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1. BEVEZETES

Az emberiség novekedésével és a felgyorsult vilagunkban nagy kihivast jelent a sziikségletek
kiszolgéaldsa barmilyen teriileten. A mezdgazdasagi agazaton beliili igények teljesitése a
mindségi €lelmiszer és takarmany szempontjabol meghatarozo szerepet kap tarsadalmunkban.
A biztos ¢és sikeres hozam alapvetd feltétele a j6 mindségili és genetikailag homogén vetdmag

eloallitasa.

Az 0On- ¢és az idegentermékenylilés meghatdrozasara, a fajtatisztasag vizsgalatara, a
fajtaazonositasra ¢és a fajtavédelemre egyarant alkalmazhatunk izoenzim analiziseket
(HAJOSNE, 1999). Az izoenzim analiziseket inkabb a fajtaclismerés és a szabadalmaztatas

céljabol alkalmazzak.

Napjainkban a kukoricahibridek és napraforgéhibrideket fajtatisztasdganak vizsgalatara az
elfogadott moddszer az izoelektromos fokuszalassal végzett gélelektroforézis. Ezzel a
modszerrel a kukoricdban taldlhatd zein tartalékfehérjéket magvanként extrahdljak és
ultravékony poliakrilamid gélenszétvalasztjak (UTL-IEF modszer). Az ultravékony gélek
hasznalata gazdasagosabb és magasabb fesziiltséggel elvégezhetd, segitségével a vizsgalat

rovidebb ideig tart és a festési eljaras gyorsabb, mint a hagyomanyos gélek alkalmazasakor.

Az izoenzim alapu fajtaazonositaskor a vizsgalt fajta fehérjemintazatat hasonlitjakossze a
hiteles fajta fehérjemintdzatdval, mig hibrid genetikai tisztasiganak meghatirozasakor a
szilok  fehérjemintazatat  hasonlitjdk  Ossze a  hibrid fehérjemintazataval. A
gélkromatogrammokon lathaton fehérje savok mintazata az adott fajtara vagy beltenyésztett
vonalra jellemz6. A sziilokben mindig ki kell jelolni azokat a savokat, marker fehérjéket,
amelyek a hibridben oroklédnek. Altalaban a hibrid tisztasaga értékelheté az apaban
megtalalhat6 egy vagy tobb zein markersav segitségével, amelyhianyzik az anyabol. Ezek a
savok felhasznalhatok a hibridek fajtaazonositasakor is. A markersavok jelenléte vagy
hianya jelzi a hibrid tisztasagat, segitségével kimutathatd az 6nbeporzott vagy az idegen

beporzasu szemek aranya.

Magyarorszadgon csak 0szi buzabol 114.570 tonna vetdmag-alapanyagot allitottak el a 2020.
termelési évre, ami 6,5%-o0s emelkedést jelent 2018. évhez képest. Kukoricabol 2019-ben
100.934 tonnat fémzaroltak, amely a 2020. év vetémag-sziikséglet mintegy 4 Szeresét adta a
hazai termeléshez, a tobbit 75%-0t exportaltdk a gazdalkodok.



Napraforgo6 esetében 8723 tonnat fémzaroltak 2019-ben, ami teljes mértékben biztositotta a
2020. évi igényeknek megfeleld mindségi vetdmagot, illetve még felesleges vetOmag
mennyiség is maradt — mintegy 40% - amely exportra is keriilhetett vagy a 2021. évi termesztés
alapjat képezte. Sz6jabol 7200-7500 tonna vetdmagot fémzaroltak 2019-ben, amely teljes
egészében biztositotta a hazai 2020. évi termeléshez sziikséges alapanyag mennyiséget

(HTTPL).

Ezekbdl a tételekbdl jol lathato, hogy foként kukoricabol szorulunk behozatalra, amelynél
kiemelten fontos a GMO mentesség, amelyet hazank 1991. januéar 1.-e 6ta preferdl és a
Géntechnologiai Eljarasokat Véleményezé Bizottsag segitségével akadalyozza meg, hogy
hazankban szamtalan génmodositott ndvény jelenjen meg a termelésben és végfelhasznalatban.
A gyakorlatban azonban nem mindig tapasztalhatd lojalitds, amely sok esetben okoz
problémakat a termelésben. A késén detektalt, szennyezett vetdmagbol eldallitott
ndvényallomanyt a térvényeink alapjan meg kell semmisiteni, illetve ellendrizni sziikséges a
szomszédos kultura mentességét is. A gyakorlatban azonban nem mindig tapasztalhat6 lojalités,
amely sok esetben okoz problémdkat a termelésben. Egy magminta genetikai tisztasdgat az
mutatja meg, hogy a minta hany szazaléka nem fert6z6tt mas fajta vagy faj magjaival, vagy
genetikai anyagaval. Ez a probléma sarkalt arra, hogy egy olyan meglévd technoldgiahoz
fejlesszek modszereket, amelyek gyorsitjdk, pontositjdk ezen eljardsokat és azzal, hogy
barmikor megismételhetdk a mérések, valamint a mérésekhez tartozd adatbazist konnyedén
elektronikusan eltarolva tobb év mulva is visszanézhetok egy-egy fajra/ fajtara bontva az

eredmények, segitik a mindségi alapanyag eldallitast hazankban.

