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1. Bevezetés és célkitiizés

1.1. Bevezetés

Az amarilliszfélék (Amaryllidaceae) csaladja a Magnoliophyta
torzsbe, azon beliil az egyszikiiek kladjaba, a spargaviraguak (Asparagales)
rendjébe tartozd ndvénycsaldd. Mutatos virdga, éveld, lagyszart, hagymas
novények tartoznak ide, koriilbeliil 60 nemzetség, tobb mint 1200 fajjal
alkotja. Szamos Amaryllidaceae fajt kerti novényként is termesztenek, ezzel
szemben sok vadon termé faj veszélyeztetett vagy védett Europaban, példaul
a Magyarorszagon is védettnek szamito kikeleti hovirag (Galanthus nivalis)
(Farkas, 1999; Fay és Chase, 1996; Kiraly és mtsai., 2007; Podani, 2014). igy
e fajok megdrzése természetvédelmi, és konzervacidbioldgiai szempontbol is
fontos. Ezen nemzetségek koziil 6tot ismeriink kozelebbrél: az Amaryllis
(amarillisz), Galanthus (hévirag), Leucojum (t6zike), Sternbergia (vetévirag),
Narcissus (narcisz) nemzetségeket. Attelelé szerviik hagyma, hagymagumé
vagy rizoma. Megkiilonbozteti Oket a tobbi hagyméas novénytdl az
ugynevezett amarillisz alkaloidok jelenléte (Tuba, 2007). Gyakran a
novények sarjaiban vagy éppen a gyokeriikben keletkezhetnek, és képzodési
helyeirdl szallitodhatnak tovabb mas szovetekbe. Meglehetdsen erds €lettani
hatast fejtenek ki allati és emberi szervezetre, amely mérgezést is jelenthet,
ugyanakkor megfelelé dozisban hatdsos gyogyszerként is funkcionalhatnak
(Fodorpataki, 2009; Schonfelder 1. és Schonfelder P., 2001, Yasuyuki és
mtsai.,1998). A novények megbrzésére egyik alkalmas moédszer lehet az in
vitro szdvettenyésztés, mely jelenthet kallusz (hegszovet), sejtszuszpenzios €s
protoplaszt tenyészeteket, valamint novényregeneralasi €s mikropropagacios
eljarasokat. A szovettenyésztési eljaras azon az elven alapul, hogy megfeleld

koriilmények kozott minden mar specializadlodott novényi sejt képes
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dedifferencialodas soran totipotenssé valni, vagyis az osztddoképességét
visszanyerni, majd differencidlatlan sejttomeget (kalluszt) és barmilyen
szerv- vagy szovettipust, akar egész novényt is létrehozni (Dudits és Heszky,
2003; Razdan, 2003). A kalluszosodas természetes €s szintetikus citokinin
¢s/vagy auxin tipusu hormonokkal indukalhatd, mely tobbszori atoltassal
folyamatosan fenntarthaté ¢&s szaporithatd. A sejtek differencidlodasanak
indukcidja szintén lehetséges in vitro, ezt nevezziik redifferencialodasnak,
mely folyamat eredménye lesz a ndvényregeneracié (Dudits és Heszky,
2003). A novényi szovettenyésztési eljarasok alkalmazasaval nagyszamu in
vitro kultarat hozhatunk 1étre, amelyek késébb szerepet jatszanak a
faj/csiraplazma megdrzésében ¢és masodlagos anyagcesere termékek
létrehozasaban. Ez azt jelenti, hogy fenntarthatunk természetes él6helyiikon
megtalalhatd, tobbnyire védett fajokat, amelyek biologiailag aktiv
vegyiileteket képesek eldallitani, és laboratériumi koriilmények kozott is
hatbanyagot termelni. Néhany fontos példa erre a Galanthus elwesii,
Leucojum aestivum és a sarga narcisz (Narcissus pseudonarcissus) (El
Tahchy és mtsai., 2011; Ivanov és mtsai.,, 2012). Génbankot alapithatunk,
amely farmakognoéziai szempontbol fontos ndvényeket tartalmaz. Az in vitro
génbankok szerepe jelentds, hiszen tenyészedényekben, kontrollalt
koriilmények kozott nevelhetiink és tarolhatunk egyedeket, melyek
genetikailag azonosak az eredeti él6helyrdl begylijtott ndvényekkel, és
farmakologiai szempontbol is jelentések. A genetikai azonossag azonban nem
mindig biztositott a szdvettenyésztési eljarasok alkalmazasa soran, hiszen a
sok esetben hasznalt névekedés serkenté hormonok, kiilonos tekintettel a 2,4-
diklor-fenoxi-ecetsavra képesek genetikai variabilitast okozni, ami
konzervaciobiologiai szempontbdl 1ényeges szempont (Dudits és Heszky,
2003). Az antioxidansokrdl ismeretes, hogy fontos szerepet jatszanak az

¢lélények oxidativ stresszel szembeni védelme sordn. A ndvények



antioxidans véddrendszere rendkiviil sok alkotoelembdl tevodik dssze, amely
Osszehangoltan képes egylittmiikodni a szervezetet karositd szabadgyokokkel
szemben, ¢és biztositja a megfeleld mitkdodést. A sejtek szamos antioxidans
tulajdonsagu folyamattal vagy molekuldval rendelkezhetnek. Ezek szamszert
kimutatasara egyre nagyobb az igény, ennek megoldasara tobb analitikai
eljarast fejlesztettek ki. Az antioxiddnsok aktivitdsa a vizsgélt rendszerre
vonatkoz6, Osszes antioxiddns vegyiilet egylittes szabadgyok semlegesitd
(,,gyokfogd™) hatasat jelenti, jelen esetiinkben az in vitro szovettenyésztéssel

eléallitott szovetekben, szervekben (Blois, 1958; Brand és mtsai., 1995).



1.2. Célkitiizés

Célkittizéseink kozott szerepelt, hogy a hovirdag nemzetségbdl a
Galanthus nivalis (kikeleti hévirag) Galanthus elwesii (pompas hovirag),
Galanthus woronowii (Moronov-hovirag), a tézike nemzetségbdl a Leucojum
aestivum (nyari tozike), Leucojum vernum (tavaszi t6zike) és a vetdvirag
nemzetségb6l a Sternbergia lutea (Oszi vetévirag) védett fajokbol
szovettenyészeteket indukaljunk, illetve az eredeti él6helyrdl begyiijtott
novényekkel genetikailag azonos novényeket regeneraljunk. A genetikai
variabilitdis meghatarozasara alkalmas eljards a DNS polimorfizmus
vizsgélatok koziil az AFLP (amplifikélt fragment hossz polimorfizmus). Az
AFLP technikat ndvényeknél gyakran alkalmazzdk faji identifikdcidhoz
(Després és mtsai., 2003) és populacidgenetikai vizsgalatokhoz (Baskauf és
mtsai., 2009; Coppi és mtsai., 2008). Tavlati céljaink kozott szerepel, hogy
az in vitro regeneralt novényekb6l a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékén gylijteményt hozzunk létre, amely hosszatdvon fenntarthatd. A
Galanthus woronowii és Sternbergia lutea esetében még nem allitottak eld
szovettenyészeteket, ezért szamunkra e két faj novényregeneralasi

eljarasanak kidolgozasa kiilonosen fontos volt.

Az amarilliszfélékre jellemzé amarillisz alkaloidokat koriiltekintéen
tanulmanyoztak a szakirodalomban, mint példaul a galantamint és likorint, de
e csaladon belill az egyéb alacsonyabb molekulatomegii bioaktiv anyagokat
(példaul polifenolokat) tartalmazoé sejtmentes kivonatok vizsgélata kevésbé
ismeretes (Berkov és mtsai., 2007; Harvey, 1995). Bar sok csalad és faj
esetében koztudott a gyogyaszati értékiik, a ndvényi biotechnologidban
alkalmazott szovettenyésztési eljards soran nevelt, az amarilliszfélékhez
tartozd novények antioxidans aktivitasat €s annak ¢€lettani hatterét kevésbé
kutattak. Ezért tovabbi célkitlizéseink kozott szerepelt, hogy a fent emlitett

hat faj enzimatikus, valamint nem enzimatikus antioxidans aktivitasat-
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vizsgalatat elvégezziik az alabbi modszerekkel:

nativ poliakrilamid gélelektroforézis (PEG) a peroxiddzok ¢és
katalazok aktivitasanak kimutatasara (Hamid és Rehman, 2009;
Hamvas ¢s mtsai., 2010),

a szabadgyokoket semlegesité aktivitas az ABTS (2,2'-azino-di-(3-
etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
gyokok gatlasanak mérésével,

a teljes polifenol tartalom meghatarozasa pedig Folin-Ciocalteu (FC)
modszere alapjan (Grubersic és mtsai., 2005; Katalinic és mitsai.,

2006; Miliauskas, 2003; Singleton és Rossi,1965).



Célkitiizéseink osszefoglalva:

a) Galanthus nivalis (kikeleti hovirag) Galanthus elwesii (pompas hovirag),
Galanthus woronowii  (Moronov-hovirag) szovettenyésztési eljarasanak
kidolgozasa ¢és novényregeneralas, G. woronowii esetében elséként a
szakirodalomban, G. nivalis esetében pedig emriogén kallusz fejlédésén
keresztiil torténd ndvényregeneralas elséként a szakirodalomban

b) Galanthus nivalis eredeti ¢l8helyr6l begylijtétt novények és
szOvettenyésztéssel eldallitott regeneralt novények genetikai variabilitas
vizsgalata AFLP modszerrel

c) Leucojum aestivum (nyari t6zike), Leucojum vernum (tavaszi tozike)
szOvettenyésztési eljarasanak kidolgozasa és novényregeneralas

d) Sternbergia lutea (Oszi vetOvirag) szovettenyésztési eljarasanak
kidolgozasa és novényregeneralas a szakirodalomban elséként

e) Szovettenyészet gyljtemény (in vitro védett ndvények, mas
modellnévények pl. Phragmites australis) bdvitése ¢és fenntartasa a
Debreceni Egyetem Novénytani Tanszékén

Az eredeti ¢l6helyrdl begylijtott szovettenyésztéssel eldallitott genetikailag
azonos ndvényeink antioxidans aktivitdsanak meghatarozasa:

f) nem enzimatkius antioxidans aktivitds kimutatasa: a teljes polifenol
tartalom meghatarozasa Folin-Ciocalteu (FC) mddszerrel, a szabadgyokoket
semlegesité aktivitas az ABTS (2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon
sav), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyokok gatlasanak mérésével

g) nativ poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) a peroxidazok és katalazok

aktivitasanak kimutatasara



2. Irodalmi attekintés

2.1. A kutatasban vizsgalt novények jellemzése

2.1.1. Amaryllidaceae csalad jellemzése

A csalad olyan tobbnyire védett fajokat foglal magaba, amelyeknek
foként hagymaibdl hatoanyagokat lehet kinyerni, ezért keriilt kutatasaink
célpontjaba. Az amarillisz sz hallatdn az emberek jellemzd tobbségének a
téli idGészakban tégelyekbe iiltetett, majd kora tavasszal ablakokban piros
szinben pompazé hatalmas virdga disznévények jutnak esziikbe. Valojaban
azonban ebbe a csaladba sokféle, kiilonb6z6 mutatdos viraga, éveld,
lagyszara, hagymas novények tartoznak, amelyek gyakran kiskertek diszes
lakoéi. Ezért fontosnak tartom az 1.2. Célkitlizés ciml fejezetben emlitett Gt
nagy nemzetség, ¢és azon belill a hat altalunk felhasznélt faj részletes
bemutatdsat, abbodl a célbdl, hogy képet alkothasson az olvaso arrdl, milyen
morfologiaval rendelkeznek az eredeti ¢él0helyrdl begyljtott egyedek,
amelyekbdl késobb szovettenyészet létrehozasat ¢és ndvényregeneralast
tliztlink ki célunknak.

A legtobb 20. szézadi rendszerezésben mar eldfordultak az
amarilliszfélék (Amaryllidaceae), bar a Cronquist-rendszer egy igen tag
értelemben vett liliomféléken (Liliaceae) belill irta le. A két csaladot
elvalaszto tulajdonsag hagyomanyosan az Amaryllidaceae also allasu, illetve
a Liliaceae fels¢ allasu maghaza. A 2003-as APG Il-rendszer az
Amaryllidaceae-t a monocots kladon beliill a spargaviragiakhoz, a
hagymafélékhez (Alliaceae) sorolja, de megengedi utobbirol vald
levalasztasat is, onallé csaladként (Fay és Chase, 1996; Podani, 2003).
Mintegy 1200 fajuk tilnyomo részben meleg égovi, hazankban 5 faj dshonos

(Simon, 2000). A kozmopolita elterjedésti taxon 7 kladjaba télevélrozsas,

7


http://hu.wikipedia.org/wiki/Évelő
http://hu.wikipedia.org/wiki/Lágyszárú
http://hu.wikipedia.org/wiki/Hagyma_(szerv)
http://hu.wikipedia.org/wiki/Növény
http://hu.wikipedia.org/wiki/Cronquist-rendszer
http://hu.wikipedia.org/wiki/Liliomfélék
http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Magház&action=edit&redlink=1
http://hu.wikipedia.org/wiki/APG_II-rendszer
http://hu.wikipedia.org/wiki/Monocots
http://hu.wikipedia.org/wiki/Klád
http://hu.wikipedia.org/wiki/Spárgavirágúak
http://hu.wikipedia.org/wiki/Hagymafélék

lagy szart fajok tartoznak. Attelel$ szerviik hagyma, hagymagumé. Viragaik
{*P3+3, (3+3), 3+(3) A3+3 G (3 )} maganosak vagy bogas tipusu virdgzatot
alkotnak. A lepellevelek ozmoforakka, a porzolevelek sztaminddiumokka
alakulhatnak. A bibe bunkds vagy mélyen haromlebenyli. Az alsé allasu
Altermésiik tok- vagy bogydszerii (Kiraly és mtsai., 2009; Tuba, 2007).

2.1.2. Galanthus nemzetség

A hoévirag (Galanthus) nemzetségbe tartozo fajok mindenki szamara
ismeretes bélyegeket hordoznak. Régebben a nénapok elengedhetetlen viraga
volt a tavasz hirndkeként. A nemzetség tiz fajanak elterjedési kdzpontja Kis-
Azsia ¢és a Balkan, de néhanyuk Eurdpa kozépsé és délnyugati részén is
el6fordul. Magyarorszagon honos a mindenki altal ismert Galanthus nivalis
vagy magyar nevén kikeleti hovirag. Megjelenését tekintve 10-20 centiméter
magas, hagymas, éveld novény. Hengeres felalld, csticsan visszahajlo szara
csupan egy bokold virdgot hordoz. A két téallasu, kékeszold levél szélas, 5-
10 centiméter széles. A harom kiilsé lepellevél hosszabb, mint a harom zold
csucsu belsd. Nyirkos erddk, ligetek és cserjések tdpanyagban gazdag
humuszos valyogtalajok lakdja. Kimondottan szereti a lombos elegyes-,
szurdok- és ligeterdoket, valamint a hegy- és dombvidéki gyertyanos
tolgyeseket lakohelyéiil. A virdgzasi ideje februar-marcius kozott van, a
legkorabban virdgzé ndvények kozé tartozik (Simon, 2000). Fdéként
kozéphegységeink erdeinek kora tavaszi ndvénye, de a gylijtések
kovetkeztében szamos kiskertben is megtalalhato. A kikeleti hovirag az
Eurépai Uni6 teriiletén védett fajnak szadmit, tobb természetvédelmi
jogszabalyban és egyezmény listaban is szerepel. A hovirag 2005 ota védett,
2007-ben Magyarorszagon is védetté nyilvanitottak. Természetvédelmi értéke
10.000 Ft. A Galanthus elwesii mas néven torok vagy pompas hovirag Dél-

Ukrajnaban, Kis-Azsiaban és a Balkdnon 6shonos. Széles, nagyméretli
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levelei sziirkészold szintiek, viszonylag nagytermetli, olykor mar
decemberben virdgozni kezd. Kertészeti példanyait eldszeretettel {iltetik
Kiskertekben, am azok jellemzdéen terméketlenek. A Galanthus woronowii
vagy mas néven Voronov-hovirdg a nagy orosz novénygyijtérol, Jurij
Nikolaevics Voronovrél kapta a nevét. Természetes él6helye Eszakkelet-
Torokorszag és Nyugat-Kaukazusban talalhatd. Magassaga akar 30-40cm is
lehet (Davis, 1999; Kerényi és mtsai., 2008; Kiraly és mtsai., 2007). A 6
amarillisz- alkaloidok kozott els6sorban a galantamint tartjdk szamon
ezekben a novényekben. A galantamin alkaloid acetilkolineszteraz-gatld
hatassal rendelkezik. Hasznaljak példaul koros izomgyengeség kezelésére, a
curare-vegyiilet hatasa kovetkeztében fellépd izomernyedtség
megsziintetésére, gyomor, bél, holyagrenyheség ellen, valamint miitéteknél.
Manapsag kedvezo hatasat tapasztaljak az Alzheimer-kér gyogyitdsa terén
(Henrich és Lee Teoh, 2004). A kikeleti hoviragban megtalalhatd lektin
szarmazék, a GNA (Galanthus nivalis agglutinin) hatasat bizonyitottak
kartevok, példaul levéltetli larvak és szamos ragcesaloval szemben (PingHua
¢és mtsai., 2004), tovabba kutattdk gatlo hatasat a széles korben elterjedt HIV

virus ellen (Balzarini és mtsai., 2003,2007).

Galanthus nivalis, foto: dr. Molnar V. Attila

2017-ben a hovirag ismét az emberek figyelmének kozpontjaba kertilt
és az év vadviraganak valasztottidk Magyarorszagon. Erdekességként

elmondhaté a hovirdgrol, hogy mar a gorogdk is tapasztalhattdk aldasos



hatasat. Haromezer évvel ezelétt Homérosz eposzaban, az Odiisszeidban
Hermész varazsfiivet adott Odiisszeusznak, és ez hatastalanitotta a mérget,
melyet Kirké istennd a hds boraba kevert. A gyogynévény mely immunissa
tette Odiisszeuszt a méreg okozta amnéziaval szemben nem volt mas, mint a

hovirag.

2.1.3. Leucojum nemzetség

A Leucojumok (t6zikék) nemzetségének két ismert faja a Leucojum
vernum (tavaszi tézike) és a Leucojum aestivum (nyari tzike). A tavaszi
tézike ligeterddk, gyertyanos-tdlgyesek és bilikkdsok novénye. Elterjedési
terlilete keletre egészen Ukrajnaig tart ¢s Kozép-Eurdpaban is dshonos. Akar
15-3 cm magasra is megndhet. Jellemz6 ra, hogy egy, ritkan két bokolo virag
fejlédik a hajtason. Mind a hat lepellevél egyforma, melyeknek a csucsa alatt
sargaszold folt jelenik meg. Toktermése sargas. A nyari tézike 2013-ban
Magyarorszagon elnyerte az év vadviraga cimet. Jellemzéen magasabb, mint
a tavaszi tozike, akar a 60 cm-t is elérheti, valamint késébb virdgzik. A
tékocsany rendszerint nem hosszabb a levélnél, tobbnyire 3-5 virdga. A
magvak feketések. A Leucojumok hagymaiban szintén megtalalhatdé az
amarillisz alkaloidok koziil példaul a likorin, galantamin, narwedin (Berkov
¢s mtsai., 2008). Laperddk, nedves rétek, és puhafas ligeterdék lakoja.
Elterjedési teriilete Dél- ¢és Délkelet-Europa, Kozép-Eurdpaban csak
meghonosodva ¢l. Magyarorszagon féleg a Dunantalon taldlhatdo meg, és az
Alfold egyes részein, de ott ritkdbb. Hazankban mindkét faj védett,
természetvédelmi  értékiik tovenként 10.000 Ft. A nyari tdzike
veszélyeztetettség kozeli listan szerepel a hazai Vords listas fajok kozott
(Kiraly és mtsai., 2009; Schonfelder 1. és Schonfelder P., 2001; Takacs és
Molnar, 2014).
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2.1.4. Sternbergia nemzetség

A vetévirag nemzetségébe tartozé fajok Dél-Eurdpatol Kozép-Azsidig
talalhatok meg, Torokorszagban a leginkabb elterjedtek. Rajuk is jellemz6 az
amarillisz alkaloidok hagyméban torténé megjelenése. Magyarorszagon a
Sternbergia colchiciflora, magyar nevén apré vetévirag az Gshonos, védett,
természetvédelmi értéke 10.000 Ft. A munkidnk sordn egy masik
magyarorszagi nem 6shonos fajt vizsgaltunk az 6szi vetéviragot (Sternbergia
lutea). Elnevezését onnan kapta, hogy oktoberben nyilnak a viragai, melyek
csak megfeleld csapadék ellenében kozvetleniil a foldbol bujnak ki. A
virdgok jellemzden ¢élénksarga szinezetliek, levelei sziirkés zoldek és
csavarodoak. Levelei alapjan konnyen Osszetéveszthetbek a Crocus
nemzetséggel.  Sztepprétek, bokorerddk kedvelt lakdja, kertekben
disznovényként eldszeretettel iiltetik (Ciampolini és mtsai., 1990; Kiraly és

mtsai., 2009).

