm mit drei verschmenen Banden laf3t sich
darauf schlie3en, dadsirch eine spezifische Isolierung die komplexenzgastruktur
der MDH zu bestimmen ist.

Die Analyse mit der Glutamat-Dehydrogenase bragheh vielversprechende
Ergebnisse. Bei den Blatterextrakten gab es Urteadzwischen den Geschlechtern.
Weitere Untersuchungen mit der GDH werden deshefimhders empfohlen

Die Phosphogluco-Mutase lief3 sich intensiv anfarbdie breiten Farbezonen
fassen wahrscheinlich mehrere Banden in sich. Obwich kein Unterschied unter
den jungen Individuen ergahyerden weitere Untersuchungen epfohlem die
vollige Isoenzymstruktur der PGM zu bestimmen.

Bei den Wurzelextrakten der jungen Pflanzen wararei zunterschiedliche
Zymogramme der 6-Phosphogluco-lsomerase in einemhd@ifeis von 1:1 zu
erkennen.Anhand dieser Beobachtung nimmt man vor, dass dircyse dieses
Enzymes die frihzeitige Geschlechtsbestimmumg deor Erscheinen der Bllte)
madglich ist. Das bendtigt natlrlich weitere UnteztBungen tber mehrere Jahre, die
Durchfiihrung dieser Versuche wird einer Forschumgppge unbedingt empfohlen.

Die Isoenzymstrukturen der Superoxid-Dizmutase dem Knospen unterschieden
sich nach dem Geschlecht der Baume. Die gefundeimerschiede sind eigentlich
nur eine Differenz in der Aktivitdt der Isoenzyndie mannlichen und weiblichen
Baume haben namlich einen anderen physiologischgramismus (die mannlichen
bluhen im Frihling friher und verlieren ihre Béatier Herbst vor den weiblichen
Individuen). Eine Geschlechtsbestimmung mittels 8aperoxid-Dismutase ist also
durch Analyse der Knospen in der Ruheperiod moglich

Bei der Analyse der Peroxidase in den Wurzelextrakirgab sich ein Unterschied
zwischen den Geschlechtern sowohl in der Anzahlaaish in der Aktivitat der
Isoenzyme. Man kann also das Geschlecht der Girdkgob durch Untersuchung der
Peroxidasenisoenzymstruktur von den Wurzeln beséimm

Bei der Esterase in den Wurzeln war ein Unterschredder Aktivitdt der
Isoenzyme von mannlichen und weiblichen Individaarerkennen.

Die Erfahrungen zusammengefasst kann festgestebrdem, dass die
Gelelektrophorese zu der Bestimmung der Isoenzukisiren der verschiedenen
Pflanzenteile vorGinkgo bilobal. besonders geeignet ist. Ein wichtiger Vortesr d
Gelelektrophorese ist, dass die Methode einfachpueidgtinstig ist. Fur die Analysen
wird nur eine geringe Probenmenge gebrauéhir den Nachweis genetischer
Unterschiede besonders perspektivisch sind diey&eral der Malat-Dehydrogenase,
Glutamat-Dehydrogenase, Phosphogluco-Mutase undd@&phogluco-lsomerase. Die
Analysen der 6-Phosphogluco-lsomerase, Superoxdiltase, Peroxidase und
Esterase werden fur die Geschlechtsbestimmungesepfohlen.

Die Versuche der vorliegenden Dissertation wardbplgreich, erbrachten aber
naturlich neue Fragen und Aspekte, nach denendheitAweiterzufihren ist.
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