Az 1980-as évek kozepe 6ta fejlesztett MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
1onizacios technika lehetdséget nyljt olyan mddszerek kialakitasara, amely az agrartudoményi
kutatasok szinvonalat is jelentésen noveli. Tobb tucatnyi kiilonbdzé vetémag tételt kaptam
kiilonb6zé ndvényi fajokbodl, hibrideket és sziiléi vonalakat is. A fajta tulajdonosok nem
jarultak hozza, hogy a tételek fajta nevét feltiintessem a dolgozatomban. Minden ndvény
fajtabol csak 10 tételt tudtam bemutatni az Osszes, azaz a 40 db tétel kozil, mivel ezek

képanyaga jelentdsen noveli a dolgozatom terjedelmét.



2. CELKITUZESEK

A MALDI-TOF tomegspektrométer célkésziilék a mikrobioldgia mintdk gyors azonositdsra
szolgal fehérje alapon. A tobb mint 113 évre tekint vissza a tomegspektrometria, amely az
elmult évtizedben hatalmas fejlodésen ment keresztil. Az ) mérndki fejlesztéseknek

koszonhetéen rendkiviil gyors pontos és egyszeri a késziilékek hasznalata.

Ph.D. (doktori) értekezésem a Budapesti WESSLING Hungary Kft.-nél késziilt, ahol a cég
tulajdondban 1évé MALDI-TOF MS késziilékén kaptam lehetOséget a modszerek fejlesztésére
¢s mintak elokészitésre, valamint mérésére. A nemzetkdzileg elismert magyar cég csoport tagja
mar kordbban elkezdte a fejlesztést a kukorica vetomagok vizsgalatara, amely sikeres és biztos

alapot adott a tovabbi munkam elkezdésére és annak sikeres befejezésre.

Szakmai és emberi segitségiikkel 4 gazdasagilag fontos ipari névény vetdmagjainak genetikai
tisztatasagat sikerlilt vizsgadlnom és modszert fejlesztenem azokra. A kukorica vizsgalatok
eredményei adtak azt a bazist, amelybdl a tovabbi vizsgalatokat folytattam a MALDI-TOF MS

késziilék és szoftveres hattérrel napraforgdra, szdjara és bliza vetémagokra.
Kutatasaim fobb célkitlizései a kovetkezOk voltak:

1. MALDI-TOF MS technlogia kidolgozasa buza, kukorica, napraforg6 és szdja fajtak
fajtatisztasaganak/homogenitasanak meghatarozasara a magok tartalékfehérjéinek
Osszetétele alapjan.

2. Kiilonbozo extrahalo szerek alkalmazésa a magok tartalékfehérjéinek kivonasara, a

tomegspektrum szempontjabol optimalis oldoszer kivalasztasa ndvényfajonként.

e NaCl-os (semleges és savas), valamint 60%-0s etanolos puffer eljaras

o 1-, illetve 2-propanolos puffer eljaras

e SA matrix oldat ¢s a HCCA matrix oldatok jelentdsége; eltérés és kiilonbségek
e Hexanos eldkezelés a napraforg6 és a szoja esetében.

e A magmintak extraktumainak eltarthatdésaga a tomegspektrum valtozasa nélkiil.
e Mintael6készitési eljarasok fejlesztése.

e Az extrahaloészer és az M/Z érték kozott korrelacio vizsgalat.



3. MALDI-TOF MS késziilék paramétereinek optimalizalasa:
» Mérési paraméterek optimalizalasaval automata gyors mérési lehetéség

kialakitasa (AutoXrun)

Kapott eredményekre mérési modszer (method), azaz értékeld fajlok tervezése.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Hazai buza-, kukorica-, széja- és napraforgo vetémag igények alakulasa 2016-

2020. év kozott vizsgalva

Fontos szant6foldi novénylink a buza, amely a 2017. — és 2020. évi enyhe csokkenést
leszdmitva stabilan egy millié hektar folott szerepel a hazai vetésforgdban. Vetomag igénye a
piaci kinalatban szerepl6 fajtak genetikai potencialjat is tiikr6zi, hisz mig 2016-ban 1.044.314
ha volt a vetésteriilet 241.665 tonna vetdmagot hasznaltak fel szemben a 2018-as évvel, mikor

259.157 tonna vetdmagot alkalmaztak 1.026.151 ha-on (1. tablazat) (HTTP3).