Leucjum aestivum, Leucojum vernum, Sternbergia colchiciflora fotok: dr.
Papp Laszlo, Loki Viktor
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2.2. Természetvédelmi vonatkozasok

Az 1.1. Bevezetés cimi fejezetben emlitésre keriilt, hogy bar a
csaladba tartozé fajok koziil j6 néhanyat kerti névényként tartanak szamon
(példaul, tévesen a Galanthus nemzetség fajait), tobb faj védettséget élvez. A
konzervaciobiologiaban kiemelt figyelemben részesitik a védett, esetleg
gazdasagilag jelentés fajok védelmét. Fokozottan tanulmanyozzak a
morfologiadjukat, okoldgiai igényliket, begylijtik a szaporitd képleteiket,
mesterséges koriilmények kozott tanulmanyozzdk a magok fertilitdsat, és
mikroszaporitasi eljardsokat dolgoznak ki, hogy ritka fajok egyedszamat, és
az altaluk termelt foként gydgyaszatban alkalmazott hatdanyagok hozamat
noveljék. Bar az amarillisz csaladban megjelend és altalanosan jellemzd
masodlagos anyagcseretermék, a galantamin szintetikus el6allitasa
megoldott, a legolcsobb beszerzési formaja mégis a hagyma begyijtése,
gondot okozva ezzel a természetvédelemnek (Takécs €s Molnar, 2014). Az
Amaryllidaceae csaladbdl olyan fajokat vonunk be a kutatasainkba, amelyek
védettek és gyodgyaszati szempontbdl is jelentdséggel birnak és antioxidans
aktivitasuk még nem vizsgalt (Racz, 2012). Ebben a fejezetben 6sszegeztem
azt, hogy a mai 21. szazadi Magyarorszagon milyen intézkedések valosulnak
meg annak érdekében, hogy a jové generacioi szamara az altalunk
tanulméanyozott fajok ne csak génbankokban legyenek megtekinthetéek. Az
embert koriilvevo flora €letlink részét képezi, ezért ismerete €s megovasa mar
gyermekkorban fontos. A novények tanulmanyozasahoz elengedhetetlen a
begylijtésiik, de ez mar nem csak fizikai értelemben valdsulhat meg.
Vilagunk fejléddésével, a digitalizacid széles elterjedésével nincs sziikség a
védett vagy sok esetben veszélyeztetett fajok természetes €16helyérdl torténd
gyljtésére. 1982-t61 Magyarorszagon, a madarakon és a rovarevo
kiseml6sokon kiviil mas gerinces €s gerinctelen allat, valamint névényfajok

is torvényes oltalmat kaptak és megallapitasra keriilt az eszmei értékiik is.
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Védettek lehetnek kulturdlis, tudomanyos, vagy mas kozérdekbdl az arra
érdemes ndovény és allatfajok, ezek tarsulasai, kiilonleges értéket képezd
novénytelepitések. Torvényes eszmei értéke van minden védett fajnak.
Novények esetében ez 2000 Ft-tol tobb 10.000Ft-ig terjedhet (Juhasz, 2008).
Az ¢l0helyek megdrzésére iranyuld tevékenységek Magyarorszagon jo
iranyba haladnak. A 60-as évekt6l fokozott gazdasagi tevékenység olyan
mértéki degradaciot eredményezett, amely szamos faj pusztuldsahoz
vezetett. A Magyar K6zlony 2012. évi 128. szdmaban tajékozddhatunk az 4j
rendeletrdl: ,,a vidékfejlesztési miniszter 100/2012. (IX. 28.) VM rendelete a
vedett és a fokozottan védett névény- és dllatfajokrol, a fokozottan veédett
barlangok kérérdl, valamint az Eurdpai Kozdsségben természetvédelmi
szempontbol jelentés novény- és dllatfajok kozzétételérol szolo 13/2001. (V.
9.) KoM rendelet és a novényvédelmi tevékenysegrol szolo 43/2010. (IV. 23.)
FVM rendelet modositasarol”, amelyben védett és fokozottan védett fajok,
valamint természetvédelmi értékiikk besoroldsarol szolé modositadsokat is
olvashatjuk, tobbek kozott felsorolva Amaryllidaceae fajokat is, ezzel
bizonyitva szamunkra is fontos jelentdségiiket. Az amarilliszfélék mutatos
viraguk miatt kozkedveltek lettek az illegalis kitermeld és értékesitd
halozatok szamara. Jo példa a kikeleti hovirag (Galanthus nivalis), mely az
Eurépai Uni6 teriiletén védett fajnak szadmit, tobb természetvédelmi
jogszabaly ¢s egyezmény listazza. Kereskedelmi céla gylijtése ipari
méreteket Oltott, mely tobb orszag allomanyanak létét veszélyezteti, ez lett
védettségének az oka. A CITES (Egyezmény a veszélyeztetett vadon €16
allat- és novényfajok nemzetkozi kereskedelmérdl) tiltja a kikeleti hovirag
orszagok kozotti kereskedelmét, mert bar jelenleg kipusztuldssal nem
fenyegetett a faj, de nemzetkozi kereskedelmét szabalyozni kell ahhoz, hogy
a vadon ¢l allomanyok ne keriiljenek kritikus helyzetbe, €s a genetikai

sokszinliség fennmaradhasson (Farkas, 1999; Kiraly és mtsai.,, 2007). A
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megfeleld in vitro szovettenyésztési eljaras kidolgozasa lehetséget ad arra,
hogy laboratoriumi koriilmények kozott nevelt és folyamatosan szaporithatd
védett novényeket meglrizziik, ezzel is segitve az adott faj fennmaradasat a

jOVO6 kor szamara.

2.3 Alap- és alkalmazott kutatasban felhasznalt névényi in vitro
tenyészetek és jelentoségiik

2.3.1. In vitro novényi szovettenyésztés

A steril koriilmények kozott végzett vegetativ mikroszaporitas a
novényi biotechnoldgianak az a teriilete, amelyet jelenleg a legszélesebb
korben alkalmaznak a gyakorlatban, illetve az iizemi technoldgidnak a
részévé valt. Az in vitro szaporitasra felhasznalt inokulumok (a névény olyan
része, amely merisztéma-, kambialis- €s parenchima- szovetet tartalmaz)
olyan kisméretliek, hogy csak steril koriilmények kozott tarthatok életben
kiviilrdl potolt tapanyagok és fejlddést szabalyozo vegyliletek segitségével.
Ezen eljaras magaba foglalja a kallusz, sejtszuszpenzidos és protoplaszt
tenyészeteket, valamint a mikropropagécios eljardsokat. A ndvényi sejt
dedifferrencialodas sordn képes totipotensé valni és egy differencialatlan
sejttomeget az uigynevezett kalluszt 1étrehozni. A differencidlodas mértéke, a
fejlédés liteme a genotipustol €s a tenyésztés koriilményeitdl nagyban fligg,
ezért eltérd lehet (Maro6ti, 1967). A kalluszosodas eltérd aranyua szintetikus és
természetes auxin, vagy citokinin tipusi hormonokkal megfeleld taptalajon
indukalhato. A fejlédd kallusz tobbszori atoltassal folyamatosan fenntarthatd
és szaporithatd. A sejtek differencialodasanak indukcioja szintén lehetséges in
vitro, ezt nevezzik redifferencialddasnak, mely folyamat eredménye lesz a

novényregeneracid (Dudits és Heszky, 2003; Skoog és Miller, 1957).

Novényi szovetkultarakban a novényregeneralasnak kétféle utja lehet,

az organogenezis ¢€s az embriogenezis. A jarulékos hajtastenyészetek
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organogenezissel alakulnak ki. Kiilonb6z6 szervekbdl és szovetekbdl is
indukalhaté a ndvényregeneralds leggyakoribb Utja, az organogenezis. Fobb
szakaszai a kovetkezOk: hajtascsucs differencialodasanak indukcioja,
hajtascsticsok fejlodése €s sokszorozodasa, és a hajtdsok gyokereztetése
(Dudits és Heszky, 2003). Az eddigi szakirodalmi tapasztalatok azt mutatjak,
hogy a jarulékos hajtasfejlodésre legnagyobb hatassal a ndvényi hormonok
vannak (Brettel és mtsai., 1980; Dalton, 2013; George és mtsai., 2010;
Razdan, 2003; Skoog ¢s Miller, 1957; Vasil és mtsai., 1982). A fejlodo
hajtasok gyokereztetéséhez, pedig altaldban indolvajsav (IBA) és a-
naftilecetsav (NAA) hasznalhatdo sikeresen. Az embriogenezis soran
szomatikus embriok képzddnek. A ndvényregeneralds sordn a szomatikus
embriok altaldban bipolaris fejlddést mutatnak (Dudits és Heszky, 2003). A
biotechnologidnak a ndvénynemesitésben alkalmazott legfontosabb
modszerei kozé tartozik a kalluszkultira és a sejttenyészet. Ezen eljarasok
elénye, hogy koltségiikk viszonylag alacsony. Ivaros uton nehezen
szaporithatd novények tomegesen dallithatok elé6 a mikroszaporitas

segitségével.
A novényi szovettenyészetek alkalmasak:
e laboratoriumi modell kisérleti rendszerek kidolgozésara
¢ pollen-inkompatibilitas megkeriilésére
e transzgénikus novények eldallitdsara
e genetikai variabilitds indukcidjara (szomaklonalis variabilitas

e fajok, fajtak konzervalasira (mélyfagyasztott sejttenyészetek és

embridkultarak)

e masodlagos anyagcseretermékek (pl. gyodgyszerek, gydgyhatasu
anyagok) termelésére
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e illetve merisztématenyészetek segitségével virusmentes ndvények
eléallitasara (Demeter és mtsai., 2010; Dudits és Heszky, 2003;
Szalai, 2006.)

Sejt
protoplaszt
kallusz
szuszpenzio

~

organogenezis [ embridgenezis ]

/ N l

merisztéma [ szerv differencialodas ][ levél ][ neomorf ]

/ ]\b !
ha]tas [ gyokér ] [ hagyma ][ gumo ][ virag és egyéb] [ embrio ]

llll |

névény ]

]

1. abra. A morfogenezis alternativ tjai a magasabbrendii novények sejt- és

szovettenyészeteiben (Dudits €s Heszky, 2003)
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2.3.2. Szekunder metabolitok jelenléte és az amarilliszfélék

szovettenyésztése

A szekunder metabolitok altalanos jellemzése: a szekunder
metabolitokat mas néven masodlagos anyagcseretermékként emliti az
irodalom. Jellemz6 rajuk, hogy az elsddleges anyagcsere kiindulasi
anyagaibol vagy intermedierjeibdl képzddnek. Energetikai szempontbol
koltséges a termelddésiik, ezért a szekunder metabolitok mennyisége, testen
beliili eloszldsa és bioszintézisiik idOzitése Osszetett szabdlyozas alatt all.
Nem sziikségesek az alapvetd életfolyamatokhoz, de eldnyt biztositanak a
kornyezettel valo interakciok soran. Nem altalanosan elterjedt anyagok a
novényvilagban, hanem specifikusak (Fodorpataki, 2009). Egyedenként igen
eltéréek lehetnek, valtozhat a kémiai felépitésiikk és a mennyiségiik is.
Mikodésiikre az egész élolénynek sziiksége van és nem csak az azokat
szintetizal6 sejteknek. A tudomany jelenlegi allasa szerint a ndvényvilagban
az ismert szekunder metabolitok szama tOobb szazezerre tehetd, és
alkalmazasuk  eléfordul a  kornyezetkiméld  ndvényvédelemben
(biopeszticidek), egészségiigyben (gyodgyszerek alapanyagaként) és a

kozmetikai iparban is. A masodlagos anyagcsere termékei lehetnek:

e Fenoloidok, példaul: sikiminsav, fenilalanin, fahéjsav,

flavonoidok, xantonok, galluszsav, ubikinonok, K-vitamin,
kumarinok

o Poliketidek, példaul: palmitinsav, sztearinsav, gliceridek, kutin

e Terpenoidok, példaul: kamfor, mentol, krizanténsav,

abszcizinsav, koleszterol, gibberellinek, karotinok, zeaxantin,
kaucsuk

e Azotoidok, példaul: klorofillok, auxinok, alkaloidok
(Fodorpataki, 2009; Lang, 1998)

17



Nemzetségek és
fajok

Szekunder
metabolitok

Felhasznalas

Hivatkozas

Leucojum aestivum

Leucojum vernum

Alkaloidok, koztiik
galantamin:
acetilkolineszteraz
gatl6 hatassal
rendelkezik.

koéros izomgyengeség
kezelésére a curare-
vegyltilet hatasa
kovetkeztében fellépd
izomernyedség
megsziintetésére,
gyomor, bél,
hoélyagrenyheség
ellen, valamint
miitéteknél
alkalmazzak

Schonfelder 1. és
Schonfelder P., 2001

Heinrich és Lee Teoh,
2004

Galanthus nivalis

Galanthus elwesii

Galanthus ikariae

Galantamin, likorin,
hemantamin,
nartazin

Galanthus nivalis
agglutinin (GNA)
lektin

galantamin: Gjabban
kedvez6 hatasat
tapasztaljak az
Alzheimer-kor
gyogyitasa terén
toxikus hatdsu szamos
kartékony rovarra,
ragcsalora HIV-virus
elleni gatlo hatas

Ping Hua és mtsai.,
2004

Balzarini és mtsai.,
2004

Berkov és mtsai.,
2007

Sternbergia
fischeriana,
Sternbergia lutea

likorin, galantamin

fajdalomesokkento,
gyulladascsokkentd,
majvédo tevékenység

Citoglua és mtsai.,
2012

Régebben a
Narcissus Ea}rmszh'ajtasl(()l’(at Schonfelder 1. és
pseudonarcissus hemantamin, anytatoszerkent Schénfelder P. , 2001
- . . galantamin alkalmazta a népi '
Narcissus jonquilla homolikorin manag;f;ggyﬁzz?;énés Takos és mtsai. , 2013
Narcissus bujei légutak gybgyitasira Choy és mtsai., 1999
alkalmazzak

1. tablazat. Masodlagos anyagcseretermékek jelenléte az amarilliszfélékben
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Az amarilliszfélék és hagymafélék egy kladba tartoztak. A klad (Alliaceae,
Amaryllidaceae, Agapanthaceae) levalasa és késobb az Alliaceae, a
hagymafélék csalad kiilonvalasa a fels6 kréta idoszak kezdetén
kovetkezhetett be (Tuba, 2007). Mindkét csalddra jellemzd, hogy atteleld
szerve a hagyma. Az Allium cepa (voroshagyma) in vitro szovettenyésztési
eljarasat és gyakorlati jelentdségét 1982-ben megjelent cikk irja le. Ebben a
kutatasban 4-5 mm-es explantatumokat helyeztek Murashige Skoog taptalajra
(Murashige ¢és Skoog, 1962) melyet Gamborg -féle (Gamborg és mtsai.,
1968) vitaminokkal és 30g/l cukorral valamit 6g/l agar-agarral egészitettek
ki. A szaporito taptalajt a-naftil ecetsav (NAA) és benzil-amino-purin (BAP)
kiilonféle hormonkombindcidival egészitették ki. A kisérlet sikerességét
bizonyitja, hogy merisztéma, majd kalluszkultira fejlodott melybdl késébb
jarulékos szerv tenyészetet €s in vitro génbankot hoztak 1étre (Fary és mtsai.,
1982) Az amarilliszfélék szovettenyésztésére altalanosan elmondhat6, hogy
szacharozzal kiegészitett Murashige-Skoog taptalajon hagyomanyos
modszerekkel vegetativ vagy generativ ndvényi részbdl eltérd auxin és
citokinin tipusu hormonokkal hoztak létre in vitro tenyészeteket. Leucojum
aestivum és Lillium rhodopaeum hagyma, levél, hajtas és mag morfogenetikai
valaszat vizsgaltak Stanilova és munkatarsai. A L. aestivum esetében a levél,
mig a L. rhodopaeum esetében a hagyma bizonyult megfeleld
explantatumnak. Organogenezist tudtak létrehozni 1 mg I BA +1 mg It KIN
hozzaadasaval MS taptalajon, illetve 0,5 mg 1! BA+ 0,1 mg I* KIN LS
(Linsmaier €s Skoog) hormondsszetételii taptalajon (Stanilova és mtsai.,
1994). Tobb esetben az alkaloidok késébbi kivonasa volt a cél. A Leucojum
aestivum fiatal termésébél 1étrehozott kezdeti kallusz tenyészetet 4 mg 1 2,4-
D és 2 mg I BA hormonokkal kiegészitett MS taptalajon nevelték, majd 1.15
mg I NAA és 2.0 mg I BA hormonésszetételli MS taptalajra helyezték. Az
igy kapott hajtds kezdeményekben felhalmozddott galantamint igyekeztek
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kivonni és tanulméanyozni. Koriilbeliil nyolcvan hajtastenyészetbdl voltak
képesek kinyerni 2.5 mg 1" galantamint (Pavlov és mtsai., 2007). Ez a
kisérlet bizonyitotta, hogy a mesterséges korilmények kozott nevelt
tenyészetekbdl is lehetséges a gyodgyaszatban hasznalatos alkaloidot kinyerni.
2013-ban Ptak ¢és munkatirsai azonban 1jabb vizsgalatokat végeztek
Leucojum aestivum kalluszokon, annak érdekében, hogy in vitro eléallitott
novényekbdl galantamint tudjanak kivonni. A 2,4-D, pikloram (4-amino-
3,5,6-triklor-ecetsav) és dikamba (3,6-diklor-0-anizssav) (25 és 50 uM
koncentracidban) hatdsat vizsgaltdk emriogén kallusz képzésre és alkaloid
felhalmozddasra. Az auxinok koziil nagyobb embriogén morfogén valasza
volt a 2,4-D-nek, de az alkaloid képz6dés mindhirom auxin esetében
megvalosult, azonban kisebb koncentracid hasznélata sordn (Ptak és mtsai.,
2013). A Leucojum vernum in vitro tenyésztése soran kiilonb6z6 ndvényi
novekedést szabalyozo hormonokkal vizsgaltak, hogy melyik alkalmasabb
stabil szOvettenyészet létrehozasara. Az embridk fejlddését leginkdbb BA és
NAA jelenlétében figyelhették meg (Ptak., 2010). Kilenc narcisz faj
bevonasaval kisérleteztek ki egy altalanosan alkalmazhatd szovettenyésztési
eljarast Seabrook €és munkatarsai (Seabrook ¢€s mtsai., 1976). Céljuk egy
olyan hormondsszetételli taptalaj létrehozasa volt, amely altalanosan
alkalmazhat6 a Narcissus nemzetség fajainak mikroszaporitasa soran. Hajtas,
gyokér ¢és levél explantatumokat helyeztek modositott MS taptalajra,
melynek induld hormonkoncentracidja 1 mg I NAA +10 mg I BA, 2 mg I
NAA+ 2 mg I BA volt. Kalluszok megjelenését tapasztaltik, majd ezeket
hosszabb tdvon 2 mg I NAA +2 mg I BA tartalmu tapkozegen nevelve
névények megjelenését tapasztaltak. Gyokeresedést 4 mg 1" NAA +4 mg 1™
BA hormondsszetételii taptalajon hoztak 1étre. Narcissus bulbocodium fajbol
4 mg I BA, 0,12 mg I NAA és 2 mg 1" BA 1 mg I'* IBA hormonokkal

kiegészitett MS taptalajon is allitottak eld sikeres szovettenyészetet (Santos
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¢s Salema, 1998). Narcissus pseudonarcissus (csupros narcisz) fajbol is
indukaltak szovettenyészeteket, melynek hatdéanyagait napjainkban hanyas,
hasmenés, 1égutak megbetegedésének enyhitésére hasznaljak (Schonfelder 1.
és Schonfelder P., 2001; Sage és Hammat, 1999). Piros liliom (Nerine
sarniensis) esetén, novényi szovettenyésztés soran indukaltak hagyma
explantatumokbdl hagymakezdeményeket. A legnagyobb szdmban 3%
szachar6z, 0,01-0,2 mg I" NAA és 0,2 mg 1" BA- nal kiegészitett MS
taptalajon tudtdk produkalni a hagyma inokulumokat (Vishnevetsky és mtsai.,
2003). Galanthus elwesii (pompas hovirag) hagymajabol allitottak el6
szovettenyészetet BA, NAA, 2,4-D hormon-osszetételi MS taptalajon
(Pawowska és mtsai., 2008). A kezdeti hormondsszetételt az alaptéptalajon
késébb a nagyobb kallusz elérése érdekében 2 mg 1! BA +2 mg I IBA
hormonkoncentraciora cserélték ¢és a kalluszok 25% -os ndvekedés
serkentését tapasztaltdk. A megnovekedett kalluszok mellett azonban
elmaradt a hajtas, viragos képlet megjelenése, ezért ennek érdekében sotéten
nevelték BA és NAA hormon-osszetételli taptalajon (Tilly-Mandy és mtsai.,
2006). A Galanthus ikariae esetében gyokeret és hagymat vizsgaltak
kiilonb6z6 mennyiségben hasznalt NAA, suc. és aktiv széntartalma MS
taptalajon. 23 °C-on 16/8 h fény mellett 16 hétig egy steril és a feltételeknek
megfeleld szovettenyésztd szobdban nevelték a kalluszokat. A legjobb
gyokérképzodést 0.5 mg I NAA koncentracion érték el, magat a hagyma
inokulumokon térténd kallusz indukciot 1/8 erdsségli MS taptalajon 0,5%
aktiv szén, 0,5 mg 1" NAA és 60g/l suc jelenlétében voltak képesek
produkalni 4 °C-n 8 hét alatt (Tprdamaz és mtsai., 2003). A Sternbergia
fischeriana hagymajabol létrehozott kezdeti kallusz tenyészetet 4 mg I BA
és 0,25 mg I NAA és 2 mg I™* 2,4-D hormonokkal kiegészitett MS taptalajon
nevelték a tenyészet inditasakor. Ezen nagy szdmban regeneraltak hagymakat

(tobb mint 80 hagyma/explantditum) (Mirici €s mtsai., 2005). A vetdvirag
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genus esetében folytak elsddleges vizsgalatok antioxidans tartalom
tekintetében. Ezek a vizsgalatok csak nativ (természetes kornyezetben
eléforduld) novényeken torténtek meg, szdvettenyészetekben nem. Az elsd
mérési eredmények a S. fischeriana faj vizsgalatabol szarmaznak. A S. lutea,
S. fischeriana esetében alacsony antioxidans aktivitas figyelhetd meg,
amelyrdl feltételezhetd, hogy kapcsolatban 4ll a teljes fenol és flavonoid
alacsony tartalmaval. Az antioxidans tartalmu gyogynovényeket altalaban
kapcsolatba hozzak a fenol tartalommal (Orhan és mtsai., 2011). Sternbergia
clusiana szovettenyésztését a ndovény hagymajabol inditottak el IBA és BA
hormontartalmu taptalajon. A megfeleld hormonkoncentraciok (10 mg 1™
IBA+ 1 mg I BA) esetében sikeres hagymaprodukciot hajtottak végre (Oran
¢és Fattash, 2005).
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. Tap- Hormon- Morfogén . .
Faj Szerv talaj osszetétel valasz Hivatkozis
evél 1mglI*BA+1
Leucojum aestivum haths MS, mg I KIN+ kallusz, Stanilova és
Lillium rhodopaeum J ) LS 0,5 mg I1BAO,1 hajtas mtsai., 1994
termes 1
mg I KIN
: : . 4mg1'2,4-D+ Pavlov és
Leucojum aestivum termés MS 2mg I' BA kallusz mtsai.. 2007
. . 1mg I BA, Ptak és mtsai.,
Leucojum vernum levél MS 2 mgl: NAA kallusz 2010
haiths 1mg I NAA +10
Narci —otsd (J:'»ké; Ms M9 I"BA 2mgl kallusz, Seabrook és
arcissus nemzelseg | BYOXCL, INAA+2mg ' egésznovény — misai., 1976
levél
BA
Narcissus 4mg I'tBA, o Santos és
bulbocodium hagyma  MS 0,12mgl NAA hajtds mtsai., 1998
Narcissus hagyma MS 5mg I 2,4-D+ kallusz, Sage Hammatt,
pseudonarcissus hajtas 1,5mgI* BA hajtas 1999
0,01-0,2mg I ) \
Nerine sarniensis hagyma MS NAA, 0,2 mg I hagyma VIShne.V etsky és
mtsai., 2003
BA
4mgl24-Dr  kallusz, e
Narcissus confusus hagyma MS 1mgI*BA hajtas, ”
1 11 1999
1mg ™ KIN gyokér
kallusz,
. 2mg I'BA hajtas, Tilly-Mandy és
Galanthus elwesii hagyma MS 2 mg I IBA ayokér- misai., 2006
képzddés
Galanthus hagyma vs | 0.5mg I NAA haiths ]r;wptrs(;?m%oég
ikaire ayokér 0,2-1% aktiv szén J .
-1
_ 10 Tng Il'l E":"' 1 Oran és Fattash,
Sternbergia hagyma MS g hagyma 2005
clusiana
4mg It BA és
Sternbergia hagyma Ms  0.25mg ™ NAA kallusz Mirici és mtsai.,

fischeriana

2. tablazat. Amaryllidaceae fajok in vitro szovettenyésztésére kidolgozott

eljarasok

és2mglt2,4-D
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2.4. DNS Polimorfizmus vizsgalati moédszerei, AFLP

A DNS-polimorfizmus vizsgalatdhoz novényekben régota hasznalnak
genetikai markereket. A DNS polimorfizmus egy adott DNS szakasz
bazissorrendjének, egy génnek vagy DNS szakasznak a variacioit jelenti. A
genetikai markerek konnyen vizsgalhatd, mendeli modon 6roklodo és a
populacidoban nagy polimorfizmust mutaté genomszakaszok. A molekuléris
markerek alkalmazéisanak egyik nagy elonye a morfologiai markerekkel
szemben, hogy a genom igen nagy részét hasznalhatjuk markerként,
segitségiikkel meg lehet hatarozni gének, szekvencidk pontos helyét,
helyzetét a kromoszéman. Ezek altalaban nem jelennek meg a fenotipusban,
hanem valamilyen szekvencia- vagy méret meghatarozassal derithet6k fel
(Dedk, 2010).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), azaz amplifikalt
fragment hossz polimorfizmus: a mi vizsgalatainkban is alkalmazott
technikat Zabeau és Vos (Key Gene, Hollandia) 1993-ban szabadalmaztatta
és 1995-ben publikalta (Vos €s mitsai.,, 1995). A moddszer lényege, hogy
ismeretlen szekvenciagju  kromoszomalis  restrikcios  fragmentumokat
amplifikalnak PCR-rel. Az AFLP modszer harom {6 Iépése a templatkészités,
a fragmentum amplifikacio €s a gélanalizis. Az AFLP technikat novényeknél
gyakran alkalmazzdk faji identifikdciohoz (Després ¢és mtsai., 2003) és
populacidgenetikai vizsgalatokhoz (Baskauf és mtsai., 2009; Coppi és mtsai.,
2008). A technika elénye, hogy egyenletes eloszlasban a teljes genomot
lefedve nagy mennyiségli informécidhoz jutunk a vizsgalt szervezetet
illetden, igy kapcsoltsdgi térképek készitéseéhez ¢és Osszehasonlitd

vizsgélatokhoz hasznaljak.
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A PCR-t (polimeraz lancreakcio; Polymerase Chain Reaction), 1985-
ben fedezték fel, amellyel in vitro modszerrel enzimatikus Uton
sokszorozhatunk meg (amplifikalhatunk) kromoszomalis vagy klonozott
DNS célszekvencidkat hdstabil DNS polimerdz enzim (Taq polimeraz), és
lanckezd6 oligonukleotidok (primerek) segitségével (Reineke és Karlowsky,
2000). A folyamat ,thermocyclerben” zajlik, amelyben a hdmérséklet

gyorsan €s pontosan valtoztathato.