Hasonl6 tendencia figyelhetd meg a szoja vetémag esetében is, mikor 5.463 tonna vetdmagot
hasznaltak fel a gazdék 61.029 ha-on, mig a 2020. évi 2359 hektérral alacsonyabb vetésteriiletre
minddsszesen 63 tonnaval alkalmaztak kevesebbet (2. tablazat) (HTTP1).

A kukorica fajtak és hibridek évrdl évre jobb genetikai potenciallal rendelkeznek, ami a
vetdmag felhaszndldsban is érzddik, annak ellenére, hogy sokszor akdr tobb, mint 88 ezer

hektarral is csokken egy-egy évben a vetéstertilete (3. tablazat) (HTTP2).

A napraforgd vetésteriilete a kukoricdhoz hasonldé mértékben valtozott hazankban (82. 000
hektar), mig a vetdmag felhaszndldsa teriiletaranyosnak mondhatd, kdszonheté ez a két
legeredményesebb termesztéstechnologidnak (Clear-filed, IMI technologia) és a hozzajuk

nemesitett fajtaknak/hibrideknek (4. tablazat) (HTTP2).

1. tablazat: Buza vetésteriiletek és vetOmag felhasznalas alakulasa hazdnkban a vizsgalt

idészakban (2016-2020. év)

Buza 2016 2017 2018 2019 2020
Vete(srf;; ulet | 1 044314 | 966.400 1026151 | 1.015.640 | 936.624
Vetomag
felhaszndlds |  241.665 258.916 250.157 237.500 223.750
(tonna)




2. tablazat: Szdja vetésteriiletek és vetdémag felhasznalas alakuldsa hazdnkban a vizsgalt

iddszakban (2016-2020. év)

Szoja 2016 2017 2018 2019 2020
Vete(sht;)r dlet | o1 029 75.667 62.118 58.227 58.670
Vetomag
felhasznalas 5.463 6.954 5671 5.400 5.400
(tonna)

3. tablazat: Kukorica vetésteriiletek és vetdmag felhasznalas alakuldsa hazankban a vizsgalt

iddszakban (2016-2020. év)

Kukorica 2016 2017 2018 2019 2020
Vet"(ﬁg ulet | 1011563 | 988.823 830080 | 1.027.592 | 981.006
Vetomag
felhasznalds |  32.881 31.903 30.619 28.800 29.555
(tonna)

4. tablazat: Napraforgd vetésteriiletek és vetdmag felhasznalés alakulasa hazankban a

vizsgalt iddszakban (2016-2020. év)

Napraforg6 2016 2017 2018 2019 2020
Ve“’(srf;;’ dlet | 699 675 694.543 616.951 564.112. 612.565
Vetomag
felhasznalas 6.323 7.042 6.279 5.740 6.173
(tonna)




3.2. MALDI-TOF eredete

J. J. Thomson, akit a tomegspektroszkopia atyanak is tekintenek, vizsgalatai soran arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy az ionizaciot kdvetden az elektromos térben gyorsitott pozitiv
toltésii gazionok eltérd roppalyan haladnak a magneses térben, majd eltérd helyen csapodnak a
detektorba. Ezaltal lehetdséget teremtve a mintabol keletkez6 ionok molekulatomeg/toltés

(m/z) alapjan torténd elvalasztasara (HTTP4).

Az 1980-as években Ujabb ionizacids technikakat fejlesztettek ki: Fast Atom Bombardment,
FAB; Plazmadeszorpcids, PD-; 1ézerdeszorpcids, LDI-ionizacid. A biopolimerek vizsgalata
szempontjabol a legfontosabb modszer a 1ézerdeszorpcios ionizacio feltaldlasa volt. KARAS
¢s HILLENKAMP 1988-ban megalkotta a MALDI rendszert, az Gjonnan kifejlesztett MALDI
forrast a repiilési id6 analizatorhoz (time-of-flight, TOF) kapcsoltak (KARAS és
HILLENKAMP, 1988).

Ez a késziilék mar alkalmas volt 10 kDa molekulatomegii mintdk analizisére is. KOICHI
TANAKA szamolt be el6szor (1987) a 1ézerdeszorpcids ionizacid alkalmazasardl, amiért 2002-

ben Nobel-dijat kapott (ZIMMERMANN, 2015).

3.3. A MALDI-TOF MS késziilék miikodési elve

A tomegspektrometria a szerkezeti vizsgéalatok hatékony mddszere, amelyben a vizsgalando
molekuladkat gazfazisba juttatjak, ionizaljak és nagyfesziiltségli elektromos térrel gyorsitjak.
Az ionokat tomegiik és toltésiik alapjan magneses, elektrosztatikus vagy radiofrekvencias
mezdvel valasztjak el és mérik. A biologiailag aktiv molekuldk (fehérjék, enzimek)

vizsgalatanak egyik legfontosabb vizsgalati modszere a MALDI-TOF technoldgian alapul.