2.5. Antioxidansok jellemzése

2.5.1. A novények antioxidans védérendszere

A kéros reaktiv oxigénformak (ROS) felgyiilemlését a novényekben
szdmos  kedvezdtlen  kornyezeti  tényezd  idézheti  el6, ami
membrankarosodashoz, enzim- és génmiikodés gatlasdhoz, fehérjeszerkezet-
meghibasodasahoz vezethet. Az oxidativ stressz elsGsorban a fotoszintézis
folyamatdhoz kapcsolodik, hiszen a nagy mennyiségli oxigén keletkezése
soran kapcsolatba keriilhet redukalo képességli molekulakkal és az oxigénbdl
veszélyes reaktiv modosulatok keletkezhetnek. Azonban a ndvényi
szervezetek hatékony antioxidans véddrendszere lehetévé teszi azt, hogy
ellenalloak legyenek a stresszhatds kovetkeztében keletkezd reaktiv
oxigénformakkal szemben és biztositsak megfelelé miikodésiiket. A karos
reaktiv oxigénformak (szuperoxid gyodkanion, hidrogén- peroxid, hidroxil
gyok, szinglet oxigén) aranyat a reaktiv oxigént termeld ¢és atalakito
folyamatok kolcsonhatasai hatarozzak meg a ndvények sejtjeiben.

Az antioxidans véddrendszer nem enzimatikus alkotoi:
e Aszkorbin-sav
e Glutation

e Tokoferol
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¢ Flavonoidok (flavonok, flavonook antocianinok)
e Karotenoidok (karotének, xantofillok)
Az antioxidans véddrendszer enzimatikus alkotoi:

e Szuperoxid-diszmutaz (SOD)

e Aszkorbat-peroxidaz

o Katalaz

e Glutation-peroxidaz

e Egyéb peroxidazok és peroxiredoxinok csoportja (Batkova és mtsai.,
2008; Dutta ¢és Datta, 2003; Fodorpataki, 2009; Larcher, 2001; Lang,
1998; Smirnoff, 2005; Szalai, 2006).

A ndvényekben leggyakrabban keletkezd reaktiv oxigénszdrmazék a
hidrogén-peroxid (H20,), mely keletkezhet szamos oxidaz altal katalizalt
reakcioban. Az oxidativ stresszel szembeni tolerancia ezért jelentds
mértékben fligg a hidrogén-peroxidot méregtelenitd szamos enzim

mitkodésétdl (Das, 2014; Fodorpataki, 2009).

Reaktiv oxigénformak Reakciok A folyamatban
képzbddése résztvevo elsédleges
oxigénforma
SZUperOXid-diSZmutéZ 20,7+ 2HY — H,0, + O, O,
(SOD)
Katalaz (CAT) 2H,0, — 0,+2H,0 H,0,
Glutation-peroxidaz (GPX)  2GSH + ROOH —GSSG + H,O0, ROOH
ROH +H,0
2GSH + H,0, — GSSG +
2H,0
Peroxidazok RH2+H202 g R+2H20 HZOZ’

3. tablazat. Reaktiv oxigénformak, és az enzimes védelmi rendszer
legfontosabb reakcioi (Boots és mtsai., 2008)
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A szabadgyokok keletkezése javarészt a sejtekben lezajlo természetes
biokémiai folyamatok, tobbnyire az oxidacids folyamatok sordn megy végbe.
Ezen folyamatoknak fontos szerepe van a szervezet normal miikddésének
fenntartdsaban, példaul a szervezet azon mechanizmusaiban melyek
védekez6 funkciot latnak el, a sejtciklus szabalyozéasédban, vagy sejt
metabolizmusaban (Davies, 2000; Mittler és mtsai., 1999). Mar az 6skorban
el0szeretettel fogyasztott bogyos gylimdlcsok ¢€s a benniik talalhato
vegyiiletek  (vitaminok, flavonoidok stb.) szerepet jatszottak a
szabadgyokokkel szembeni védelem sordn. A szabadgyokok olyan reaktiv
oxigén-, nitrogén-, kén- vagy szénkdzpontt molekulak, illetve
molekularészletek, amelyek parositatlan elektronnal rendelkeznek, ezért
rendkiviil agresszivak és rovid életidejliek, hiszen nagyon gyorsan kémiai
reakcioba 1épnek mas vegyiiletekkel elektronszerzés céljabol (Cadenas,
1989). A sejtelhalast, vagy a reaktiv oxigén fajtdkat, melyek a gazda
szervezetet karositjdk az antioxidansok kompenzédlni képesek. Ezek
eléfordulnak az €16 szervezetben, taplalékban, szintetikus, vagy természetes
vegyliletek formajaban, lehetnek enzimatikus vagy nem enzimatikus
antioxidansok. Az antioxidansok aktivitdsa az Osszes antioxidans vegyiilet
egylittes szabadgyokfogd hatasat jelenti, amely vizsgalt rendszerre
vonatkozik, jelen esetiinkben az in vitro szovettenyésztéssel eldallitott
novényi részekre (Brand és mtsai., 1995; Blois, 1958). Kimutatasuk

laboratoriumi mérések esetén eltéro lehet.
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2.5.2. Antioxidansok kimutatasara alkalmas médszerek

Enzimatikus antioxidansok kimutatasara — ezek lehetnek egyes
enzimek (aszkorbat-peroxidaz, dehidroaszkorbat-reduktdz, glutation-S-
transzferaz, glutation-reduktdz, szuperoxid-dizmutaz, katalaz, peroxidaz stb.)
— kisérleteink soran szolgald modszerek a kovetkezOk: nativ poliakrilamid
gélelektroforézis (PAGE), mely fehérjék elvalasztasara szolgdlod eljaras. Az
eljaras lehetévé teszi, hogy a fehérjék, a gélelektroforetikus szétvalas soran
megtartsdk nativ térszerkezetiiket. Az elektroforézist nem denaturdl6do
kozegben, alacsony hdomérsékleten végezziik. Ezen koriilmények kozott
szamos enzim megorzi nativ szerkezetét, enzimaktivitdsat, és a gélben
specifikusan kimutathatok mas fehérjék fokozott mennyisége mellett is. A
»festési” eljards soran a gélt egy olyan szubsztrat oldataba aztatjuk, amelyet a
kimutatni kivant enzim szelektiven alakit at, és amelynek terméke szines és
oldhatatlan. Igy szines csapadék jelzi az adott enzim helyét a gélben (Hegyi
¢és mtsai., 2013).

Pirogallol és guajakol festéssel torténhet a peroxidazok kimutatasa. A
peroxidazok kiilonb6z6 H-donorokat képesek eloxidalni H,O, vagy szerves
peroxidok jelenlétében, koztiik fenolokat is. Meghatarozdsa azon alapul,
hogy a szubsztratumként hasznalt pirogallol peroxiddazok hatasara sotétbarna
purpurogallinnd oxidalodik és a keletkezett festék mennyisége aranyos az
enzim aktivitasaval (Allaga és mtsai., 1997; Lang, 1998). A pirogallol 1,2,3-
trihidroxi-benzol: CgHs (OH)s, fehér, kristalyos, szilard anyag. Lagos oldata
levegdn-az oxigénnel vald reakcié miatt-megbarnul. Erés redukaldszer, nativ
gélek esetén jo eldhivoszernek bizonyul (Sarkadi, 2007). A peroxidazok
szerves redukald molekulat igényelnek a H,O, méregtelenitéséhez, és ehhez
jol hasznalhatdé mesterséges szubsztrdtum a guajakol, az Osszesitett
mikodésiik  ,,guajakol-peroxidaz”  aktivitasként is emlitésre  keriil
(Fodorpataki, 2009). A guajakol C;HgO, szerves vegyiilet a pirokatechin
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metiléter szarmazéka, vordsesbarna szinnel festi meg az akrilamid gélt

el6hivas soran (Amako és mtsai., 1994).

A novényi szovetekben jelentosen elterjedt Fe-porfirin tartalmt
vegyiilet a katalaz enzim (CAT). FO sajatossdga, hogy gyors megtjulasi
ciklusa van, és alacsony fogékonysdgot mutat a H,O, irant. Elsésorban a
peroxiszomakban és a glioxiszomakban lokalizalt, funkcidja a mérgezd
hidrogén-peroxid bontasa, elénye, hogy nem igényel semmilyen szerves
koszubsztatumot redukalo tényezéként (Fodorpataki, 2009). A katalaz a H,0;
molekuldhoz kapcsolodik a reakcid soran, ebbdl a komplexbdl katalitikus
reakcio esetén viz és oxigén keletkezik az enzim szabaddé véalasa mellett. A
festési €és mosasi folyamat eredményeként a gél s6tétzold szini és a fehérjét

jelz6 sav jellemzoen kivilagosodik (Allaga és mtsai., 1997; Lang, 1998).

Nem enzimatikus antioxidansok kimutatdsidra, melyek lehetnek
kismolekulaju  vegyiiletek (aszkorbat, glutation, E-vitamin, fenolos

vegyiiletek stb.) alkalmas modszerek:

e Osszes polifenol tartalom mérése Folin-Ciocalteu reagenssel (TPC).
A modszert Singleton és Rossi fejlesztette ki 1965-ben. Folin-
Ciocalteu elegy alkalmazasa soran galluszsavra vonatkoztatott
kolorimetrias in vitro modszer (GAE). A modszer redukaloképességen
alapulé antioxidans aktivitds meghatarozas. A reakcié a Folin-
Ciocalteu elegy alkalmazasara épit: az ebben 1évé foszfowolframsav
(H3PW1,040) és foszfomolibdénsav (H3PM1,040) oxidalja a fenolos
komponenseket, és a keletkezett kék elszinezOdés aranyos a fenolos
vegyiiletek  mennyiségével  (Abrankd6 és  mtsai., 2010).
Spektrofotometriasan kovethetd a keletkezett kék szin, 765nm-en. A
minta 0sszes polifenol-tartalmat galluszsav-egyenértékben, pg/ml-ben

vagy pg/g-ban adjuk meg (Grubesic, 2005; Singleton és Rossi, 1965).
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e Troloxra vonatkoztatott antioxidans aktivitas (TEAC)

A Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2-karbonsav) az E-
vitaminnak egy vizben oldod6 megfeleldje. Antioxidans, alkalmas
biokémiai vagy biologiai vizsgalatokban oxidativ stressz
kivédésére. A TEAC mérése az antioxidans képesség alapjan
Trolox mértékegység névvel, Trolox egyenértékben (TE), példaul
umolTE/100g torténik. A reakcid az ABTS (2,2'-anizo-di-(3-
etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav) oxidacidjan alapszik (Brand,
1995; Djeridane és mtsai., 2006; Miller és mtsai., 1993; van den
Berg és mtsai., 1999).

ABTS + K,S,05— ABTS'+
ABTS +Antioxidans — ABTS+A"+H"1 A= 734 nm

08 s SOy 0 g SO+
>'=“\'_N K520 \©: >=N“‘N
—— &
N N
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C,Hq CyHy

GHy C,Hj

=
ABTS apts

2. abra. Antioxidans és az ABTS gyok reakcidja

Hidrogén-peroxid és metmioglobin jelenlétében sotét szinii ABTS™ kation
gyok keletkezik. Szinintenzitds csokkenést figyelhetink meg, ha a
mintankban antioxidansok vannak jelen, mert szabadgyokokkel torténd
reakcid sordn a minta elszinetelenedik. Spektrofotometridsan nyomon
kovethetd a reakcid 734nm-en (Stratil és mitsai., 2007). A modszer gyors,
egyszerd, és a gyok viszonylag stabil marad (van den Berg és mtsai., 1999). A
modszer hatranya, hogy a mérés soran a ndvényi pigmentek interferenciat
okoznak (bar ez az interferencia kismértékil), és egy stabil ¢él0 szervezetben

nem képzd6dd gyokot hasznal.
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DPPH gydk inhibicidjanak vizsgélata. Az egyik legkorabban széles
korben alkalmazott gyok megkdtésén alapuld antioxidans modszer
(Blois, 1985; Cao ¢s Prior, 1998). A sotétlila szinli gyok
antioxidansokkal reagalva elveszti szinét. Nem természetes a sejtben
normal anyagcsere soran keletkezd gyokot hasznal (Frankel és Meyer,
2000). Spektrofotometridsan 517 nm-en mérhetd (Apak és mtsai.,
2007). Annak megallapitasara, hogy a minta antioxiddnsai a bioldgiai

gyokokkel szemben mennyire reaktivak ez a modszer nem alkalmas.

;N ;N
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3. abra. A DPPH gy6k megkotésének alapja

DPPH
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3. Anyag és modszer

3.1. A szovettenyészetek indukcioja

Szovettenyészeteket indukaltunk Galanthus nivalis (kikeleti hovirag),
Galanthus elwesii (pompas hoévirag), Galanthus woronowii (Voronov-
hovirag), Leucojum aestivum (nyari t6zike), Leucojum vernum (tavaszi
tozike) és Sternbergia lutea (6szi vetdvirag) esetében. Mind a hat fajbol a
szovettenyészetek inditdsa azonos modszer szerint zajlott, melyet
szakirodalmak alapjan terveztink meg (Bhagyalakshmi és mtsai., 1999;
Chen ¢és mtsai., 2005; Darvishi és mtsai., 2006; Santos és mtsai., 1998).
Gyokér, levél és hagyma explantaitumokat probaltunk ki. A szdvettenyésztési
eljarasokat steril fiilke alatt hajtottuk végre. A ndvényeket és azok kiillonb6z6
szerveit feliileti sterilezésnek vetettilk ald. Ennek soran, a ndvényeket
csapvizzel torténd atoblitést kovetéen 30 percig Domestos héztartdsi
fert6tlenitészer 10 v/v %-os oldataba aztattuk, majd harom alkalommal tiz
percig steril desztillalt vizzel atmostuk. Ezt kovetden a hagymarol levagtuk a
levelet és a gyokeret, majd a hagyma husos alleveleket harom eltérd
auxin/citokinin aranya elegyet tartalmazé 0,8% (w/v) Bacto-agart (Difco,
Lawrence, KS, USA). Difco-agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborg és
mtsai., 1968) és 2%(tomeg/térfogat) szachardzzal kiegészitett, Murashige ¢és
Skoog alaptaptalajra (1962) -tovabbiakban MS*- helyeztiik. A tenyészeteket
14/10 6ra fény/sétét és 22 + 2°C/18 + 2°C hémérséklet-peridduson neveltiik
hélég-sterilezett petricsészékben. Fényen torténd nevelés esetén, a fényerd 30

umol m™ sec™ volt.
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Galanthus = Galanthus | Galanthus = Leucojum Leucojum | Sternbergia

Novény - N N .
nivalis elwesii woronowii aestivum vernum lutea
DE Szatmér- Magosliget
' N Botanil1<us SOTE/ Farmakognoéziai | Beregi siksag DE
Sza:nlazam kert Intézet Flivészkert Marokpapi Botanikus Albénia
e .
Y Hollohéza> hatarnal Kert
2008.
Szovet-
srci 2012. 2011/ 2014, 2013
tenyészet =~ TATCIUS: 2014. méajus o
s 2014. marcius marcius november
inditasa
marcius
Novényi
hagyma
rész
-1
10NAAmgI+  2NAAmgl? 1ONAAmgI
-1 -1 -1
MS* 10NAAmMgl™+1BAmg | 1BAmg | SNAAMgI 2NAAmgI™
Téptalaj 2NAAmMgI™ + 1BAmgl-1 2NAAmMgI™ 1BAmgl™
+ - + o+ -
hormon- mg mg mg mgl™ | 2NAAmgl™
1BAmgl-1 1
kombinsicié g INAAmgl?  +1BAmgI
2IBAmgl-1
+ T sNAAmglt

4. tablazat. Szovettenyészet inditasa eredeti novényekbdl. 1: A G. nivalis
esetében a Debreceni Egyetem Botanikus kertjében nevelt novények a Tokaj-
Kopasz-hegyr6l szarmaznak és évtizedek Ota ott nevelkednek, 2: G. nivalis
gylijtésére vonatkozo engedélyszam: 17512-7/2013
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3.2. Galanthus nivalis szovettana

G. nivalis hajtas és kallusz darabok metszésével preparatumokat
készitettlink majd ezeket szovettani vizsgalatoknak vetettiik ala mikroszkop
segitségével. A folyamat elsd 1épéseként 3.7%-os formaldehidben fixaltuk 16
oran at a kallusz, ill. hajtdsdarabokat, majd 4 6ran at NaCl tartalmu foszfat
pufferben (PBS) oldott 40%-0s szacharozba aztattuk. Ezt kovetéen 30
mikrométer vastagsagi metszeteket készitettiink. A metszés, hajtas, illetve
kallusz darabokbol tortént, melyeket fagyasztdsos technikdval LEICA
Histoslide 2000 mikrotommal készitettiik.

A vizsgalatot egy OLYMPUS PROVIS AX-70 tipust fluoreszcens

mikroszkdp segitségével végeztiik.

3.3. A Galanthus nivalis tenyészetek genetikai variabilitas vizsgalata

AFLP, PCR reakci6 menete

Tovabbi kisérleteink soran igyekeztiink bebizonyitani, hogy az
altalunk eldallitott szdvettenyészet genetikailag nem kiilonbozik az eredeti
leléhelyr6l  szarmaz6 novénytdl. A  szakirodalom szerint egyes
szovettenyésztés soran hasznalt hormonok (példaul a 2,4-D) genetikai
eltérésekhez vezethetnek, melyek az esetleges hatdanyag termelésre is
befolyassal lehetnek (Dudits és Heszky, 2003). A kutatasok sordn a DNS-
polimorfizmus vizsgalatdhoz a PCR-technikan alapulo AFLP-moddszert
(Amplified Fragment Length Polymorphism) alkalmaztuk. A vizsgélatokhoz
Galanthus nivalis eredeti ndvénymintakat ¢és szdvettenyészeteket
hasznaltunk, a nativ ndvényeket kiilonbozé helyrél gyhjtottik be (4.
Tablazat).
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5. tablazat. Novény és DNS mintak

DNS kivonas:

Név Szarmazasi hely

AJOP1 Hollbhaza, 1. egyed

AJOP2 Hollbhaza, 2. egyed

A/OP3 Hollohaza, 3. egyed

A/Culture Hollohaza, szovettenyészet

B/Culture Tokaj, Kopasz-hegy 1. egyed szdvettenyészete
C/Culture Tokaj, Kopasz-hegy 2. egyed szbvettenyészete

Az AFLP vizsgéilatok megkezdéséhez megfeleld mennyiségli és
tisztasagli DNS mintara van sziikség. A kiilonb6zd éléhelyekrdl begyjtott
Galanthus nivalis hajtasokbdl és az in vitro kalluszb6l, Benner és mtsai.,
1995 altal k6zolt kivonasi metddust alkalmaztuk. A kiillonbozé Galanthus
nivalis DNS mintainkat ECORI és Trul enzimekkel hasitottuk (Reineke és
Karlowsky, 2000; Vos és mtsai.,, 1995). A restrikcios enzimek és az
emésztés soran hasznalt pufferek, ill. ligdlashoz hasznalt reagensek és a
Fermentas cég készitményei. A Trul+EcoRI restrikcids enzimekkel
emésztett DNS fragmentekhez a megfeleld adapter oligonukleotidokat
kapcsoljuk (Reineke és Karlowsky, 2000). A Trul és EcoRI adapterekkel
ligalt DNS fragmentek mennyiségének novelését PCR alkalmazasaval
értiik el. Az altalunk alkalmazott modszer két 1épésbol allt: a kétszeresen
emésztett Galanthus nivalis DNS mintak pre-szelektiv és szelektiv
amplifikacigja. A pre-szelektiv primerpar minden esetben E pre-sel-A/T
pre-sel-C  volt. A szelektiv PCR-hez kiilonb6z6 AFLP primereket

hasznaltunk.
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Ecorl (5'-3")

Trul (5-3)

Preszelektiv primerek

GACTGCGTACCAAT
TCA

GATGAGTCCTGAGT
AAC

Szelektiv primerek

Esel2-Tsel4

GACTGCGTACCAAT
TCAAG

GATGAGTCCTGAGT
AACTC

Esel3-Tsel2

Esel3-Tsel4

Esel4-Tsel6

Esel5-Tsel5

GACTGCGTACCAAT
TCACA

GACTGCGTACCAAT
TCACA

GACTGCGTACCAAT
TCACC

GACTGCGTACAAAT

GATGAGTCCTGAGT
AACAG

GATGAGTCCTGAGT
AACTC

GATGAGTCCTGAGT
AACTG

GATGAGTCCTGAGT

TCAGC AACTT

6. tablazat. Az AFLP technikdhoz alkalmazott PCR reakcioban felhasznalt
primerkombinacidok (a primerek szelektiv nukleotidjaival és az altalunk
hasznalt azonositokkal)

Gélelektroforézis és gélfestés

A restrikcidés enzimekkel torténd hasitas utan kapott és PCR-rel
amplifikalt DNS fragmenteket poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk

el (Vos ¢és mtsai.,, 1995). A DNS mintdzat meghatarozasakor 6%

(Tris-borate EDTA) volt. A poliakrilamid gélek porézus szerkezete akrilamid
(CH; = CH — CO — NHy) polimerizacidjaval jon 1étre a keresztkotést biztosito
N, N' — metilén- bisz- akrilamid (CH, = CH — CO — NH — CH, — NH - CO —
CH = CHy) jelenlétében. A polimerizacidé eredményeként szintelen, atlatszo,
rugalmas, szilard, forralasnak és fagyasztasnak ellendllo gél keletkezik. A gél
stiriségét, viszkozitasat és porusméretét az akrilamid és bisz- akrilamid
koncentracidja hatdrozza meg. A DNS-mintakat gélre vitel el6tt 2 percig 90
°C-on inkubaltuk, majd rogton jégre/ 4 °C-ra tettiik. 5 pul PCR terméket
futtattunk. A DNS fragmentek azonositasahoz a Fermentas cég O’Gene Ruler
100 bp DNA Ladder Plus markert hasznaltuk, a létra 14 DNS fragmentet
tartalmaz, ezek bazisparokban a kovetkezék: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031,
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900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100. Az altalunk hasznalt AFLP
technika nem tartalmazott radioaktiv jelolési 1épéseket (pl. primerek), ezért a
DNS fragmentek elvalasztds utani kimutatdsara minden esetben az
eziistfestés modszerét alkalmaztuk (An ¢és mtsai.,, 2009). A géleket az
UVITECH cég gél dokumentacios rendszerének segitségével "JPEG"

formatumu képfajlokban rogzitettiik.

AFLP adatok elemzése

A kiilonb6z6 G. nivalis mintak AFLP analizise a gélelektroforetikus
elvalasztas utan a géleken egy-egy "gél oszlopként" (lane) jelenik meg.
Ezekben az oszlopokban a DNS fragmentek (band) szdmba vehetdk (Loh és
mtsai., 1999). A fragmentekbdl, jelenlétiik alapjan (létezd fragment=I,
hidanyz6 fragment=0) binaris adatokat képeztink a GelAnalyzer2010
programmal, majd egy bindris (0,1) matrixsza egyesitettiik. A digitalis képen
5 pixelnél kisebb tavolsagra 1évd savokat azonos hosszisdgunak vettiik. Az
AFLP savok meglétét/hianyat tartalmazd matrixot ezutan hierarchikus
klaszteranalizisnek vetettiik ald Ward-féle eljarassal, a disztancia-matrixot
eukleidészi tavolsagokkal szamolva. A szamitasokat R 2.15.0 kornyezetben

implementaltuk.
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3.4. Enzimatikus antioxidansok vizsgalata: gélelektroforézis és gélfestés

Az in vitro kultarakat, beleértve a kalluszokat és regeneralt novényeket
stressz reakciok kisérik és a kalluszképzés kiilonbozé szakaszaiban —
sejtproliferacié vagy szomatikus embriogenezis- lezajlo  specifikus
valtozasokat az izoenzim aktivitasok valtozasai kisérik (példaul SOD

izoenzim-aktivitas) (Blazquez és mtsai., 2009).
3.4.1. Novénykivonatok készitése

Az enzimaktivitisok kimutatdsdhoz nyers ndvénykivonatokat
készitettiink. A ndvényi szovettenyészetbdl szarmaz6é mintankhoz polivinil-
pirrolidiont (PVP) adtunk. A PVP mesterségesen eldallitott anyag, amelyet a
szervezet nem vesz fel. A fehér por vizben és alkoholban oldodik. A vegyiilet
kémiai szerkezetébdl adodoan mas molekuldkat szorosan magahoz kot; ezért
elsdsorban aromdk és vitaminok hordoz6 anyagént alkalmazzak. Esetlinkben
a fenolokat koti meg. Ezek utan 150 mM NaCl-ot (Reanal, Budapest,
Magyarorszag), 14,6 mM 2-merkaptoetanol (2-ME, Sigma-Aldrich) 10 mM
Tris-HCI-t (Sigma-Aldrich) pH 8,0 (Schlereth és mtsai, 2000). tartalmazo
pufferhez adtuk a névényi mintankat 2:1 ardnyban. Az izolalas soran jégben
tartott eppendorf csovekben iivegbot ¢s kvarchomok segitségével dorzsoltiik
el a mintainkat. Ezt kovetden +4° C-on centrifugaltuk (Heraeus Biofuge) 10
percig 13000 rpm-en (15000 xg fordulaton). A 10 uL felillaszonk fehérje
tartalmat Bradford mddszerével az oldatok 595 nm-en mérhetd fényelnyelése
alapjan SHIMADZU UV-1601 tipusu spektrofotométeren hataroztuk meg
(Bradford, 1976). Kivonataink 3,5-4 mg névényi anyagot tartalmaztak.
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3.4.2. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

Peroxidaz enzimek elvalasztasat Laemmli-féle 7,5%-0S nem-
denaturald poliakrilamid-gélen vittik véghez (Laemmli, 1970). Az SDS
(natrium-dodecil-szulfat) egy anionos detergens. Az SDS-kezelt fehérjék a
poliakrilamid gélben méretiik szerint valnak el egymastol. A nativ PAGE
soran SDS-t nem hasznaltunk, igy szdmos enzim megorzi nativ szerkezetét és
igy enzimaktivitasat (Hegyi €s mtsai., 2013). Az el6hivas sordn a gélt egy
olyan szubsztrdt oldatdba 4aztattuk, amelyet a kimutatni kivant enzim
szelektiven alakit at, és amelynek terméke szines és oldhatatlan. A
peroxidazok a H,O; redukalasa soran H-donor vegyiileteket oxidalnak (Lang,
1998). Az enzim képes a pirogallolt (1,2,3-trihidroxibenzol), és a guajakolt
H-donorként felhaszndlni. A reakcido soran, oxidaciot kovetéen a gél
megfestddik, pirogallol hasznalata esetén sotétbarna purpurogallinna alakul,
mig a guajakol peroxiddzok hatdsasra voOrdsesbarna tetraguajakolld
polimerizal6dik (Ammar és mtsai., 2008; Demeter és mtsai., 2013; Dixit és
mtsai., 2011). Katalitikus reakcié esetén a katalaz a H,O, molekuldhoz
kapcsolodik, majd viz és oxigén keletkezik az enzim szabaddé valasa mellett
(Allaga és mtsai., 1997; Harris és Hopkinson, 1976). A gélek elkészitési
folyamata a kovetkezdképpen leirtak szerint zajlott. El6szor szeparalo also
gélt, majd gyiijto felsé gélt hoztunk létre, amely eltéré aranyban viz, Tris-Hcl
puffer,30%-os akrilamidot és TEMED-et tartalmazott. Ezt kdvetéen SDS
nélkiili mintapufferhez adtuk, majd a gy(ijt6 gél mintahelyeire vittiik fel a
novény kivonatainkat. Az elektroforézis puffer Osszetétele szintén nem
tartalmazott SDS-t. Sotétben, 4° C-on, 25-30 mA/gél aramerdsségii
egyenarammal zajlott az elektroforézis. A pirogallol peroxidazok
kimutatasara a nativ gélt inkubaltuk 1 o6rat 50 mM K,HPO, / KH,PO,
pufferben (pH = 7,5), majd hozzaadtunk 20 mM pirogallolt és 5 mM H,0,-t
¢s 15-30 percig ugyanebben a pufferben aztattuk. Torma gyokér kivonatot
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(Armoracia rusticana) hasznaltunk pozitiv kontrollként, amely ismert kivalo
peroxiddz tevékenységérél (Hamid és Rehman, 2009). A torma aktivitasat
tekintettiik 100%-nak és az amarilliszfélék esetében kapott értékeket ehhez
viszonyitottuk. A guajakol festés soran a géleket 30-60 percig inkubaltuk 10
mM H,0O,.ot tartalmaz6é 100 mM pH: 5,1-es, Na-acetat, pufferben. Katalaz
enzimek kimutatasara szolgalo gélt 10 mM H,O,.ot tartalmazo pufferben
aztattuk 15 percig. Ezutan kalium-ferricianid (K3;FeCNg) és vas (III)-klorid
hexahidratot (FeCl3+6H,0) tartalmazo oldatban 15 percig inkubaltuk.
Sotétzoldre festett félt kaptunk ahol a megjelend enzimsavok atlatszdéan
tinnek ki. A savokat lathato fényen detektaltuk. Aproé békalencse (Lemna
minor) levél kivonatot hasznaltunk pozitiv kontrollként (Petruska és mitsai.,
2014).

A peroxidaz aktivitast spektrofotometrids modszerrel is vizsgaltuk 3
ul  enzim kivonatb6l, ami ugyanaz volt, mint a nativ aktivitas
gélelektroforézis soran hasznalt kivonat, egy korabban ismertetett eljarassal
(M-Hamvas M. ¢és mtsai., 2010). Mivel a 2-ME-r6l ismert, hogy gatolja
bizonyos peroxidazok aktivitasat (Chanwun és mtsai., 2013), ezt a vizsgalati
eljarast elvégeztink 2-ME jelenlétében és hidnyaban is. Mintaink végso

koncentracidja 2-ME-vizsgalati eljarasra szolgald keverékben azonos volt a

crer

3.4.3. A poliakrilamid gélek kiértékelése

A poliakrilamid géleken megjelené enzimsavok (,,band”-ek)
intenzitasat CpAtlas® gél elemzd szoftver segitségével értékeltik ki. A
programot a zimogramokon megjelent siavok (izoenzimek) teriiletének
meghatarozasara, igy azok aktivitasanak jellemzésére hasznaltuk. Az adatok
abrazolasahoz Microsoft Office Excel 2007 ¢és Systat Sigma Plot 10.0

programokat hasznaltunk.
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3.5. Nem enzimatikus antioxidansok vizsgalata

3.5.1.Polifenolmérés

Az 06sszes polifenol tartalmat Singleton és Rossi 1965-ben leirt
modositott modszere alapjan mértiikk (Grubesic, 2005; Singleton és Rossi,
1965). 25 mg liofilizalt (Christ Alpha 1-2 LD fagyasztva szarit6; Martin
Christ, Osterode, Germany) ndvényi szovettenyészet mintat poritottunk
dérzsmozsarban, majd 30%-0S MeOH-ban extrahaltunk (Disruptor Genie;
Bohemia, NY, USA) 70° C-on 15percig. Ezt kovetden a mintainkat
centrifugaltuk (Heraeus Biofuge) 10 percig 13000 rpm-en 15000 rpm
fordulaton. A feliiliszonkat ezutan 8-szorosara higitott Folin-Ciocalteu (FC)
reagenst, 233 mM Na,COs.ot és 30%-0S MeOH-t tartalmazé elegyhez adtuk.
Galluszsavat alkalmaztunk standardként és a ndvényi mintdk Gsszes fenol
tartalmét galluszsav ekvivalensben (GAE), mg G DW fejeztiik ki (Jurij és
mtsai., 2005). 720 nm hullimhosszon, Shimadzu UV-VIS 1602
spektrofotométer (Shimadzu, Kyoto, Japan) segitségével mértiik a mintdk

abszorbanciajat.

3.5.2. DPPH és ABTS szabadgyok semlegesito (,,gyokfog6”) aktivitas

vizsgalat

A vizsgalatok soran a polifenol méréshez készitett novényi mintat
hasznaltuk fel. Aszkorbinsavat (AA) és a 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-
karbonsavat (Trolox) hasznéltunk standardként. A szabadgyok semlegesitd
aktivitast elsésorban a 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-szulfonsav)
gyok kation (ABTS * kation) gatlasi vizsgdlatdval mértiik (Katalinic és
mtsai., 2006; Miliauskas, 2004). 10 mg ABTS-t (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo., USA) 2,6 ml bidesztillalt vizben oldottunk, ehhez 1,72 mg K-
perszulfatot adtunk. EtOH-val higitottunk, hogy az abszorbancia 0,7 koriil

legyen, az abszorbanciat 734 nm-en mértiikk EtOH-al szemben. A géatlés
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kiszamitdsa szazalékosan a kovetkezd képlettel torténik: [(A0-Aowo) / AO] x
100, ahol A0 az ABTS * kationt tartalmaz6 reakcioelegy abszorbancidjat
jelenti a 0. id6pontban €s A o a 6. percben mért abszorbancia. 0,01 g DPPH-t
oldottunk 25 ml EtOH-ban, ebbdl higitottunk, hogy az abszorbancia
0,900+0,015 legyen. Az abszorbanciat 515 nm-en mértiik EtOH-al szemben.
6 perces méréseket végeztiink. A gatlas kiszamitasa szazalékosan a kovetkezd
képlettel torténik: [(A0-Awx) / AO0] x 100, ahol A0 a DPPH gyokot tartalmazé
abszorbancia. A szabadgyokfogd aktivitasok és peroxidaz tevékenységek
vizsgalatara, legalabb ot fiiggetlen kisérletet, és két parhuzamos mérést

végeztiink minden ndvényi minta esetében.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Galanthus nivalis szovettenyésztése, szovettana és a genetikai

variabilitas vizsgalat eredménye

Galanthus nivalis szovettenyészetek létrehozasa és a novényregeneralas

Stabil kallusz-vonalat tudtunk eldallitani Galanthus nivalis
hagymabol 2 mg I NAA 1+ mg I BA, 0,1 mg I NAA +1 mg I BA és 10
mg I NAA 1 mg I"! BA hormondsszetételii MS* taptalajokon. A gydkér- és
levél explantatumok esetében is megkiséreltiik a kalluszindukciot, de csak a
hagyma esetében tudtunk szovettenyészeteket eléallitani. A 2 mg 1™ NAA+1
mg I BA és a 0,1 mg I NAA+1 mg I BA tartalm@ taptalajokon csak a
kallusz megjelenése volt megfigyelheté ¢és az eldbbi taptalajon értiink el
gyors kalluszngvekedést (4. abra a, b). Erdekes modon, ha a hagymakat 10
mg I NAA +1 mg I BA hormondsszetételii MS* taptalajra helyeztiik, a
magasabb auxin/citokinin arany ellenére a kalluszokon hajtaskezdemények
jelentek meg (5. abra a, b).

Amennyiben a kallusztenyészeteket olyan taptalajra helyeztiik, amely
kizarolag auxint tartalmazott, a kalluszok tovabb novekedtek, de szervek
megjelenését nem figyelhettiik meg. Ezek a kalluszok gyakran vorods szintivé
valtak, és ez fOleg akkor volt megfigyelhetd, ha az auxinkoncentraciot
noveltiik (5. abra ¢, m). Feltételezziik, hogy a vOorosodést a tenyésztés soran
fellépd oxidativ koriilmények indukaljak (pl. polifenolok jelennek meg),
ahogyan mas szovettenyészeteknél is leirtdk (Dodds és Roberts, 1985), de a

jelenséget nem tudtuk ellenstilyozni AA hozzaadasaval (5. abra b, i, J).
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4. abra. Kallusztenyészetek indukcioja Galanthus nivalis bulbusokbdl. a, b)
elsé generaciods kalluszok 2 mg 1™ NAA és 1 mg 1™ BA tartalmu taptalajon,
90 napos tenyésztés utan. ¢) 2 mg I" NAA tartalma taptalajon nevelt stabil,
vorosodo kalluszvonal. Az alaptaptalaj MS* volt. Jelek: 5 mm.

A kalluszokat tovabbtenyésztve azt tapasztaltuk, hogy amennyiben az auxin
mellett a taptalaj citokinint is tartalmazott, hajtaskezdemények fejlédtek. Ez a
jelenség akkor is megfigyelhetd volt, ha egyébként az auxin/citokinin arany
magas volt (5. é&bra). A magas auxin/citokinin ardny altaldban a
gyokérképzddésnek kedvez (Dudits és Heszky, 2003). Ez az ellentmondas
valdsziniileg azzal magyarazhatod, hogy a hovirag differencialatlan szdvetei
magas endogén citokinin tartalmuak, a taptalaj citokinin tartalma mar nem
befolyasolja szamottevoen az organogenezist. Ezt a jelenséget egyéb
egyszikli fajoknal mar leirtak (Sangwan ¢és Gorenflot, 1975).

Amennyiben a tenyészeteket 2 mg I NAA +1 mg I BA és 10 mg 1™
NAA+ 1 mg I" BA hormondsszetételti MS* taptalajon indukaltuk, a
kalluszokon intakt, z61d hajtasok jelentek meg. Azonban ezeket csak akkor
lehetett stabilan fenntartani, ha 2 mg I* NAA+ 1 mg I' BA
hormonkombinaciot hasznaltunk a tovabbtenyésztéshez (5 abra .a, e, h, k, 1).

crer

hajtaskezdemények elsargultak (5. abra c, j).
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5. abra. Hajtasregeneralési kisérletek eredményei: kallusz és hajtasindukcio.
a) Galanthus nivalis 10mg I NAA +1 mg I BA hormondsszetételen MS*
taptalajon nvé hajtasos kallusz. Jel=3mm b) 10 mg I NAA+ 1 mg I BA +
C-vitamin hozzaadasaval vorosodés megjelenése. Jel=4mm c) elészor 2 mg I°
NAA +1 mg I BA majd 5 mg I NAA+ 1 mg I'* BA hormonkoncentracién
nevelt hajtas. Jel=5mm d) 10 mg I NAA+ 1 mg I BA nevelt kalluszok.
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Jel=5mm e) 10 mg I NAA +1 mg I'* BA nevelt hajtas, mely zoldiil. Jel=5mm
f) és g) 2 mg I NAA +1 mg I BA hormonkoncentracion nevelt majd C-
vitamin hozzaadéasaval tenyésztett hajtasos kalluszok. Jel=4mm. h) 2 mg I*
NAA 1 mg+ I" BA hormonkoncentracién nevelt majd C-vitamin
hozzaadasaval tenyésztett hajtasos kalluszok. Jel=3mm i) ugyanazon a
hormonkoncentracion egyértelmi voros kalluszok megjelenése. Jel=3mm j)
10 mg I NAA +1 mg I BA + C-vitamin hozzaadasaval MS* taptalajon
nevelt hajtasos kallusz. Jel = 3mm K) és 1) el6szor 2 mg I NAA+ 1 mg I"' BA
majd C-vitamin hozzaadasaval nevelt hajtasok, jelent6s zo6ldiilés. Jel=2mm
m) 5 mg I NAA+ 1 mg I BA hormonkoncentracion nevelt voros kallusz és
hajtés. Jel=3mm

6. abra. hagymaindukcié. a) elsé generacios kallusz. b) 2 mg I NAA +1 mg
I"* BA hormonkoncentracion nevelt hajts. ¢, d) hajtasok tovabbfejlédése 2
mg I NAA +1 mg I'* BA hormon 6sszetételii taptalajon. €) a hajtasokat 10
mg I NAA+ 1 mg I"* BA hormon 8sszetételii taptalajon neveltiik tovabb
hajtasnovelés céljabol. f) 2 mg I NAA+ 1 mg I"* BA hormonkoncentracion
nevelt zold hajtasos hagyma. Jelek = Smm
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7. abra. @) az embriogenezis és novényregeneralas stadiumai. b) kalluszbol
regeneralt novény, hagymaval. c) globularis stadiuma embrid. d) globularis
stadiuma embriok, DAPI-val festve. e) szikleveles stadium. f, g) szikleveles
stadium hajtaskindvéssel. h-j) embriok, hajtaskezdeményekkel. k) hagyma
hosszmetszete. I) hagyma keresztmetszete, fiatal lomblevelekkel. Jelek:5mm
(a-b); Imm (c-I).
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8. abra. a) novényregeneralas és gyokérképzddés szomatikus embriobol (a
nyil a gydkeret mutatja) 10 mg I NAA +1 mg I BA majd 2 mg I NAA+ 1
mg I"! BA hormonkoncentracion nevelt hagyma explantatumon. b) 30 napos
hajtas primordiumok fluoreszcens mikroszkopos képe. A differencial6dod
tracheak (nyilak) autofluoreszcenciaja lignin berakodasra utal. c) gyokér
hosszmetszet. d) gyokér keresztmetszet. €) a gyokér kéregszovetének belsd
sejtrétegei és a négy xylem nyaldbot tartalmazd sztéle fluoreszcens
mikroszkopos képe. Jol lathatdé a masodlagos endodermisz és a xylem
autofluoreszcenciaja. Jel= 5 mm (a); 200 um (b-e).

9. abra. a) hajtasos kallusz még fejletlen hagymaval (A/Culture), b) hajtasos
kallusz fejlett hagyman (B/Culture), c) hagyma explantatumbdl nevelt
hajtasos hagyma, nincs kallusz produkcié (C/Culture) (a), b),c) 2 mg I NAA
1 mg I"* BA hormonkoncentracion nevelt G. nivalis tenyészet. Jelek= 5 mm
A/OP: Holl6hazardl szarmazé egyed, B és C/Culture:Tokaj, Kopasz-hegyrol
szarmazo6 egyed
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A Galanthus nivalis esetén azt tapasztaltuk, hogy miutan biztonsaggal
tudtunk hajtasindukciot 1étrehozni és megnoveltiik az auxin hatdsia hormon
hagymaképzés (6. abra €). Ezeket tovabbnovesztve 2 mg I NAA+ 1 mg I
BA tartalmtt MS* taptalajon zold hajtdsos hagymat tudtunk regeneralni (6.
abra f). Tehat elmondhatjuk, hogy kisérletiink sikeres volt és biztonsaggal
tudtunk hagymat Iétrehozni.

Szamos irodalmi értekezés ad szamot az Amaryllidaceae csaladba
tartozo fajok szovettenyészeteiben térténd embrio- vagy organogenezisrol,
illetve ezek szovettani alatamasztasarol. A narcisz fajok koziil a Narcissus
confusus kallusz indukcidja soran megfigyelték, hogy organo-, ¢és
embriogenezis is végbement. 4 mg 1™ 2,4-D hormonnal kevert MS taptalajon
jott 1étre a kalluszindukcid érett embrion. Ezt kovetéen magas auxintartalmu
taptalajon nevelték tovabb kalluszaikat és azt tapasztaltdk, hogy viztartalmuk
megndtt, majd citokinin hatdsara kitiiremkedések jelentek meg. Hajtas
megjelenését 10 héttel a citokininnel kiegészitett taptalajon tapasztaltak, majd
a levél-, és gyokérkezdemények indukciojat egyszerre figyelhették meg. Ez
embriogenezisre utalt. Pasztdzo elektronmikroszkopos felvételeik soran
azonban kideriilt, hogy 1 mg 1™ BA hozzdadasat kovetéen az MS taptalajon
megjelentek a hajtasprimordiumok, de a gyokércsucs indukcié 1 mg I KN —
nel (kinetin) kiegészitett MS taptalajon ment végbe. Ez viszont
organogenezisre utalt (Sellés és mtsai., 1999). Egy masik narciszfaj, a
Narcissus tazetta esetén bibeszalbol, illetve anteridiumokbol indukaltak
kalluszt. Korai fejlédé szomatikus embriok jottek létre 3 mg 1 BA- nal
kiegészitett MS taptalajon, majd a 10 hetes kalluszokon pikkelyszerti levél-
¢és hagymakezdemények jelentek meg. A kalluszokon 0,5 mg I 2,4-D és 1
mg I BA hormon &sszetételli taptalajon fejlédtek gyokerek. A hagyman 13

hét utdn jottek létre citokinin hatdsdra zold levelek, majd a teljes
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névényregeneralas gyokérfejlddéssel 5 MS taptalajon 0.1 mg 17 NAA
hozzéadasaval tortént. Tehat elmondhatjuk, hogy embriogenezis ment végbe
(Chen és mtsai., 2005). Szomatikus embriogenezist vizsgaltak a Narcissus
pseudonarcissus kapcsan is. Embriogenezist indukaltak 1 mg 1 2,4-D és 0,2-
1 mg I BA hormon 6sszetételii MS taptalajon a hagyma cstcsi részébél.
Négy, majd 10 hét utan jelentek meg a korai stadiumu, majd a fejlodo
szomatikus embriok. El6szor jelentek meg a hajtaskezdemények majd a levél
és gyokérkezdemény, végiil a teljes ndvényregeneralast 1 mg 1™ IBA hormon
hozzaadasaval vitték véghez (Sage és mitsai.,, 2000). A Leucojum aestivum
(nyari tézike) szovettenyésztése soran 6 mg 1™ picloram és 0,1 mg I BA
hormonnal kiegészitett MS taptalajt hasznaltak. A kalluszok tovébbi
novekedését etilénnel indukaltdk. A keletkezd kalluszok embriogének voltak,
embriogenezis soran létrejott a szomatikus embrid, majd megjelent a
globuléris stadiumi szomatikus embrio 0,1 mg I NAA és 0,2 mg 1" zeatin
stadiumot tapasztaltak, majd NAA, zeatin és AA hozziadasaval a teljes
novényt regeneralni tudtak (Ptak és mtsai., 2010). A Galanthus nivalis esetén
elmondhatjuk, hogy 2 mg I NAA+ 1 mg I BA hormonkombinacioji
taptalajon globularis stddiumi szomatikus embriok (7. abra c) jottek létre,
majd mikroszképpal megvizsgalva metszeteinket, lathattuk a sziklevél
megjelenését (7. abra e) és a sziklevelet hajtaskindvéssel (7. abra f,g).
Ugyanezen, hormonkoncentracion nevelt kalluszaink  metszésekor
tapasztalhattuk, hogy az embriok hajtaskezdeményekkel (7. abra h-j)
fejlédtek ki majd hagymaképzddés (7. abra k) indukalodott, melyben késébb
fiatal lomblevelek is megjelentek (7. abra l). Gyokérképz6dés szomatikus
embriobél 10 mg I NAA +1 mg I BA majd 2 mg I NAA+ 1 mg I BA
hormonkoncentracion nevelt hagyman jelent meg (8. abra a). A fluoreszcens

mikroszkopos képeken jol kivehetdk a differencialodo tracheak (8. abra b), a
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gyokér hosszmetszet (8. abra c), gyokér keresztmetszet (8. abra d). Jol lathato
a masodlagos endodermisz és a xylem autofluoreszcenciaja (8. abra e).
Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy el0szor jelent meg a hajtas és a levél
majd a hajtdsos hagyman jelent meg a gyokér. Bebizonyitottuk, hogy a G.

nivalis szovettenyészetek esetén embriogenezisrdl van szo.

A Galanthus nivalis in vitro tenyészetek részletes bemutatasa a
dolgozatban azért késziilt hangsulyosra, mert e faj szovettenyésztésének
kidolgozdsa adta a szakmai alapot a tobbi faj esetében hasznalando
hormonokra és kombindcioikra, valamint a legoptimalisabb tenyésztési
feltételek megtapasztalasdra. Bar nem a mi kutatdcsoportunk hozott 1étre
elészor G nivalis tenyészeteket, embriogén kalluszokon keresztiil torténd
ndvényregeneralast leird modszert mi kozoltiink eldszor tudomanyos cikkben

(Resetar és mtsai., 2014).
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4.2. Genetikai variabilitas vizsgalat eredménye

Az anyag és modszer fejezetben jelzett kiilonboz6 G. nivalis mintak
genetikai variabilitasat AFLP technika alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze.
Az AFLP vizsgilatok sordn az 6. tabldzatban Osszefoglalt szelektiv
nukleotidokat tartalmazé primereket, primerkombinaciokat hasznaltuk.

Az optimalizacios kisérletek soran 16 kiilonbozd primerkombidciot
teszteltiink, melyek koziil 5-6t valasztottunk ki az AFLP analizishez

reprodukélhatdsaguk alapjan, ezek eredménye a 10. dbran lathato.
M 1 2. 3.4. 5. 6.

M: Molekulatomeg marker,
1. AIOP1, 2. AIOP2, 3.
A/OP3, 4. A/Culture, 5.
B/Culture, 6. C/Culture (5.
tablazat)

M. 100bp DNS létra; 1.
1858; 2. 1673; 3. 1754; 4.
1586; 5. 1783; 6. 2472; (a
DNS fragmentek mérete
bazisparokban fentrdl lefelé
a kovetkezOk: 1500, 1200,
1031, 900, 800, 700)

[ [ FEHEEL

10. abra. Kiilonb6z6 G. nivalis mintak AFLP analizise Esel3-Tsel4 szelektiv
primerekkel és gélelektroforetikus elvalasztasa 6%-os poliakrilamid gélen
(eziistfestés).

52



Cluster Dendrogram

9.0

8.0

e
=
TR
o
o
o o [e]
o 5 5 2 »
° 3 3 2
o 5 3 5 &
2 o] Q
< <
dist(build.ZOMtres(a, 3))
helust (*, "ward")

11. abra. A kiilonb6z6 G. nivalis mintak AFLP analizisén alapulo
klaszteranalizis A/OP1: Hollohaza, 1. egyed; A/OP 2 Hollohaza 2.egyed;
A/OP 3 Hollohaza 3.egyed; A/Culture: Hollohaza szdvettenyészet; B/Culture:
Tokaj, Kopasz-hegy 1.egyed szovettenyészete; C/Culture: Tokaj, Kopasz-
hegy 2.egyed szovettenyészete;

Az AFLP analizis eredményeként megallapithatjuk, hogy

e a Hollohazarol és a Tokaji Kopasz-hegyrél szarmazo G. nivalis
populécidk genetikailag elkiiloniilnek, két klaszterbe sorolhatok.

e A hollohdzi mintdkbol inditott kallusztenyészetek azonban
genetikailag nem kiiloniilnek el az eredeti él6helyrdl begytjtott G.
nivalis mintaktol.

Az A/Culture szovettenyészeti mintdink morfologidjukban is kiilonboznek a
Tokaj Kopasz-hegyrol szarmazo novényeinkbdl 1étrehozott
szovettenyészetiinktél (B/Culture, C/Culture). Megfigyelhetd volt, hogy
ugyanazon hormonésszetételii (2 mg 1™ NAA +1 mg I BA) taptalajon
torténd nevelés ellenére a Hollohazi egyedbdl szarmazd szovettenyészeti
mintdinkon zO6ld hajtasos kallusz jelent meg még fejletlen hagymaéaval, a
B/Culture esetében hajtasos kallusz, a C/Culture esetében, pedig

kalluszképzddés megkertilésével 1étrejott hajtasos hagyma fejlodott (9. abra).
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4.3. Galanthus elwesii és Galanthus woronowii szovettenyésztése

A pompas hovirag (Galanthus elwesii) és a Voronov-hovirag (Galanthus
woronowii) novényeket 2012 tavaszan gyijtottik be a SOTE Farmakognézia
Intézetének gyogynovénykertjében nevelt példanyaibol. Szovettenyésztésiik
megtervezésében a mar kidolgozott G. nivalis novényregeneralasa képezte a
szakirodalomban megjelend gyakorlati alapokat (Resetar és mtsai., 2014). 10
mg I NAA+ 1 mg I* BA és 2 mg 1™ NAA +1 mg I BA hormon 8sszetételii
MS* téaptalaj volt az indulé kombinacid, ahol a ndvények hagyméibol
inditottunk szovettenyészeteket. A G. woronowii esetében mindkét induld
taptalaj megfeleldnek bizonyult, mert kalluszok megjelenését tapasztaltuk,
bar szomatikus embriok kialakuldsa nem volt megfigyelhetd (12. &bra a, b). 2
mg I NAA+ 2 mg I"! TAA hormonkombindcion torténd nevelés intenziv
kallusz vagy gyokérképzodést valtott ki. 2 mg 1" NAA+ 2 mg I IBA
egylittes hasznalata pedig gyokér €s hajtasképzddést eredményezett (12. dbra
c). 2 mg I NAA +1 mg I" BA hormondsszetétel esetén intenziv
hagymaképzddést figyelhettink meg (12. abra d). A G elwesii
mikroszaporitasi kisérleteink inditasakor a hagyma explantdtumokat eldszor
10 mg I NAA +1 mg I* BA és 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA hormon
Osszetételii MS* taptalajra helyeztiik, majd a késébbiekben 2 mg 1" NAA+ 2
mg I IBA, 2 mg I NAA +2 mg I IAA, 5 mg I NAA+ 1 mg I BA ¢és
hormonmentes MS* taptalajon neveltiik. A G. elwesii szovettenyésztése soran
5 mg I" NAA +1 mg I* BA hormondsszetételii taptalajon, kalluszokon
megjelend szomatikus embriok voltak megfigyelhetéek (12. &bra e).
Hasonloan, a G. nivalis szovettenyészetekhez, ahol kisebb auxin koncentraciod
haszndlata soran jelentek meg a globularis stddiumu szomatikus embriok (7.
abra c). 5 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalaj dsszetétel esetében kalluszok
megjelenését tapasztaltuk, mig 2 mg 17 NAA+ 2 mg I IBA egyiittes
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hasznalata gyokér és hajtasképzdodést eredményezett (12. abra g), hasonldan,
mint a G. woronowii esetében. 2 mg 1" NAA+ 2 mg I' IAA tartalma
taptalajon azonban intenziv hagyma és zold hajtasok jelentek meg, melyekbdl
késobb hormonmentes taptalajon nevelve egész novény fejlodott ki (12. dbra
h).

Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy a Galanthus woronowii és G
elwesii esetében, a mar kidolgozott G. nivalis szovettenyésztése alapjan
inditottuk kisérletiinket magas auxin (NAA) alacsony citokinin (BA), ¢és
alacsony auxin alacsony citokinin tartalmi taptalajon (10 mg I NAA+ 1 mg
It BA ¢s 2 mg I NAA +1 mg It BA) (Resetar és mtsai., 2014).

A G woronowii esetében azt tapasztaltuk, hogy magas auxin hatasa
hormon koncentracid esetén gyokér és hajtasok képzddtek, késébb ezeket 2
mg I NAA+ 1 mg I"! BA hormonkoncentracion nevelve hagyma képzédott
(12. abra d). A szakirodalomban, tudomdsunk szerint a mi kutatécsoportunk
irt le el6szor G. woronowii esetében sikeres in Vitro szovettenyésztési eljarast
(Resetar és mtsai., 2017).

A Galanthus elwesii-t sokkal inkabb hatdéanyagtartalom tekintetében
vizsgaltdk, ¢és kevesen probalkoztak mikroszaporitasi kisérletekben
felhasznalni. Az amarillisz alkaloidok koziil a pompés hoviragban is leirtdk a
galantamin, likorin jelenlétét (Berkov és mtsai., 2007; Jin, 2009; Orhan és
mtsai., 2003; Takos és mtsai., 2013), azonban mikroszaporitasara a korabbi
irodalmakban kevés példat lathatunk (Tilly-Mandy és mtsai., 2006). A
galantaminr6l tudjuk, hogy szelektiv acetilkolin-észterdz inhibitor. Az
Alzheimer- kor kezelésében tiineti kezelésként hasznaljak (Heinrich és Lee
Teoh, 2004). A G. elwesii szovettenyésztése soran szintén alkalmazott induld
taptalaj-kombinacié volt a 10 mg 1" NAA+ 1 mg I* BA és 2 mg I NAA 1
mg I BA hormon 8sszetételii MS* alaptaptalaj. 5 mg 1" NAA +1 mg I"! BA

hormonkombinacidju  taptalajon intenziven novekedd kalluszainkon
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szomatikus embriok megjelenését, figyeltiik meg (12. dbra e). Zold hajtas és
gyokér megjelenése azonban 2 mg ' NAA+ 2 mg I* IBA, csak auxin
hormon tartalmu téptalajon kovetkezett be (12. abra g). Ezeket hosszutavon
hormonmentes MS*taptalajon nevelve, egészt ndvényt regeneraltunk.

Tehat elmondhatjuk, hogy kisérletiink sikeres volt és biztonsaggal
tudtunk egész novényt, létrehozni. Szovettenyészeteink jO ndvekedési
képessége alkalmas arra, hogy tovabbi vizsgalatokra hasznéljuk fel dket és

antioxidans aktivitasukat vizsgaljuk.
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12. abra. Galanthus elwesii és Galanthus woronowii szévettenyésztése a) b)
10 mg I NAA+ 1 mg I BA és 2 mg 1" NAA +1 mg I BA
hormondsszetételi MS* taptalajon nevelt G woronowii  kalluszok
hajtasképzédéssel; ¢) 2 mg I NAA+ 2 mg I* IBA hormonkombinécion
nevelt gyokér és hajtasképzédmény; d) intenziv hagymaképzddés (2 mg 1™
NAA 1+ mg It BA); e) G elwesii 5 mg I NAA+ 1 mg I'* BA taptalajon
megjelend szomatikus embriok; f) kalluszok 5 mg I NAA+ 1 mg I BA
taptalajon hajtaskezdeménnyel; g) 2 mg I NAA +2 mg I IBA egyiittes
hasznalata zold leveles hajtast, gyokér kialakulasat eredményezte; h) 2 mg 1™
NAA+ 2 mg I TAA egyiittes hasznalatdval hagyma megjelenése, késbb
atoltva  hormonmentes MS*  taptalajon létrejott a G elwesii
novényregeneralds Jelek=5mm
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4.4. Leucojum aestivum, Leucojum vernum és Sternbergia lutea
szovettenyésztése

A L. vernum, magyar nevén tavaszi tozike esetében az in vitro
tenyészet 1étrehozasat 10 mg I NAA+ 1 mg ' BA és 2 mg I NAA+ 1 mg I
! BA tipusu taptalajon inditottuk el szintén a névény hagymajabol. 2 mg I
NAA +1 mg I BA tartalmu taptalajokon a hajtasok, azokon hagymak
megjelenését figyeltiik meg. A fiatal hajtasokat athelyeztiik 2 mg 1™ NAA+ 2
mg I IBA novekedést serkentd hormon Osszetételii taptalajra, amelyen a
hagymak tovabb novekedtek és gyokerek differencialodtak (13. abra a, c).
Ptak ¢és munkatarsai a tavaszi tézike novény novekedés szabalyozasi
kisérletében a legjobb eredményt 1ugy érte el, ha a kalluszokat
abszcizinsavval ¢és polietilén-glikollal befolyasolta, igy torpedo-allapott
embridkat hozott 1étre (Ptak ¢és mtsai., 2010). Az altalunk Iétrehozott L.
vernum szdvettenyészeteken nem embriogén kalluszok fejlodtek és
szomatikus embriogenezis nem volt kimutathato.

A nyari tézike (L. aestivum) hagymajabél 2 mg 1" NAA, 5 mg I*
NAA+ 1 mg I BA és 10 mg I NAA+ 1 mg I"* BA hormon 8sszetételii MS*
taptalajokon inditottunk el ndvényregeneraldsi kisérletet. A kallusz mellett a
gyokérzet kialakulasat is meg lehetett figyelni 2 mg I* NAA tartalmu
taptalajon (13. abra d, e, f). A L. vernummal ellentétben a L. aestivum
hagyma explantatumokbél emriogén kalluszok fejlédtek 2 mg I NAA és 10
mg I NAA hormonésszetételii taptalajon (13. abra h). Ezeken az embriogén
kalluszokon zo6ld hajtasok fejlodtek (13. abra g). Tobb szovettenyésztési
kisérletet inditottak L. aestivummal, ahol az auxin/ citokinin arany
valtoztatasaval befolydsoltak a tenyészetek morfogenezisét. MS* taptalajon
inditottdk el a szovettenyésztést, majd 10 pM pikloram és 0,5 uM BA
segitségével kalluszokat fejlesztettek. 10 uM NAA ¢és 0,5 uM BA ardny
mellett hagymakat és gyokereket is produkaltak a kalluszok (Diop, 2007). Az

58



0 esetiikben is a legjobb eredményeket magas NAA koncentracio jelenlétében
figyelték meg, az in vitro tenyészetben a novény novekedését leginkabb a
NAA befolyasolta.

A Sternbergia lutea vagy magyar nevén 6szi vetdvirdg hagymabol
inditottunk szdvettenyészeteket 2 mg I NAA+ 1 mg It BA, 5 mg It NAA,
10 mg I NAA +1 mg I BA ¢és 2 mg I"* NAA hormon &sszetételii MS*
taptalajon. 2 és 5 mg I NAA +1 mg I'* BA tartalmt taptalajokon gyors
novekedésii kalluszok képzddtek, melyeken szomatikus embridkat lathattunk
(14. abra k, 1). Ezeket tovabb passzalva 2 mg I NAA +1 mg I BA taptalajon
levélkezdemények megjelenését figyelhettiik meg (14. ébra i, j). Kés6bb
hormonmenetes MS* taptalajon torténd nevelés sordn a szovettenyésztés
soran kialakult hagyméakon gyokerek jelentek meg. Tehat elmondhatjuk, hogy
ndvényt sikeriilt regenerdlnunk. Mivel mas szakirodalmi hivatkozasokat nem
talaltunk S. lutea szovettenyésztés tekintetében, kijelenthetjiik, hogy e faj
esetében els6k kozott sikeriilt ndvényregeneralasra képes embriogén
kallusztenyészetet eléallitanunk (Resetar és mtsai., 2017).

A kisérleteink soran in vitro hagymat tudtunk létrehozni (13. abra a, b, c,
e; 14.abra 1, j) és gyokérképzést indukalni a mar meglévo kalluszainkon névo
hajtasainkbol. A kalluszokat tovabbtenyésztve azt tapasztaltuk, hogy
amennyiben az auxin (NAA) mellett a taptalaj citokinint (BA) is tartalmazott,
hajtaskezdemények fejlédtek. Ez a jelenség akkor is megfigyelhetd volt, ha
egyébként az auxin/citokinin ardny magas volt (13. abra). A magas
auxin/citokinin ardny altaldban a gyokérképzédésnek kedvez (Dudits és
Heszky, 2003). A L. aestivum esetében az auxin onmagaban is elegendd volt
a hajtasképzéshez (13. e abra). Ennek valoszinii oka, hogy a tenyésztett
szOvet magas endogén citokinin tartalommal rendelkezett. Az 6szi vetdvirag
(Sternbergia lutea) novényregeneralasi kisérleténél megfigyelheté volt a 2
mg I NAA+ 1 mg I'* BA hormon &sszetételii MS* taptalajon a kalluszok
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tovabbi novekedése. A kalluszokon intakt, z6ld hajtasok jelentek meg (14.
abra 1), amit stabilan fent lehetett tartani ezzel a hormonkombinécioval,
illetve azok novekedése és multiplikacidja is stabilizalodott. A S. lutea
esetében ez a taptalaj tipus volt a legkedvezobb a hagymak 1étrejottéhez,
illetve azok késobbi novekedéséhez és fejlodéséhez. Tapasztalataink alapjan,
ha az auxin hormon ardnyat megemeljiik és a taptalaj hormondsszetétele 5
mg I NAA 1 + mg I BA, akkor még tobb hagyma képzédik a kalluszokbol,
illetve azokon hajtas is megjelenik (14. abra j). A tavaszi t6zike (L. vernum)
esetén azt tapasztaltuk, hogy miutdn biztonsaggal tudtunk hajtasindukciot
létrehozni, mas hormonkombinaciokat alkalmazva, 2 mg 1" NAA+ 2 mg I
IBA tartalmu téptalajon megindult a hagymaképzés (13. a, b, ¢ abra). Ezen a
hormondsszetételli taptalajon tudtuk a legtobb hagymat reprodukalni. Ezen a
taptalajon figyelhettilk meg a gyokér kialakulasat is a szovettenyészetiinkben
(13. ébra a). A nyari tézike novényregeneralasi kisérletet tobb tipusu
hormontartalmti taptalajon inditottuk el, amiken végiil stabil kallusz-
vonalakat tudtunk eldallitani. Azt tapasztaltuk, hogy ha megtartjuk a
taptalajban az auxint (2 mg I"* NAA) és citokinint nem alkalmazunk mellé,
akkor tomeges gyokérképzodés alakul ki a kalluszok mellett (13. dbra e, f).

A Leucojum aestivum (nyéri tézike) szovettenyésztése soran 6 mg 1™
picloram és 0,1 mg I BA hormonnal kiegészitett MS taptalajt hasznaltak. A
kalluszok tovabbi novekedését etilénnel indukaltak. A keletkezd kalluszok
embriogének voltak, embriogenezis soran létrejott a szomatikus embrid, majd
megjelent a globularis stddiumu szomatikus embri6 0,1 mg " NAA és 0,2 mg
It zeatin hormondsszetételii taptalajon. A zeatin koncentraciojat novelve
korai torpedo stadiumot tapasztaltak, majd NAA, zeatin és AA hozzaadasaval
a teljes novényt regenerdlni tudtak (Ptak €s mtsai., 2010). A nyari tézike
novényregeneralasi kisérletet tobb tipusi hormontartalmu taptalajon

inditottuk el, amiken végiil stabil kallusz-vonalakat tudtunk eldéallitani. Azt
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tapasztaltuk, hogy ha megtartjuk a taptalajban az auxint (2 mg I NAA) és
citokinint nem alkalmazunk mellé, akkor tomeges gyokérképzodés alakul ki a
kalluszok mellett (13. abra e, f).

Osszességében elmondhatjuk, embriogén kallusztenyészeteket hoztunk
létre L. aestivum és S. lutea védett novényekbdl. Sikeresen regeneraltunk in
vitro novényeket tavaszi t6zikébdl, nyari t6zikébdl. Sternbergia lutea
esetében pedig elsoként hoztunk létre egész ndvényeket (Resetar és mtsai.,
2017).  Jo novekedési produkciora képes zold hajtdsos ndvényeink
alkalmasak arra, hogy tovabbi kisérletekben vizsgdljuk antioxidans

aktivitasukat.
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13. abra. Néhany jellegzetes Leucojum tenyészet. a) L. vernum regeneralt
névény 2 mg 1" NAA + 1 BA mg IMtartalmi taptalajon; b) L. vernum,
hajtasmultiplikacié 1 mg 1" NAA mellett; ¢) L. vernum, nvényregenerélas 2
mg I NAA + 2 mg I IBA tartalmu téptalajon; d) L. aestivum, embriogén
kallusz fejlddése 2 mg 1" NAA mellett; e) L. aestivum, novényregeneralas
embriogén kalluszokbél (2 mg 1" NAA) és f) a regeneralt ndvények
gyokérzete; g) 2 mg I'* NAA + 1 BA mg I tartalmu taptalajon embriogén
kalluszokon fejlédé zold hajtasok; h) embriogén kallusz kozeli képe Jelek=
5mm (a-d, g) és 2 mm (e, f, h).
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14. abra. Sternbergia lutea embriogén kalluszon regeneral6 hajtasok i), j) 2
mg I NAA + 1 mg I BA tartalmu taptalajokon; k) embriogén kalluszokon
megjelend zold hajtasok, a nyil a hagymat jeldli; 1) szomatikus embridk
(nyilak). Jelek= 5mm (i,j,k) és 2 mm (1)
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4.5. Amaryllidaceae csaladba tartozo egyes fajok antioxidans
aktivitasanak vizsgalata

4.5.1.Nem enzimatikus antioxidansok kimutatasa

A nem enzimatikus antioxidansok kimutatasara altalunk hasznalt
eljarasok: az Osszes polifenol tartalom mérése Folin-Ciocalteu reagenssel
(TPC) és a Troloxra vonatkoztatott antioxidans aktivitas (TEAC), melyet
ABTS* és DPPH gyok inhibicidjan keresztiil vizsgaltunk. Ezek a modszerek
az Irodalmi attekintés 2.5.2. és az Anyag ¢és Moddszer 3.5.1,3.5.2. fejezetben
részletezésre keriiltek. Mintaink a Galanthus nivalis, Galanthus elwesii,
Galanthus woronowii, Leucojum aestivum, Leucojum vernum és Sternbergia
lutea  eredeti  él6helyiikon  novekedd  egyedek, amelyekbdl a
szOvettenyésztéshez haszndlt explantatumok szarmaztak, és szovettenyésztés
soran eldallitott kalluszokbdl, illetve egész novényekbdl alltak. A G. nivalis és
G. elwesii mintak enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans aktivitas
vizsgalatanak bemutatdsara tovabbi kisérletekre van sziikség, ezért itt nem
keriilnek leirasra. A tovabbiakban a G. woronowii, L. aestivum, L. vernum és
S. lutea fajok esetében vizsgalodtunk a nem enzimatikus és az enzimatikus
antioxidansok tekintetében is.

A legjobb antioxidans aktivitas kialakitasaért felelds vegyiiletek kozzé
tartoznak a polifenolos komponensek (Rice és mtsai., 1997; Robards és
mtsai., 1999). Ezen komponensek mérésére alkalmas az elektronatmenettel
jaro  antioxidans aktivitds modszer, a Folin-Ciocalteu reagenssel
spektrofotometriasan meghatarozott Osszpolifenol mérés (Huang, 2005;
Tabart és mtsai., 2009). Az dsszes fenol tartalom akkor tekinthetd magasnak,
ha a galluszsavra vonatkoztatott egyenérték (GAE) 12-20 mg g* DW vagy
magasabb (Daniels és mtsai., 2011; Miliauskas és mtsai., 2004). Eszerint az
Osszes fenol tartalom magas volt G. woronowii in vitro hajtasokban, L.

vernum 2 mg I* NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt névényekben, a L.
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aestivum embriogén kallusz eredet(i hajtasokban és kultirakban, melyet 2 mg
I'* NAA taptalajon neveltiink, és a S. lutea embriogén kallusz és azokon
regeneralodo hajtasokban 2 mg I NAA+ 1 mg I* BA taptalajon (7. tablazat,
15. abra). Alacsony fenol tartalmat mutattunk ki L. vernum in vitro
novényekben, melyet 2 mg I NAA hormontartalmi taptalajon neveltiink. A
G. woronowii és L. aestivum és a L. vernum szdvettenyészetben mért adatok
magasabbak a nativ hagymakban mért adatokkal. L. vernum és S. lutea nativ
levelekre azonban jellemzd a magasabb polifenol tartalom, mint a
szOvettenyészetekben, vagy a nativ hagymakban mért adatok esetében (7.
tablazat, 15. abra).

Osszességében, elmondhatd, hogy a galluszsavra vonatkoztatott
egyenérték (GAE mg g* DW) alapjan meghatarozott értéktartomanyban
alacsony polifenol tartalommal rendelkezik L. vernum mikroszaporitott
névény 2 mg 1" NAA hormonkombinaciéji tiptalajon nevelve, L. vernum
eredeti el6helyrél szarmazo hagyma, L. aestivum eredeti él6helyr6l szarmazo
hagyma. Ezzel szemben magas polifenol tartalmi mintdink voltak az
alabbiak: G. woronowii, szovettenyésztéssel eléallitott hajtis 2 mg 1" NAA+
1 mg I'* BA taptalajon nevelve, G. woronowii eredeti él6helyrél szarmazo
levél és hagyma, L. vernum mikroszaporitott névény 2 mg 1" NAA+ 1 mg I
BA taptalajon nevelve, L. aestivum embriogén kallusz eredetli névény 2 mg 1’
! NAA taptalajon nevelve, L. aestivum eredeti él6helyré] szarmazo levél és
hagyma, S. lutea embriogén kallusz 2 mg 1! NAA+ 1 mg I BA taptalajon
nevelve, S. lutea szomatikus embrié eredetii regeneralodott hajtasok 2 mg 1™
NAA+ 1 mg I'* BA taptalajon nevelve, S. lutea eredeti él6helyrdl szamazé
hagyma mintdk. A legmagasabb 6sszes polifenol tartalma a L. vernum levél
és a S. lutea levél eredeti él6helyr6l szarmazo ndvényi mintainknak volt.

Tehat kijelenthetjiik, hogy a mikroszaporitassal eléallitott ndvényeinknek

sikeriilt megdrizniuk polifenol tartalmukat a szovettenyésztés soran.

65



ABTS* gyok inhibiciojanak vizsgalati modszere egy jo indikatora a
gyokfogd aktivitdsanak egy adott minta esetén kiilonbozd egyéb
modszerekhez képest: DPPH *, FRAP, ORAC, stb (Djeridane ¢és mtsai.,
2006; Katalinic és mtsai., 2006; Miliauskas és mtsai., 2004). Az ABTS *
gyokfogo aktivitast, I mg DW novényi anyagra vonatkoztatva kell tekinteni,
az antioxidans aktivitds magas, ha a gatlasi értékek > 60%. E szerint, G.
woronowii és S. lutea tenyészetek jellemzOen magas gatlasi értékeket (>
70%) mutattak. Aszkorbinsavra vonatkoztatva, ha 0,5 mg DW
szOvettenyésztési mintakat extrahaltuk 30% MeOH-ban magasabb volt az
antioxidans aktivitas, mint 2 mg (11,57 umol) aszkorbinsav (7. tdblazat, 16.
abra). ABTS * kation gatlas TEAC értékre vonatkoztatva két kultira esetében
mutat magas antioxidans aktivitaist -a G woronowii ¢és a S. lutea
szdvettenyészetek esetében 2 mg I NAA+ 1 mg ! BA hormont tartalmazé
taptalajon. Elmondhatjuk, hogy a magas fenol tartalmat az eredeti ndvények
leveleiben magas antioxidans aktivitas kisérte. A L. vernum kultara 2 mg 1
NAA +1 mg I BA hormonokat tartalmazé taptalajon kozel 60% ABTS *
reaktiv oxigénelnyeld aktivitast €s viszonylag magas TEAC ¢és aszkorbinsav
ekvivalens értéket mutatott. 2 mg I NAA hormontartalmu taptalajon nevelt
L. aestivum és vernum esetében a TEAC értékek alacsony ABTS * gatlasi /
reaktiv oxigénelnyeld értékeket mutattak. Az eredeti €él6helyiikon novekedd
egyedek, amelyekbdl a szOvettenyésztéshez hasznalt explantaitumok
szarmaztak alacsony ,,gy0kfogd” tevékenységet mutattak, kivéve a S. lutea
esetében (7. tablazat, 16. abra).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy szovettenyészeteink koziil magas
ABTS* gyokfogé aktivitissal rendelkezik a 2 mg I NAA+ 1 mg I BA
taptalajon nevelt G. woronowii szévettenyészet és a szintén 2 mg 1! NAA+ 1
mg I BA taptalajon nevelt S. lutea tenyészet, ez a két minta a legmagasabb

polifenol tartalommal is rendelkezett. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
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taptalaj hormonkombinacidja  lényeges az  antioxidans  aktivitds
szempontjabol, és a mi esetinkben a 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA
hormondsszetétel nem csak a szovettenyésztés sikerességének volt a kulcsa,
hanem j6 kombinacié volt a nevelés soran az antioxidans aktivitas
képességének megtartasaban is. Ismert, hogy az in vitro mikroszaporitas
soran létrejott kornyezeti feltételek (taptalaj Osszetétel, 14/10 o6ra fény/sotét
6s 22 + 2°C/18 + 2°C fény- és hémérséklet-perioduson petricsészében torténd
nevelés) megvaltoztatjdk a szekunder metabolit termelést és az antioxidans
aktivitast (Matkowski, 2008). Azonban az ebben a vizsgalatban részt vett
kultarak képesek voltak megdrizni viszonylag magas polifenol tartalmukat és
ABTS* gyokfogo képességiiket. Elmondhatjuk, hogy a mikroszaporitas sordn
ért stressz hatdsok, melyek a ndvényekben felszaporodd szabadgyokoket
indukaljak, mint a fény ¢és hdingadozasok, amelyek a folyamatos atoltasok

soran létrejottek nem karositottak az antioxidans védorendszeriiket.
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0.5 mg/ pM ABTS*

2'?:::';' % gatlas | ml/ mg AA AA gétlas, TEAC
Minta b ABTS* egyenértékii | egyenértéki | (uM/ 0.5 mg
(GAE, mg g kation® kivonat kivonatot kivonatot
DW 1)
hasznaltunk | hasznaltunk)
la. Galanthus
WOronowii,
szovettenyésztéssel 1531+1.7 | 7736538 | 432+0.82 | 25.00+4.76 | 25.52+3.08
eléallitott hajtas,
2 NAA + 1BA?
1b.G ;’ZSE‘I’”OW”' 1449415 | 6633+8.52 | 3.90+£0.65 | 22.73+3.95 | 26.73 +4.48
lc. thoronow"' 12.00£1.87 | 3333£550 | 1.96+0.17 | 11.50+0.92 | 14.00+1.08
agyma
2a. Leucojum
_vernum, 617181 | 32764161 | 1.06£009 | 598+050 | 10.93+0.52
mikroszaporitott
névény, 2 NAA
2b. L. vernum,
mikroszaporitott | 15 ) 57 | 592465 | 333+050 | 1926+2.81 | 20.78+3.16
novény,
2NAA + 1BA
2¢. L. vernum, levél | 2271+ 1.77 | 74.66+5.6 | 436+055 | 255+3.25 | 26.13+3.23
Zd'h"' vernum, 4634225 | 12664172 | 072+0.10 | 4264069 | 576+2.42
agyma

3a. L. aestivum,
emriogén kallusz

e 1233+1.5 | 42.03+£624 | 1.71+0.25 | 10.87+1.46 | 14.68+1.72
eredetii ndvény,

2 NAA

3b. L'ljfésl“"”m' 1593247 | 51.00+£803 | 296061 | 173+229 | 18.83+327

3c. L. aestivum, 494152 | 12334218 | 0714011 | 4234072 | 6.86+1.63
hagyma

4a. Sternbergia

lutea, embriogén
kallusz,

2 NAA+1BA

1593+2.51 | 71.00+6.13 | 4.13+£048 | 23.71+£2.72 | 24.81+2.98

4b. S. lutea,
szomatikus embrid
eredetli
regeneralodott
hajtasok,
2 NAA +1BA

1298 £2.03 | 73.66 +7.28 | 429+0.60 | 24.58+3.34 | 24.43+4.17

4c. S. lutea levél 23.7+£0.66 | 79.00+4.04 | 490+0.23 | 28.60+1.44 | 26.60+0.98

4d. S. lutea hagyma 184+4.21 | 62.66+887 | 3.70+0.47 | 21.53+2.71 22.26+3.28

7. tablazat.  Amaryllidaceae  csaladba  tartozd  novények  és
szovettenyésztéssel eldallitott mintak ,,gyokfogd™ aktivitasanak osszefoglalo
tablazata. AA- aszkorbinsav; ® jel az elsé oszlopban a ndvekedést szabalyozé
vegyiiletek (hormonok) koncentracidjat (mg 1) jeldli; ® jel 0,5 mg DW
noévényi anyag kivonatot tartalmazott 1 ml vizsgalati minta. Atlag + SE
értékek keriiltek bemutatasra, n > 10
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GAE
mg g DW-1

25

Osszes polifenol tartalom
23.7+0.66

22,71£1,77

184421

1593+2.47
15.93+2.51

1531+1,7
14494415

12,98£2.03

12.00£1.87 1200227 1233415

6,17+1.81
4,63+225 4.9£1.52

Lv La
hagyma  hagyma

LvINAA Gw Lv

La2NAA Slhajtis Gwlevél Gw
hagyma 2NAALIBA INAA
1BA 1BA

S.lkallusz L.alevél Slhagyma Lvlevél S.1levél
INAAIBA 2NAA

15.4bra. Amaryllidaceae csaladba tartozd novények és szovettenyésztéssel eldallitott mintak Gsszes polifenol
tartalmanak dsszefoglalé diagrammja. 0,5 mg DW ndvényi anyag kivonatot tartalmazott 1 ml vizsgalati minta.
Atlag + SE értékek keriiltek bemutatasra, n > 10. Az adatok ndvekvé sorrendben keriiltek bemutatésra.
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-G.w 2NAA 1BA:Galanthus
woronowii, szévettenyésztéssel
eléallitott hajtas,

2NAA+1BA

-G.w levél:Galanthus woronowii,
levél

-G.w hagyma: Galanthus
woronowii, hagyma

-L.v 2NAA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott novény,

2NAA

-L.v 2NAA 1BA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott novény,
2NAA+1BA

-L.v levél: Leucojum vernum, levél
-L.v hagyma: Leucojum vernum,
hagyma

-L.a 2NAA: Leucojum aestivum,
embriogén kallusz eredetii névény,
2NAA

-L.a levél: Leucojum aestivum, levél
-L.a hagyma: Leucojum aestivum,
hagyma

-S.I kallusz 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, embriogén
kallusz,

2NAA+1BA

-S.1 hajtas 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, szomatikus
embri6 eredeti regeneralodott
hajtasok,

2NAA+1BA

-S.1levél: Sternbergia lutea, levél
-S.I hagyma: Sternbergia lutea,
hagyma
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16.abra. Amaryllidaceae csaladba tartozé ndvények és szovettenyésztéssel elballitott mintak ABTS ,,gyokfogd”
aktivitasanak Osszefoglalo diagrammja. 0,5 mg DW ndvényi anyag kivonatot tartalmazott 1 ml vizsgalati minta.
Atlag £ SE értékek keriiltek bemutatésra, n > 10. Az adatok novekv sorrendben keriiltek bemutatasra.

-G.w 2NAA 1BA:Galanthus
woronowii, szovettenyésztéssel
eldallitott hajtas,

2NAA+1BA

-G.w levél:Galanthus woronowii,
levél

-G.w hagyma: Galanthus
woronowii, hagyma

-L.v 2NAA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott névény,

2NAA

-L.v 2NAA 1BA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott névény,
2NAA+1BA

-L.v levél: Leucojum vernum, levél
-L.v hagyma: Leucojum vernum,
hagyma

-L.a 2NAA: Leucojum aestivum,
embriogén kallusz eredetii névény,
2NAA

-L.a levél: Leucojum aestivum, levél
-L.a hagyma: Leucojum aestivum,
hagyma

-S.I kallusz 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, embriogén
kallusz,

2NAA+1BA

-S.1 hajtas 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, szomatikus
embri6 eredetii regeneralodott
hajtasok,

2NAA+1BA

-S.1 levél: Sternbergia lutea, levél
-S.I hagyma: Sternbergia lutea,
hagyma

70




DPPH stabil gyokot elsésorban a reakcioképesebb komponensek képesek
redukalni, mint példaul a polifenolos vegyiiletek (Huang ¢s mtsai., 2005;
Ozgen ¢és mtsai., 2006). Az DPPH gyokfogo6 aktivitast, 1 mg DW novényi
anyagra vonatkoztatva kell tekinteni, az antioxidans aktivitds magas, ha a
gatlasi értékek > 60% (Miliauskas és mtsai., 2004; Katalinic és mtsai., 2006).
Megallapithatjuk, hogy mintaink DPPH gyok megkotési képessége alacsony
volt. A DPPH megkdotésén alapuld modszer és a polifenolok jelenléte kozott
szoros Osszefliggést nem sikeriilt kimutatni. Szovettenyészeteink koziil a 2
mg I" NAA+ 1 mg I BA téptalajon nevelt S. lutea szomatikus embrié
eredetli regeneralodott hajtdsainknak volt a legmagasabb értéke, amely kozel
40%-0s volt (8. tablazat, 17. abra). Azonban a mi esectiinkben is
megfigyelhetd, hogy az adataink koziil a magas polifenol értékeket mutato 2
mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt G. woronowii szovettenyészet, és
a szintén 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea tenyészet
magasabb DPPH gyok megkotési képességgel rendelkezett a tobbi
tenyészethez képest. DPPH gyokfogo aktivitasat az eredeti novényi részekbdl

szarmazoO mintainkat nem teszteltiik.
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0.5 mg/ pM DPPH gatlas,
o/ 21z ml/ mg AA AA TEAC (uM/
Minta /S;g;lt_l'abs egyenérték | egyenértékii 0.5mg
ii kivonat kivonatot kivonatot
hasznaltunk hasznaltunk)
1. Galanthus woronowii,
szovettenyésztéssel 1432+3.07 | 1.08+0.18 | 6.18+1.04 6.12 + 134
eléallitott hajtas,
2 NAA + 1BA?
2. L. vernum,
mikroszaporitott ndvény, 6.5+0.28 0.51+0.02 295+0.14 28+0.11
2NAA + 1BA
3. Leucojum vernum,
mikroszaporitott nGvény, 5.82+1.18 | 0.43+0.09 2.47 £0.55 2.45+0.53
2 NAA
4. L. aestivum, embriogén
kallusz eredetii n6vény 8.03+191 | 0.61+0.16 3.51+091 2.87+0.76
2 NAA
5. Sternbergia lutea,
embriogén kallusz, 17.94+3.9 1.6+£0.26 9.1+1.5 86=+1.5
2NAA+1BA
6. Sternbergia lutea,
szomatikus embrio eredetll | 35 33, g 64 | 3154073 | 17.93+4.15 | 17.6+4.16
regeneralodott hajtasok,,
2NAA+1BA

8. tablazat. Amaryllidaceae csaladba tartozd szovettenyésztéssel eldallitott
mintdk DPPH inhibici6janak &sszefoglald tablazata. AA- aszkorbinsav; @ jel
az els6 oszlopban a novekedést szabalyozd vegyiiletek (hormonok)
koncentracidjat (mg 1) jeldli; b jel 0,5 mg DW névényi anyag kivonatot
tartalmazott 1 ml vizsgalati minta. Atlag + SE értékek keriiltek bemutatasra,
n=>10
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% gatlas DPPH

gatlasi %
40
35
30
25
20
15
10

5

0

35.33+8.64

17.94£3.9

14,32+3,07

8,03+1.,91

5.82+1.18 6.5+0.28

L vINAA L v2INAA  LalINAA Gow INAA

1BA 1BA

S.1kallusz
INAAIBA 2NAAIBA

3.1 hajtas

17.4bra. Amaryllidaceae csaladba tartozé ndvények és szovettenyésztéssel elBallitott mintak
DPPH inhibiciéjanak 0sszefoglald diagrammja. 0,5 mg DW névényi anyag kivonatot
tartalmazott 1 ml vizsgalati minta. Atlag = SE értékek keriiltek bemutatasra, n > 10. Az adatok
ndvekvo sorrendben keriiltek bemutatasra.

-G.w 2NAA 1BA:Galanthus
woronowii, szévettenyésztéssel
eldallitott hajtas,

2NAA+1BA

-L.v 2NAA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott névény,

2NAA

-L.v 2NAA 1BA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott névény,
2NAA+1BA

-L.a 2NAA: Leucojum aestivum,
embriogén kallusz eredetii névény,
2NAA

-S.I kallusz 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, embriogén
kallusz,

2NAA+1BA

-S.1 hajtas 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, szomatikus
embri6 eredetli regeneralodott
hajtasok,

2NAA+1BA
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4.5.2. Enzimatikus antioxidansok Kimutatasa

A novényeket ért oxidativ stresszhatdsok elleni védelemben a
véddenzimek jelentds szerepet jatszanak, hiszen az enzimatikus folymatok
soran jatszodik le a szuperoxid gyokok atalakitasa a SOD-al, valamint a
hidrogén-peroxid lebontasa is. Ismert, hogy a peroxidazok a H,0O,
méregtelenitséhez szerves redukaldé molekulat igényelnek ebben jelentds
szerepet jatszhat a guajakol és a pirogallol, melyek mesterséges Szerves
szubsztratumként szolgalhatnak a ndvényeink peroxidaz enzim aktivitdsanak
kimutatdsaban. A festési eljaras soran a guajakol és a pirogallol H-donorként
viselkedik, amit az enzim képes kihasznalni és a poliakrilamid megfestodik
(Apel és Hirt, 2004; Dixit és mtsai., 2011; Dunford és mtsai., 1982; Ghadiri
és mtsai., 2013; Tauber, 1953;). Ezen modszerek alkalmazasa részletes
leirasra keriilnek az Anyag és modszer 3.4.2. fejezetében.

A peroxiddz gélek soran hasznalt szOvettenyészet kivonatok fehérje
tartalma 21,2 + 4,35 (SE) — 30,9 £ 5,1 pg kozotti mennyiség volt a G,
woronowii, L. vernum és L. aestivum, és 8,5 ug (kallusz), 8,5 ug (hajtasok) a
S. lutea esetében. Ezek a mennyiségek 10 ul mintdban voltak jelen, melyeket
nativ aktivitds gélekre vittink. Igy a fehérje tartalom alkalmas volt
enzimaktivitds  mérésekhez. A pirogallol-peroxidaz  aktivitds a
szdvettenyészetek koziil a 2 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S.
lutea kalluszok esetén volt a legmagasabb, de Osszehasonlitva jelentdsen
alacsonyabb volt, mint az A. rusticana gyokér kivonat esetében (19. abra c).
A tobbi szovettenyészet koziil a vetdvirag kallusz aktivitasdhoz kozeli értéke
egyediil a L. vernum a 2 mg I" NAA taptalajon nevelt mikroszaporitott
novénynek volt, de a kontrollmintank (A. rusticana gyokér) értékét nem
kozelitette meg (9. tablazat, 18. abra). Harmadik legmagasabb aktivitast a L.

aestivum 2 mg I NAA téaptalajon nevelt embriogén kallusz eredetli ndvényi
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mintank mutatta, majd a G. woronowii 2 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon
szdvettenyésztéssel eléallitott hajtasminta, S. lutea 2 mg I NAA+ 1 mg I
BA taptalajon szomatikus embrid eredetii regeneralddott hajtasok, végiil a L.
vernum 2 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon mikroszaporitott ndvényiink
zarta a sort. Ezzel szemben, az eredeti él6helyiikr6l begytijtott novények
szervei koziil a G. woronowii levél, L. vernum levél és hagyma, esetében volt
kimutathaté pirogallol-peroxidaz aktivitas, de ezek nem keriiltek abrazolasra.
Az eredeti él6helyrdl begytijtott G woronowii hagyma, L. aestivum levél és
hagyma, S. lutea levél és hagyma mintdink peroxidaz enzimaktivitdsa nem
volt kimutathat6 a pirogallol festés soran. (9. tablazat, 18. abra).

Spektrofotometrids vizsgalatot végeztiink azonos mennyiségli novényi
kivonatokbol, 2-ME-ra vonatkozdéan. Méréseink kimutattak, hogy a vizsgélati
pufferben a 2-ME hianya csak enyhe aktivitdsndvekedést indukalt, de ez az
aktivitas alacsonyabb volt a S. lutea és L. vernum, 2 mg I NAA 1 mg I BA
hormon Osszetételi taptalajon nevelt minta esetében, mint az A. rusticana
gyokér kivonatban. Konkrét aktivitdis (mM oxidalt pirogallol min™ mg
protein-1) 2-ME hianyaban a S. lutea kivonatok aktivitasa 28,29% az A.
rusticana gyokér kivonat aktivitasanak, amit pozitiv kontrollként
hasznaltunk. A L. vernum esetében ez az érték 19,45%. 2-ME jelenlétében a
S. lutea kivonatok aktivitidsa 25,86%-a 2-ME-kezelt A. rusticana kivonatok
aktivitasanak és a L. vernum esetén ez az érték 7,13% volt (20. abra).

A guajakol peroxidaz aktivitas gélek azt mutattak, hogy az Osszes
szovettenyészetnek alacsony, vagy nem kimutathatd aktivitasa volt az A.
rusticana gyokér kivonattal szemben (19. abra a). Csokkend sorrendben a
legmagasabb aktivitisa a L. vernum a 2 mg I NAA taptalajon nevelt
mikroszaporitott névénynek volt, majd a L. aestivum 2 mg I"* NAA taptalajon
nevelt embriogén kallusz eredetii ndvényi mintank, a 2 mg 1 NAA+ 1 mg I

BA taptalajon nevelt S. lutea kalluszok, a L. vernum 2 mg I NAA+ 1 mg I
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BA taptalajon mikroszaporitott ndvényiink, a G. woronowii 2 mg I* NAA+ 1
mg I"! BA taptalajon szovettenyésztéssel eléallitott hajtasminta aktivitasa volt
a legalacsonyabb. A S. lutea 2 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon
szomatikus embri6 eredetli regeneralodott hajtasoknak egyedill a
szovettenyészetek koziil nem volt guajakol-peroxiddz enzim aktivitasa (9.
tablazat, 18. abra). Ezzel szemben, az eredeti ¢l6helyiikrdl begytjtott
novények szervei koziil a G. woronowii levél és hagyma, L. vernum hagyma,
esetében volt kimutathatd guajakol- peroxidaz tevékenység, de ezek nem
kertiltek abrazolasra (9. tablazat, 18. abra). Az eredeti él6helyr6l begyiijtott L.
vernum levél, L. aestivum levél és hagyma, S. lutea levél és hagyma mintaink
peroxidaz enzimaktivitasa nem volt kimutathato a guajakol festés soran. Ami
az eredeti novényi szerveket illeti, a G. woronowii esetében a guajakol
peroxidaz aktivitdsa hasonld a szoOvettenyészetb6l késziilt mintak
aktivitasahoz, de az A. rusticana gyokér aktivitasahoz képest alacsonyabb
volt. Az Osszes tobbi explantaitum esetében a guajakol peroxidaz aktivitas
nem, vagy nagyon kis mennyiségben volt kimutathato. A spektrofotometrids
vizsgalat azt mutatta, hogy a 2-ME kifejezetten gatld hatassal volt a guajakol
peroxiddz aktivitasokra, szemben a pirogallol-peroxiddzzal (az adatokat nem
mutatjuk be). Konkrét aktivitas (mM oxidalt guaiakol min™ mg protein™) 2-
ME hianyaban a S. lutea esetében 32,84%-a, és a L. vernum esetében
60,31%-a a torma kivonatok aktivitdsdnak. A pirogallol peroxidazok
elektroforetikus vandorlasanak sebessége alacsonyabb volt a G. woronowii és
S. lutea mintak esetében, mint a Leucojum kultarak vizsgalatanal (19. abra b).
Ezen tulmenden, a pirogallol-peroxidaz aktivitdis minta kiilonbozott L.
vernum és L. aestivum kultaraknal, az utobbi esetben, két izoenzimet lehetett
kimutatni (20. abra. b).
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Guajakol- Pirogallol-
perox_idéz Guajakol- perox_idéz Pirogallol-
enzim s enzim . 1
. aktivitasa perox.ldaz aktivitasa perox.ldaz
Minta . . enzim . . enzim
izoenzimek . izoenzimek s
. aktivitasa ey s aktivitasa
teriiletének % (b) teriiletének % (b)
meghataroza- meghataroza-
saval (a) saval (a)
la. Galanthus
woronowii,
szovettenyésztéssel 295+0,63 9,4 396+0,06 9,7
eldallitott hajtas
2 NAA + 1BA
1b. G. woronowii, levél 267+0,99 8,5 169+0,74 4,1
e Gﬁ!"g‘;ﬁ’;"w"' 108018 35 0 0
2a. Leucojum vernum,
mikroszaporitott novény, 1061+0,81 33,9 684+0,50 16,7
2 NAA
2b. L. vernum,
mikroszaporitott névény, 449+0,68 14,4 80+0,25 1,9
2NAA + 1BA
2c. L. vernum, levél 0 0 53+0,11 1,3
2d. L. vernum, hagyma 113£0,73 3,6 276+0,01 6,7
3a. L. aestivum,
emriogén kallusz eredetil 51240,15 16,4 4564021 11,1
noveny,
2 NAA
3b. L. aestivum, levél 0 0 0 0
3c. L. aestivum, hagyma 0 0 0 0
4a. Sternbergia lutea,
embriogén kallusz, 480+0,66 15,4 1924+0,66 47,0
2 NAA+1BA
4b. S. lutea, szomatikus
embrid eredetii
regeneralodott hajtasok, 0 0 2894041 71
2 NAA+1BA
4c. S. lutea levél 0 0 0 0
4d. S. lutea hagyma 0 0 0 0
Armoracia rusticana 31262075 100 40910,08 100
gyokér kivonat

9. tablazat. Guajakol-peroxidaz, és pirogallol- peroxidaz enzim aktivitas
gélek kiértékelésének Osszefoglalo tablazata. Az adatok a poliakrilamid
géleken megjelend enzimsavok intenzitasara utal, (a) a zimogramokon
megjelent savok (izoenzimek) teriiletének meghatarozasa CpAtlas® gél
elemz6 szoftver segitségével tortént. (b) Enzim aktivitasa %-ban kifejezve, a
torma gyokér kivonatok jelentik a 100%-ot. Atlag = SE értékek keriiltek
bemutatasra, n > 10
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L.v2NAA
LalNAA
T B Pirogallol-
Slkallusz.. ) i ol :
- 48040/66 1)181 ox;claz enzim
. / ; 0,25 aktivitaza
LvINAALBA %'49*O=58 izoenzimek
G.w2NAA1BA Tt teriiletének
meghatarozasaval
s levd 169074
G.w leveél 26740,55 — "
B Guajakol-peroxidaz
. , 276+0,01 A per
L vhagyma 113+0,73 _enzlm .alctl\-'ltasa
G.w. hagyma 1080,18 120:31121;1161(
g teriiletének
S.lhagyma meghatarozaszaval
S.llevel
S.1hajtag., == 2895041
L.ahagyma
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Lvlevél [ 530,11
izoenzimel<
0 1000 2000 3000 4000 5000  teruletegységei

18.4bra. Guajakol-peroxidaz, és pirogallol-peroxiddz enzim aktivitds gélek kiértékelésének Gsszefoglalo
diagrammija. Az adatok a poliakrilamid géleken megjelend enzimsavok intenzitasara utalnak, a zimogrammokon
megjelent savok (izoenzimek) teriiletének meghatarozasa CpAtlas® gél elemzd szoftver segitségével tortént. Atlag
+ SE értékek keriiltek bemutatasra, n > 10. Az adatok névekvé sorrendben keriiltek bemutatasra.

-G.w 2NAA 1BA:Galanthus
woronowii, szovettenyésztéssel
eléallitott hajtas,

2NAA+1BA

-G.w levél:Galanthus woronowii,
levél

-G.w hagyma: Galanthus
woronowii, hagyma

-L.v 2NAA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott novény,

2NAA

-L.v 2NAA 1BA: Leucojum vernum,
mikroszaporitott novény,
2NAA+1BA

-L.v levél: Leucojum vernum, levél
-L.v hagyma: Leucojum vernum,
hagyma

-L.a 2NAA: Leucojum aestivum,
embriogén kallusz eredetii névény,
2NAA

-L.a levél: Leucojum aestivum, levél
-L.a hagyma: Leucojum aestivum,
hagyma

-S.I kallusz 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, embriogén
kallusz,

2NAA+1BA

-S.1 hajtas 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, szomatikus
embri6 eredetii regeneralodott
hajtasok,

2NAA+1BA

-S.1levél: Sternbergia lutea, levél
-S.I hagyma: Sternbergia lutea,
hagyma

-A. rusticana: Armoracia rusticana
gyokér kivonat
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19. abra. Amaryliidaceae szovettenyészetek peroxidaz aktivitasanak vizsgalata nativ fehérje géleken. (a) teljes relativ sav intenzitasok abrazolasa
guajakol-peroxidaz aktivitas esetén (b) gélképek a guajakol festés soran (c) teljes relativ sav intenzitasok abrazolasa pirogallol-peroxidaz aktivitas
esetén (d) gélképek a pirogallol festés soran. A zimogramokon megjelent savok (izoenzimek) teriiletének meghatarozasa CpAtlas® gél elemz6
szoftver segitségével tortént. Enzim aktivitas intenzitasa %-ban kifejezve, a torma gyokér kivonatok értékeihez képest, melyek a 100%-ot jelentik.
Szirke szin az  alacsony, savozott szin a  magasabb, fekete szin pedig a torma enzimaktivitasat jelenti.
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20. abra. Pirogallol peroxidaz aktivitds (abszorbancia értékek, 420 nm-nél
jelzi a pirogallol oxidacidjanak mértékét H,O, jelenlétében), bemutatisa
spektrofotometrias mérési vizsgalatok alapjan L. vernum ¢és S. lutea
szovettenyészetek enzimkivonataibol. Az adatok 2-merkaptoetanol (2-ME)
jelenlétében vagy hianyaban megjelend enzimaktivitasokat mutatjak.

Osszességében elmondhatd, hogy a peroxidaz aktivitisok kimutathatoak
voltak a novényi szdvettenyészetekben kivéve a S. lutea 2 mg I NAA+ 1 mg
It BA taptalajon szomatikus embrid eredetli regeneralodott hajtisok, mert
ezeknek nem volt guajakol-peroxidaz enzim aktivitasa (9. tablazat, 18. abra).
Azt is kijelenthetjiik, hogy a szdvettenyészetek peroxiddz enzimaktivitdsa
magasabb volt, mint az eredeti ¢l6helyrél begyiijtott novényekbdl késziilt
mintdk aktivitisa. Ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mikroszaporitott
novényeink hasonldéan a nem enzimatius antioxiddnsok eredményeihez
(4.5.1. fejezet) a szaporitasi koriilményekhez képest nem vesztették el

antioxidans tulajdonsagaikat, s6t magasabb aktivitassal birnak, mint az

eredeti ¢16helyrdl szarmazd mintak.
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A katalaz (CAT) enzim mar a 2.5.2. fejezetben is emlitésre kertilt, elonye
a tobbi antioxiddns véddrendszerhez viszonyitva, hogy gyors megljulasi
ciklusa van ¢és alacsony a H,O, iranti affinitasa. Masik fontos szempontként
meg kell jegyezni, hogy nem igényel semmilyen szerves koszubsztratumot a
H,0; lebontasahoz. A kataldz enzimaktivitdsat kozvetleniil meghatarozza a
jelenlévé H,0, koncentracio (Choen és mtsai., 1970; Lang 1998; Smirnoff
2005). Ezért kisérleteink kozott szerepeltettiik katalaz enzim aktivitas
vizsgalatot is, ahol kontroll névényként Lemna minor, magyar nevén aprd
békalencse hajtasat hasznaltuk fel. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a katalaz
enzim aktivitas a szOvettenyészetek és az eredeti €lohelyrdl begyiijtott
novényi mintdik esetében is jelentdsen elmaradt a kontrollndvényiik altal
mutatott aktivitastol (10. tablazat, 21. dbra). A legmagasabb értéket a
szdvettenyészetek koziil a L. vernum 2 mg I NAA taptalajon nevelt
mikroszaporitott ndvény érte el, utdna kévetkezett a L. vernum 2 mg I*
NAA+ 1 mg I BA taptalajon mikroszaporitott ndvényiink, L. aestivum 2 mg
It NAA téptalajon nevelt embriogén kallusz eredetii novényi mintank, 2 mg I
! NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea kalluszok, végiil G. woronowii
2 mg I NAA+ 1 mg I' BA taptalajon szovettenyésztéssel elBallitott
hajtasminta mutatotta a legalacsonyabb aktivitast. A S. lutea 2 mg I NAA+ 1
mg I"! BA taptalajon szomatikus embri6 eredetii regeneralddott hajtasoknak
egyedill a szovettenyészetek koziil nem volt kataldz enzim aktivitasa (10.
tablazat, 21. abra), hasonloan a guajakol-peroxiddz enzim aktivitashoz. Ezzel
szemben az eredeti él6helyrdl begylijtott ndvényi mintdink koziil jol szerepelt
a sorban a G. woronowii levél, és a L. vernum hagyma is. Azonban a
szovettenyészetek koziil a L. vernum 2 mg I NAA taptalajon nevelt
mikroszaporitott ndvényiink kataldz enzimaktivitasa volt a legmagasabb és az
eredeti eléhelyrél begyiijtott novényi mintaknal is magasabb volt (10.

tablazat, 21. abra). A G. woronowii hagyma, L. vernum levél, L. aestivum
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hagyma és levél, valamint a S. lutea hagyma és levél nem mutatott katalaz

aktivitast.
Katalaz enzim aktivitasa
. izoenzimek teriiletének Katalaz
Minta meghatarozasaval (a) enzim aktivitasa
% (b)
la. Galanthus woronowii,
szovettenyeszt.es'sel eléallitott 203036 0.8
hajtas
2 NAA + 1BA
1b. G. woronowii, levél 793+0,27 2,9
1c. G woronowii, hagyma 0 0
2a. Leucojum vernum,
mikroszaporitott ndvény, 2 NAA 101720,86 38
2b. L. vernum, mikroszaporitott
novény, 357+0,37 1,3
2NAA + 1BA
2c. L. vernum, levél 0 0
2d. L. vernum, hagyma 475+0,73 1,8
3a. L. aestivum, emriogén kallusz
eredetii névény, 316+0,38 1,2
2 NAA
3b. L. aestivum, levél 0 0
3c. L. aestivum, hagyma 0 0
4a. Sternbergia lutea, embriogén
kallusz, 238+0,44 0,89
2NAA+1BA
4b. S. lutea, szomatikus embrio
eredetii regeneralodott hajtasok, 0 0
2NAA+1BA
4c. S. lutea levél 0 0
4d. S. lutea hagyma 0 0
Lemna minor level kivonat 26731+0,99 100

10. tablazat. Kataldz enzim aktivitds gélek kiértékelésének 0Osszefoglalo
tablazata. Az adatok a poliakrilamid géleken megjelend enzimsavok
intenzitasara utal, (a) a zimogramokon megjelent savok (izoenzimek)
teriiletének meghatarozasa CpAtlas® gél elemzd szoftver segitségével
tortént. (b) Enzim aktivitasa %-ban kifejezve, az apro békalencse levél
kivonatok jelentik a 100%-ot. Atlag + SE értékek keriiltek bemutatésra, n >
10

82



Ez a kisérlet arra enged minket kdvetkeztetni, hogy a szdvettenyészeteinkben a katalaz enzim aktivitas kozel azonos értékeket mutat, vagy
magasabbat az eredeti él6helyrdl begyijtott novényeinkhez képest, ahogyan a L. vernum 2 mg I NAA taptalajon nevelt mikroszaporitott ndvényi

mintank esetében is. A pozitiv kontrollhoz (Lemna hajtaskivonat) képest a szovettenyészeteink alacsony katalaz aktivitast mutattak.

bemutatasra.

21. abra. Kataldz enzim aktivitas gélek kiértékelésének Osszefoglald diagrammja. Az adatok a
poliakrilamid géleken megjelend enzimsavok intenzitasara utalnak, a zimogrammokon megjelent
savok (izoenzimek) teriiletének meghatarozasa CpAtlas® gél elemz6 szoftver segitségével tortént.
Atlag + SE értékek Kkeriiltek bemutatasra, n > 10. Az adatok novekvd sorrendben keriiltek
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Katalaz enzim aktivitasa izoenzimek “Gw 2NAA 1BA: Galanthus
. . ’ L, woronowii, szovettenyésztéssel
teriileteinek meghatarozasaval eléllitott haités,
2NAA+1BA
Lemna minor levélkivonat 26731+0,99 -G.w levél: Galanthus woronowii,
L v2NAA M 1017£0,86 1‘2’311 hagyma: Galanthus
Gawvlevel M 793+0.27 woronowii, hagyma
Lvhagyma § 475£0.73 -L.v 2NAA: Leucojum vernum,
L v2NAA 1BA § 357+0.37 mikroszaporitott névény,
La2NAA | 316+0.38 2NAA
S1kallusz 2NAA 1BA | 238044 -L.v 2NAA 1BA: Leucojum vernum,
Gw2INAA 1BA | 203+0/36 m Katalaz enzum aktivitasa mikroszaporitott novény,
S 1haeyma | izoenzunek teritleteinek ZNAAH:BA . )
= J mechatarozasaval -L.v levél: Leucojum vernum, levél
Sllevel | i -L.v hagyma: Leucojum vernum,
S.1hajtas 2NAA 1BA hagyma
L.ahacyma | -L.a 2NAA: Leucojum aestivum,
L.a.il'evel 1 embriogén kallusz eredetii novény,
2NAA
Lvlevel | -L.a levél: Leucojum aestivum, levél
Gw. hagyma -L.a hagyma: Leucojum aestivum,
< < N e 1zoenzimek ) hagyma
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 teriiletegy ségei -S1 Kallusz 2NAA 1BA:

Sternbergia lutea, embriogén
kallusz,

2NAA+1BA

-S.1 hajtas 2NAA 1BA:
Sternbergia lutea, szomatikus
embri6 eredetii regeneralodott
hajtasok,

2NAA+1BA

-S.1 levél: Sternbergia lutea, levél
-S.I hagyma: Sternbergia lutea,
hagyma

-Lemna minor levélkivonat




4.5.3. Az enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans aktivitasok
osszefoglalasa

A nem enzimatikus vizsgalatok alapjan a legmagasabb értékek a

kovetkezoképpen alakultak:

e Az 0Osszes polifenol tartalom az eredeti éléhelyrdl begytjtott
novények esetében a S.lutea levél és L. vernum levél
kivonatok esetében volt a legmagasabb. Szovettenyészeteink
koziil pedig a: G. woronowii, szdvettenyésztéssel eldallitott
hajtas 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelve és a S.
lutea embriogén kallusz 2 mg I* NAA+ 1 mg I BA
taptalajon nevelve érte el a legmagasabb értéket.

e ABTS * kation gatlas TEAC értékre vonatkoztatva két kultara
esetében mutatott magas antioxidans aktivitast a G. woronowii
és a S. lutea szovettenyészetek esetében 2 mg 1"t NAA+ 1 mg
I" BA hormont tartalmazo6 taptalajon. Eredeti ¢€l6helyrdl

begylijtott ndvényeink esetében a legmagasabb értéke a

S.lutea levél és L. vernum levél kivonatoknak volt.

e Mintdink DPPH gyok megkdtési képessége alacsonynak
bizonyult, egyediil a szovettenyészeteink koziil a 2 mg 17
NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea szomatikus
embrio eredetli regeneralodott hajtasainknak volt magasabb
értéke, amely kdzel 40%-0s volt.

e Tehat a legmagasabb nem enzimatikus antioxidans aktivitast
az eredeti él6helyrél szarmazo novényeink koziil a S. lutea
levélben és a L. vernum levélben mértiikk. Szovettenyészeteink
koziil pedig S. lutea és a G. woronowii 2 mg I NAA+ 1 mg I
! BA taptalajon létrehozott névényeinknek volt a legmagasabb

aktivitasa.
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Az enzimatikus antioxidans aktivitas vizsgalatok alapjan a

legmagasabb értékek a kovetkezoképpen alakultak:

A pirogallol-peroxidaz enzimaktivitdis a szOvettenyészetek
koziil a 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea
kalluszok esetén volt a legmagasabb, de 0Osszehasonlitva
jelentdsen alacsonyabb volt, mint az A. rusticana gyokér
kivonat esetében. A nem enzimatikus antioxidansok
vizsgalatanal jol szerepld S./utea levél esetében azonban nem
volt kimutathato és a L. vernum levél esetében nagyon
alacsony volt.

A guajakol-peroxidaz  enzim  aktivitasa az  Osszes
szovettenyészetben és eredeti élohelyrdl szarmazé ndvényben
alacsony vagy nem kimutathat6 volt.

A katalaz enzim esetében a legmagasabb aktivitas értéket a
szovettenyészetek koziil a L. vernum 2 mg I'* NAA taptalajon
nevelt mikroszaporitott novény érte el. A  tobbi
szOvettenyé€szeti minta ett6l messze elmaradt, valamint az
eredeti ¢€l0helyrél szarmazd mintdink koziil is csak a G

woronowii levél és L. vernum hagyma mutatott aktivitast.

85



Gyogyndvényeket és bogyds gyiimdlesoket az emberiség a fennalldsa ota
fogyaszt, és a segitségiikkel védekezik a betegségek ellen. A mai modern
gyogyszerismeret azonban mar alkalmazza a molekuldris bioldgia,
mikrobiologia, miiszeres analitika és biotechnologia eredményeit is (Gonda
és mtsai., 2010; Miliauskas és mtsai., 2004). Ezért érdemes Kisérleteket
végezni a védett vagy kerti disznovényként szamon tartott fajok hatdanyagai
irant is, mint példaul az altalunk vizsgalt novények esetében is.
Gyogynovényekrol tudjuk, hogy a novényben viszonylag nagy mennyiségben
fellelheté fenolos vegyiiletek altalaban korreldlnak a magas antioxidans
aktivitassal (Matkowski, 2008). Feltehetden a magas polifenol tartalom
vezethetd magas antioxiddns aktivitdshoz. Az 0sszes tenyészet koziil a 2 mg I’
! NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea kalluszok és hajtasok esetén
figyelhettiik meg, hogy egyediil a guajakol-peroxidaz enzimaktivitisa nem
volt magas, azonban kiemelkedett az Osszes antioxidans aktivitas vizsgalat
soran. Elmondhatjuk, hogy a Sternbergia lutea altalunk elGszor leirt
szovettenyésztési eljarassal eldallitott mikroszaporitott ndvénylink jo
antioxidans  képességgel rendelkezik. Eredeti ¢éléhelyrdl begyljtott
novényeink esetében azonban nem lehet egyet kiemelni, a kisérletek soran a
S. lutea levél, L. vernum levél, mutatott legmagasabb polifenol értéket és
ABTS * gyokfogo képességet. Enzimatikus antioxidans aktivitasa azonban az
eredeti ¢l6helyrdl begyiijtott novények esetében G. woronowii levél és L.
vernum hagyma és levél kivonatoknak volt. A bogyos gyiimolesokrél tudjuk,
hogy magas az antioxidans hatasuk, és rendkiviil hasznosak a szabadgyokok
elleni védelemben (Wang és mtsai., 1996; Wu ¢és mtsai., 2004). Az altalunk
vizsgalt Amaryllidaceae fajok antioxidans képességét a szakirodalomban
megjelent egyes gydogyndvények, és bogyos gyiimolcsok (szamodca, malna,
piros ribiszke, fekete ribiszke) Osszes polifenol, valamint DPPH gyokfogo

képességével (Balogh és mtsai., 2010, 12.tablazat) hasonlitottam Ossze.
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Osszes % gatlas
Minta polifenol % gatlas X\BgTS*
(GAE, mg g DPPH kation
DWH
bibor kasvirdg 4,1£1,2 6,815 54
(Ehinacea purpurea) T T
kamilla
(Matricaria recutita) 7,520,1 44,7£2,6 32
orvosi kéromvirag
(Calendula officinalis) 6,6£0,3 12,9408 1
orvosi somkord
(Melilotus officinalis) 4,320,6 75,9+1.8 33
enyves zsalya
(Salvia glutinosa) 17,140,6 91,5+0,5 81
maral gyoker
(Rhaponticum 13,3+£0,3 87,6+1,1 72
carthomoides)
muskotalyzsilya 24.0+1.1 92,9404 64
(Salvia sclarea) T T
orvosi zsalya
(Salvia officinalis) 22,6£0,9 92,320,5 89
Sternbergia lutea levél 23,7+0,66 - 79+4,04
Leucojum vernum 2274177 - 74,66+5,6
levél T ’ ’
Galanthus woronowii,
szbvettenyésztéssel 15311,7 143243,07 | 77,36+538
eléallitott hajtas,
2NAA+1BA
Sternbergia lutea,
embriogén kallusz, 15,93£2,51 17,94+£3,9 71+6,13
2NAA+1BA
Sternbergia lutea,
szomatikus embrio
eredetii regeneralodott 12,98+2,03 35,33+8,64 73,66+7,28
hajtasok,
2NAA+1BA

11. tablazat. gy6gyndvények antioxidans aktivitasa (Miliauskas és mtsai., 2004), és az
altalunk mért mintak legmagasabb antioxidans aktivitas értékei

Osszes
. polifenol % gatlas
Minta (GAE, mg g DPPH
DW )
fekete ribiszke kozel 50 50felett

(Ribes nigrum)
malna
(Rubus idaeus)
piros ribiszke
(Ribes rubrum)

(Frasggrrrilg(ilzsca) 10-20 kdzou 20kt

10-20 kozott 10-20 kozott

7-20 kozott 20alatt

12. tablazat. Bogyos gylimdlesok antioxidans aktivitasa (Balogh és mtsai., 2010)
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Kutatasi eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az &sszes polifenol
tartalom minden szOvettenyészeti minta, és eredeti €l6helyrél szdrmazd
novényi részek esetében is megkozelitette, s6t meg is haladta a galluszsavra
vonatkoztatott 6sszes polifenol tartalmat a fenn bemutatott gyégynovények és
a négy bogyos gyiimdlcs értékeit figyelembe véve.

Az bsszes tenyészet koziil a 2 mg 17 NAA+ 1 mg I* BA taptalajon nevelt S.
lutea hajtasok esetében mértiik a legnagyobb DPPH gyok gatlasi %-ot, ami
kozel azonos volt, mint a kamilla esetében és egyértelmiilen magasabb a
malna, piros ribiszke ¢és szamoéca értékeinél ( 11., 12. tablazat). A
hivatkozasok alapjan kideriil, hogy a mi tenyészeteink megkozelitik, sok
esetben meg is haladjdk a fent emlitett bogyos gylimodlcsok ¢és
gyogynovények aktivitdsat. Osszehasonlitva a mintainkat gyogyndvényekben
és a bogyos gyiimdlcsokben mért antioxidans aktivitdsokkal, elmondhat6,
hogy mintaink magas polifenol értéket és ABTS * gyokfogd képességet
mutatnak. A DPPH gydk inhibiciojanak mértéke azonban nem mondhato
magasnak mintdink esetében, a gyogynovények és a bogyods gyiimolesok

értékeihez viszonyitva.

88



5. Eredmények osszefoglalasa

Szamos Amaryllidaceae fajbol indukalt szOvettenyészet esetén
hasznaltak novekedést szabalyozo auxinokat, mint NAA, [AA, ¢és citokinint,
mint példaul a BA (El Tanchy és mtsai., 2011, Ptak és mtsai., 2010; Resetar
és mtsai.,, 2014, Staikidou és mtsai., 2006). Auxin /citokinin hormon
kombinaciok novekedés szabalyozoként jelentds befolyasoloi az embriogén
kallusz képzodésnek és a novekedésnek ebben a csaladban. A fent emlitett
auxin hatast hormonok elénydsebbek, mint a 2,4-D (diklor-fenoxi- ecetsav),
mert nem valoszinii, hogy szomaklondlis variabilitast indukalnak, ezért
alkalmasabbak csiraplazma létrehozés céljabol (Resetar és mtsai., 2014).

Munkank sordn célkitlizéseink kozott szerepelt, hogy ndvényi
szovettenyésztési eljarast dolgozzunk ki a, Galanthus nivalis, Galanthus
elwessi, Galanthus woronowii, b, Leucojum aestivum, Leucojum vernum és c,
Sternbergia lutea eredeti névényekbdl.

a) Galanthus nivalis kallusztenyészeteket hoztunk létre 2 mg 1" NAA +1
mg I" BA é 10 mg 1" NAA+ 1 mg I* BA tiptalajon hagyma
explantatumokbdl. Ezeket tovabbnevelve a kalluszokon intakt, zold hajtasok
jelentek meg, melyek stabil fenntartdsdhoz és tovabbtenyésztéséhez 2 mg 1"
NAA +1 mg I BA hormonkombinaciét hasznaltunk (5.a, e, h, k, 1 4bra).
Biztos hajtasképz6dés utdn megnoveltik az auxin hatdsi  hormon
megindult a hagymaképzés (6.e dbra). Ezeket tovabbndvesztve 2 mg I NAA
+1 mg I BA tartalmi MS taptalajon zold hajtasos hagymat tudtunk
regeneralni (6. f dabra). Metszeteink ¢és azokbol készitett fluoreszcens
mikroszkdpos vizsgalataink bizonyitottak, hogy gyokérképzodés szomatikus
embriobél 10 mg 1" NAA +1 mg I"! BA majd 2 mg I NAA +1 mg I BA
hormonkoncentracion nevelt hagyman volt jellemz6 (8.a abra). G. nivalisbol

els6ként hoztunk létre embriogén kallusztenyészeteket (Resetdr és mitsai.
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2014). A G. elwesii és G. woronowii hovirag fajok esetében a G. nivalis
tenyésztése soran tapasztalt megfigyeléseinket vettilk alapul. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a G. woronowii esetében magas auxin hatasi hormon
koncentracio esetén gyokér és hajtasok képzddtek, késdbb ezeket 2 mg It
NAA 1+ mg I BA hormonkoncentracion nevelve hagyma képzédatt (12.
abra d.). A G elwesii szOvettenyésztése soran szintén alkalmazott
taptalajkombinacié volt a 10 mg I'* NAA +1 mg I BA és 2 mg I +NAA 1
mg I BA hormon dsszetételii MS* taptalaj, azonban az intenziv zold hajtas
¢és hagyma megjelenése hossza tava atoltasok soran 2 mg 1" NAA +2 mg I
IAA, tehat csak auxin hormon tartalmu taptalajon kovetkezett be (12. abra.).
Els6ként hoztunk létre G. woronowii tenyészeteket. Megallapithattuk, hogy
kiemelked6 ndvekedési produkciora képes novényeink alkalmasak késobbi
antioxidans vizsgalatok elvégzésére.

b) G. nivalis szovettenyészetekkel kapcsolatos AFLP eredményeink nem
mutattak genetikai variabilitast az 6shonos névények és a szovettenyésztés
soran eldallitott novények kozott. Védett, vagy veszélyeztetett novények in
Vitro szaporitasa esetén a genotipus megérzése kiilonosen fontos.

c) Leucojum aestivum és L. vernum esetében is a magas auxin-
alacsonyabb citokinin tartalmi hormonkombinéciét alkalmazva volt sikeres a
kalluszindukcié. Tavaszi tzike esetében 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA tartalmi
taptalajokon a hajtasok, azokon hagymak megjelenését figyeltik meg,
embriok megjelenését nem tapasztaltuk. A L. vernum fiatal hajtasokat
athelyeztiik 2 mg 17 NAA +2 mg I" IBA novekedést serkentd hormon
Osszetételll taptalajra, amelyen a hagymak tovabb novekedtek és gyokerek
differencidlodtak (13. 4bra a és c¢). A nyari tézike esetében pedig az
embriogén kallusz mellett a gyokérzet kialakulasat is meg lehetett figyelni 2
mg I NAA tartalmi taptalajon. (13. dbra d, e, f). A ndvényregeneralsi

kisérleteink soran in vitro hagymat tudtunk létrehozni (13. édbra a, b, c, e, g,
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h) ¢és gyokérképzést indukalni a mdar meglévé kalluszainkon novo
hajtasainkb6él a nyari és a tavszi tézike esetében is. A kalluszokat
tovabbtenyésztve azt tapasztaltuk, hogy amennyiben az auxin (NAA) mellett
a taptalaj citokinint (BA) is tartalmazott, hajtaskezdemények fejlodtek.

d) Sternbergia lutea szovettenyésztése soran a 2 és 5 mg I NAA +1 mg
I'* BA tartalmi taptalajokon gyors novekedésii kalluszok képzédtek,
melyeken szomatikus embridkat lathattunk (14. abra k, 1). Ezeket tovabb
passzilva 2 mg 1" NAA +1 mg I BA taptalajon levélkezdemények
megjelenését figyelhettiik meg (14. abra i, j). Els6ként hoztunk létre S. lutea
szovettenyészeteket. Az altalanos szabaly, mely szerint, ha a taptalajban az
auxinok ¢és citokininek aranya kiegyensulyozott, a fiatal szovetbdl
differencialatlan sejjtomeg (kallusz) jon létre. Azonban, ha az auxin/citokinin
arany nd, és az auxin koncentracioja emelkedik a kalluszon gyokerek
hajtasképzddés indul be (Dudits és Heszky, 2003). Ezek a morfogenetikus
valaszok jol megfigyelhetéek G. woronowii és L. aestivum kultarak esetében,
ahol auxinok (NAA ¢és IBA kombindlva a G. woronowii, és egyediili
hormonként a NAA L. aestivum esetében) citokininek nélkiil fejtettek ki
gyokereztetd hatdst. A NAA és a BA kombindcié a hajtasok képzddését
indukalta a L. aestivum vagy gyenge gyokereztetd hatast fejtett ki a G.
woronowii esetében. Az IBA hormon alkalmazasa soran ismeretes, hogy
eldsegiti a gyokérképzodést sok szovettenyészetben (George €s mtsai., 2008).
Mivel az auxinok és citokininek is sziikségesek mindkét vegetativ szerv
normalis differencidloddsdhoz (Murashige és Skoog, 1962), ezért valdszini,
hogy G. woronowii ¢és L. aestivum kultarak is tartalmaznak endogén
citokinineket, melyek sziikségesek mind a gyokér és a hajtastermeléshez is,
igy egy auxin (pl NAA) egyediili jelenléte a taptalajban, egyiitt az endogén

citokininnel eldsegiti teljes novény fejlddését. Azonban a L. vernum
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szovettenyésztése soran a NAA  alkalmazdsa, mint egyediili
novekedésszabalyozo és kombinalva BA-val eldsegiti a gyokeresedést.

e) Céljaink kozott szerepelt, hogy a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékének szovettenyésztd szobdjaban talalhaté ndvénygylijteményt az
Amaryllidaceae csaladbol szarmazé in vitro eléallitott védett ndvényekkel
egészitsiik ki (Mathé és mtsai. 2012). Kijelenthetjiik, hogy sikerrel jartunk.

f) Vizsgalatainkban, a tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy a
sikeresen el6allitott in vitro novényeink képesek-e antioxidans aktvitast
mutatni. Gyogynovények esetében tudjuk, hogy a ndévényben viszonylag
nagy mennyiségben fellelheté fenolos vegyliletek altalaban korreldlnak a
magas antioxidans aktivitassal (Matkowski, 2008). Szdmos tanulmany
szamolt be a mi kutatasainkba is bevont L. aestivum szovettenyésztésérol (El
Tanchy és mtsai., 2011, Bogdanova és mtsai., 2009), azonban egyikiik sem
vizsgalta antioxidans aktivitasukat. A G. reginae-olgae hovirag jo példa az
Amaryllidaceae csaladbol, ugyanis magas antioxidans aktivitast sikeriilt
kimutatni magas polifenol szint mellett, mind a fold feletti szervekbdl és a
hagymabol is (Conforti és mtsai., 2010). A G. woronowii és S.lutea kulturak
esetében (beleértve a S. lutea eredeti hagymat, ami explantatumként szolgalt
a szovetkultirahoz), magas polifenol tartalom parosult magas ABTS * kation
,»gyokfogo” aktivitassal, mig a L. aestivum tenyészetekben alacsony
szabadgyokfogo aktivitds volt kimutathatdo volt annak ellenére, hogy a
polifenol-tartalma ezen mintaknak magas volt (7. tablazat, 15, 16. abra).
Osszefoglalva elmondhato, hogy bar szovettenyésztési feltételek esetében
ismert, hogy megvaltoztatjdk a szekunder metabolit termelést és az
antioxidans aktivitastt (Matkowski, 2008), az ebben a vizsgalatban részt vett
kultirdk képesek voltak megdrizni viszonylag magas antioxidans
aktivitasukat. A természetes auxinok jelenléte fontos az antioxidans aktivitas

megodrzése szempontjabol a novény szamdra (Chadbani és mtsai., 2015), az
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altalunk haszndlt NAA azonban egy szintetikus auxin. NAA ¢és BA
hormontartalmt taptalaj minden kultira esetében el6fordult, ekkor magas
szabadgyok semlegesitd aktivitds volt kimutathatd, amikor NAA-t
hasznaltunk, mint egyediili ndévekedés szabalyozot (a két Leucojum faj
esetében), nem beszélhettiink magas aktivitasrol, igy a BA, egy citokinin, ugy
tinik, novelni képes az ABTS * kation gyok befogd aktivitast.
Vizsgalatainkbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a szoOvettenyészeteink
antioxidans aktivitdsa fiigg a fajoktdl (genotipus), nem pedig a
tenyészetekben kialakuld, regeneralt szovetek tipusatol. Nativ tavaszi tézike
viragok ¢és viraghagymak viszonylag alacsony antioxidans aktivitassal
rendelkeznek, mint néhany brit gyégyndvény (Mantle és mtsai., 2000). Ezzel
szemben, a mi eredeti L. vernum levélmintainknak magas szabad gyokfogo
aktivitasa volt (7. tablazat, 16. abra). A fenti vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
masodlagos metabolit tartalom erdsen genotipus €s szervfiiggd (explantdtum
fliggd) akar egyetlen faj esetében is.

A DPPH gyok mérésének elénye, hogy kereskedelmi forgalomban
kaphato és igen stabil, de erésen fény-, oldoszer-, pH -és oxigénfiiggé is (Cao
¢és Prior, 1998). Azonban a DPPH gyok semlegesitésén alapuld modszer az
¢l6 sejtekben elé nem forduld szabadgyokot hasznal (Frankel és Meyer,
2000), ami a kisérletekben hatrany, hiszen nem hasonlit, az ¢16 szervezetben
fellelhetd szabadgyokokhoz. A mi esetiinkben nem ez a modszer mutatta a
legjobb szabadgyok semlegesité aktivitasi értékeket. Mintaink DPPH gydk
megkotési képessége alacsony volt. Szovettenyészeteink kozil a 2 mg 1™
NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea szomatikus embrié eredetii
regeneralddott hajtasainknak volt a legmagasabb értéke, amely kozel 40%-0s

volt (8. tablazat, 17. abra).

93



g) Tobb szovetkultira esetén voltak eltérések a szabadgyokfogod
aktivitas €s a peroxidaz tevékenységek kozott. A legszembetiindbb példa a G,
woronowii és S. [lutea, ahol mind az embriogén kallusz és a regeneralt
hajtasok 1is kivaldo szabadgyOkfogd aktivitassal rendelkeztek, mig az
enzimatikus antioxidans (pirogallol peroxiddzok) tevékenysége alacsony,
vagy nem kimutathat6. Szakirodalom szerint azonban, a nem enzimes
antioxidans reakciok, mint az ABTS * kation gatlasi vizsgalatok azt mutatjak,
hogy a ,,gyokfogd” képesség a valtozatos oxigéngyokok révén (Katalinic és
mtsai., 2006; Miliauskas és mtsai.,, 2004), és az enzimes antioxidans
vizsgalatok, mint a peroxidaz tevékenység nem mindig korrelalnak
egymassal. Igy a G woronowii és S. lutea esetében kis molekulatomegii
vegyiiletek (polifenolok), és nem enzimatikus antioxidansok voltak feleldsek
a magas antioxidans aktivitasért. A S. lutea és L. vernum tenyészetek esetében
a guajakol peroxidaz aktivitdsok 2-ME nélkiili kivonatok esetén viszonylag
magasak voltak. Mivel a 2-ME-r¢l ismert, hogy gatolja bizonyos peroxidazok
aktivitasat (Chanwun és mtsai., 2013), ezt a vizsgalati eljarast elvégeztiik 2-
ME jelenlétében €s hidnyaban is. A spektrofotometrids vizsgalat azt mutatta,
hogy a 2-ME kifejezetten gatld hatassal volt a guajakol peroxidaz
aktivitasokra, szemben a pirogallol-peroxiddzzal. Konkrét aktivitdas (mM
oxidalt guaiakol min™ mg protein®) 2-ME hidnyaban a S. lutea esetében
32,84%-a, és a L. vernum esetében 60,31%-a a torma kivonatok aktivitasanak
(20. abra). Azt azonban elmondhatjuk, hogy minden Amaryllidaceae
szovettenyészet, peroxiddz aktivitdsa jelentdsen alacsonyabb volt, mint a
kontrollként ismert torma gyokér kivonatanak enzimaktivitasa.

Katalaz enzim nem igényel semmilyen szerves koszubsztratumot a
H,0; lebontasahoz. Aktivitasat kdzvetleniil meghatarozza a jelenlévé H,0;
koncentraci6 (Choen ¢és mtsai.,, 1970; Lang, 1998; Smirnoff, 2005;).

Kisérleteinkben, a szdvettenyészeteinkben a kataldz enzim aktivitds kozel
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azonos értékeket mutat, vagy magasabbat az eredeti ¢l6helyrdl begytijtott
novényeinkhez képest, ahogyan a L. vernum 2 mg It NAA taptalajon nevelt
mikroszaporitott névényi mintank esetében is. Azonban ezek az értékek
messze elmaradnak a L. minor vagyis a kontroll mintanktol. Ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az eredeti él6helyrdl begyiijtdtt ndvényi mintaink és a
szovettenyészeteinkben is a kataldz enzim aktivitasa alacsony.

Osszefoglalva  elmondhatd, hogy sikeresen hoztunk létre
szovettenyészeteket hat Amaryllidaceae fajbol. Ezek a kultarak potencialis
jelentéséggel birnak génbank megdrzése szempontjabol a Kozép-Eurdpaban
¢és az egész FEurdpaban megtalalhaté veszélyeztetett amarilliszfélék
tekintetében. A G. nivalis esetében, eldszor irtunk le kallusztenyészeteket
szomatikus embriokbdl (Resetar és mtsai., 2014). A G. woronowii és S. lutea
szOvettenyésztése ebben a kutatasban valosult meg elészor. Négy fajbol (G.
woronowii, L. vernum, L. aestivum, S.lutea) in vitro létrehozott novények
antioxidans aktivitdsat els¢ alkalommal nekiink sikeriilt elemezni és a
természetben talalhato egyedekkel 6sszehasonlitani. Leucojum aestivum és a
Sternbergia lutea esetében embrionalis és szomatikus embriokbodl neveltiink
hajtasokat vagy teljes novényeket. Ezzel szemben, in vitro hajtasokat vagy
egész novényt lehetett eldallitani Galanthus woronowii és Leucojum vernum
explantaitumokbol szomatikus embrié képzddése nélkiil. A vizsgalataink
soran bebizonyitottuk, hogy jo szabadgyok semlegesitdé aktivitasukat
megdrzik, az explantitum forrasként hasznalt eredeti él6helyrdl szarmazo
novények kiillonbozd szerveivel ezek az aktivitdsok Osszemérhetéek. A G
worronowii és a S. lutea kultirdk, a magas nem-enzimatikus antioxidans
aktivitasuk kapcsan, farmakologiai célokra potencidlisan felhasznalhatoak,

amely tovabbi kutatasokat igényel.
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6. English summary

Nowadays, basic knowledge on nature is important for the education of
future generations. The principal aim of this dissertation is to bring some idea
about the Amaryllidaceae family, in particular the Galanthus, Leucojum and
Sternbergia genera. For Amaryllidaceae in vitro culture methods were
developed for a significant number of endangered and economically
important taxa. Several of them may serve as sources for pharmacologically
important compounds (alkaloids, lectins) as well.

a) Galanthus nivalis callus cultures were created from bulb explants
on media containing 2 mg I NAA + 1 mg I BAand 10 mg I"* NAA + 1 mg
It BA. These calli developed intact green shoots after stable maintenance and
cultivation at a 2 mg I NAA +1 mg I BA hormone combination (fig. 5. a, e,
h, k, 1). From these shoots, bulblets could be regenerated on 2 mg 1! NAA +1
mg I BA MS medium (fig. 6. f). G. elwesii and G. woronowii callus cultures
were created from bulb explants on 2 mg I NAA +1 mg I BAand 10 mg I
NAA +1 mg I'* BA medium. G. elwesii calli produced intense green sprout
bulbs during long-term subculture on 2 mg I NAA + 2 mg I 1AA, thus a
medium containing only auxin hormone was used (fig. 12.). In case of G
woronowii callus at high auxin concentration roots and shoots were formed,
the whole plants produced bulblets on a later stage on 2 mg I NAA +1 mg I
BA (fig. 12 d.).

b) For Leucojum aestivum and L. vernum lowering auxin content of
media was successful in callus/culture initiation and maintenance. For spring
snowflake 2 mg I* NAA+ 1 mg I BA containing medium resulted in shoot
and bulblet formation. When young shoots were transferred to 2 mg I NAA
+2 mg I'* IBA containing medium, the bulbs have continued to grow and
roots differentiated (fig. 13 a, c). For summer snowflake next to the callus
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formation, whole plant formation with a complete root system was observed
in the presence of 2 mg I NAA (fig. 13 d, e, f).

c) During the initial tissue culturing of Sternbergia lutea on 2 mg 1™
NAA and 1 mg I* BA, embryogenic calli (fig. 14 k, 1) with shoot
differentiation were induced. Shoot multiplication was stimulated at 2 mg I™
NAA +1 mg I"* BA hormone composition (fig. 14 i, ).

d) AFLP analysis revealed that culture line A is genetically very
similar to plant samples derived from the same population from which bulb
scale explants used during tissue culture originated.

e) T) In our studies, we looked further for plants produced in vitro
with potentially high antioxidant activity. High polyphenol content coupled
with a high cation ABTS * radical scavenging activity was observed in the
case of G. woronowii and S.lutea cultures, while the cultures L. aestivum had
low free radical scavenging activity although the polyphenol content of these
samples was high (Table 7, fig. 16). DPPH radical scavening activity in our
tissue cultures was low. Tissue culturing of Sternbergia lutea on 2 mg I
NAA and 1 mg I BA was the biggest DPPH radical scavening activity (fig.
17). In conclusion, although for tissue culture conditions are known to alter
secondary metabolite production and antioxidant activity (Matkowski, 2008),
the cultures involved in this study were able to maintain a relatively high
antioxidant activity. From our examinations it can be concluded that the
antioxidant activity depends on the species (genotype) and not the nature of
in vitro regenerated tissues.

g) There were differences between the free radical scavenging
activity and peroxidase activities of the tissue cultures examined. For G
woronowii and S. lutea low molecular weight compounds (polyphenols), and
non-enzymatic antioxidants have been responsible for the high antioxidant

activity, rather than enzymatic  reactive  oxygen  scavengers.
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Spectrophotometric assay showed more pronounced inhibition of guaiacol
peroxidase activities by 2-ME, than for pyrogallol peroxidase (data not
shown). Specific activities (mM oxidized guaiacol min™® mg protein™) in the
absence of 2-ME were 32.84% of horseradish extracts for S. lutea and
60.31% for L. vernum. In the absence of 2-ME guaiacol peroxidase activity
of S. lutea and L. vernum extracts was relatively high. For each tissue culture
of Amaryllidaceae, pyrogallol peroxidase activity was considerably lower
than in the positive control - horseradish extract (fig. 18, 19.). Native gels for
catalase showed high activities for Lemna minor shoots used as positive
controls and low activities for our tissue cultures and native organs used as
explants. Among tissue cultures, the highest activities were detected in
Leucojum vernum plants and L. aestivum embryogenic calli grown on 2 mg I’
! NAA. Low or no activities were detected in G. woronowii cultures, L.
vernum plants grown on 2 mg I NAA and 1 mg I"! BA and Sternbergia lutea

cultures (fig. 21.).

In summary, we have successfully created tissue cultures in six
Amaryllidaceae species. These cultures have potential significance in terms
of the gene bank in Central Europe and several of them being endangered
Amaryllidaceae species found in Europe. We analyzed antioxidant activity
for the first time in the four species (G. woronowii, L. vernum, L. aestivum,
S.lutea) of plants established in vitro, and compared them to specimens found
in nature. We regenerated shoots or whole plants from embryogenic calli and
somatic embryos in Leucojum aestivum and Sternbergia lutea. In contrast, in
vitro shoots or whole plants could be produced from Galanthus woronowii
and Leucojum vernum explants without somatic embryo formation. Tissue
culturing of G. woronowii and S. lutea was established for the first time in

this study. In our studies we provided evidences for the conservation of their
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excellent free radical neutralizing activity and these activities are comparable
with various organs derived from original habitat of explants. The G.
worronowii and S. lutea cultures have the potential to be used for
pharmacological purposes because of their high non-enzymatic antioxidant

activity, however further investigations are required.
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