3.4. A MALDI-TOF MS és MALDI-TOF- TOF MS technolégia alkalmazasa

Napjainkban minden tudomany teriiletén alkalmazzdk az Orvostudomanytdl egészen az

Agrartudomanyi teriiletekig.

10



3.4.1. Elelmiszerek vizsgilata MALDI-TOF MS technolégidval

A leggyakoribb csaldsok felderitéséhez kapcsoldodo élelmiszeripari termékek kémiai elemzése
a matrixok Osszetettsége €s a legtobb folyamat ismeretlensége miatt Osszetett feladat. Sot, a
csaldsok egyre kifinomultabbak, ami még siirgetobbé teszi az ¢élelmiszer-ellendrzés
megbizhatd, gyors, koltséghatékony 0j analitikai modszereinek kidolgozasat. Az évek soran a
MALDI-TOF MS bebizonyitotta, hogy képes megfelelni ennek az igénynek, tobbek kozott egy
sor tagadhatatlan belsd elénynek koszonhetden, beleértve a konnyli hasznalatot, a gyors
adatgytjtést és az értékes informaciok megszerzésének képességét, még az egyszerii
elokezelési eljarasoknak alavetett Osszetett mintakbol is. Ezeket a funkcidkat kényelmesen
kihasznaltak az ¢élelmiszer-csalés terliletén szdmos matrixban, beleértve a tejet és tejtermékeket,
olajokat, halat és tenger gyiimdlcseit, hust, gyliimolesot, zoldséget és néhany mas kategoriat

(LASZTITY, 1981; HALASZ et al., 2007, JAGADEESH et al., 2017, ZAPATA et al., 2009).

A jelen attekintés atfogd attekintést nytjt a meglévé MALDI-alapt alkalmazasokrdl az

¢lelmiszerek mindségének értékelésére és a hamisitasok kimutatasara (ZAMBONIN, 2021).

Az Eurdpai Bizottsdg szerint a leggyakoribb csalds a hamisitds, amely élelmiszerekben
tobbféleképpen fordulhat elé: ,,egy tapanyag, Osszetevd, élelmiszer vagy élelmiszer egy
részének kicserélése egy alacsonyabb értékiire” (helyettesités), ,,nagy értékli Osszetevd
keverése alacsonyabb értékii 6sszetevovel” (higitds), ,,ismeretlen és nem bejelentett vegyiiletek
hozzaadésa az ¢lelmiszerekhez mindségi tulajdonsagaik javitasa érdekében” (nem jovahagyott
javitas), €s ,,az alacsony értékii Gsszetevd elrejtése” é€lelmiszer-osszetevok vagy termékek
mindsége” (elrejtés). Az élelmiszer-csalds mas formakat is 6lthet, ideértve a hibas cimkézést, a
csomagolason gazdasagi haszonszerzés céljabol vald hamis allitasok folyamatat, a hamisitast a
szellemi tulajdonjogok megsértése esetén, valamint a sziirke piacot, amely a termékek

jogosulatlan értékesitési csatornaira utal (HAYNES et al., 2019).

A fenti megfontolasok alapjan egy adott élelmiszer kémiai elemzése szamos okbol elvégezhetd,
mint példaul a hamisitas egyedi meghatarozasa, a hitelesités és a nyomon kovethetdség, a
foldrajzi eredet megerdsitése, a toxicitas felmérése és sok mas okbol. Az élelmiszermintak
elemzése tehat dontd kihivast jelent az analitikai kémia szdmara, és szdmos tudos foglalkozik
megbizhatd, gyors, koltséghatékony analitikai eljarasok kifejlesztésével az élelmiszer-

csalasokkal kapcsolatos analitikai problémak megoldasara (TOROK et al., 2014).
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Az ¢élelmiszer-alapu matrixok dsszetettek, és a kémiai Osszetételek széles skalaja jellemzi, ami
befolyasolja a kémiai analitikai mérések teljesitményét, mikozben a manipuldcié természete
gyakran ismeretlen, ami még bonyolultabba teszi az elemzést (HTTP5). Raadasul a
megtévesztés észlelésére szolgald technologidk fejlodésével egyre kifinomultabbd valnak,
mivel a csald beszallitok is alkalmazkodnak ahhoz, hogy 0j modszereket taldljanak az

ellendrzések megkeriilésére (ZAMBONIN, 2021).

A célzott és nem célzott analitikai megkozelitéseket foként élelmiszer-ellendrzéseknél
alkalmazzak. A célzott, altalaban munkaigényes és idigényes elemzés a szennyez6 anyagok
ismeretén alapul, és a csalds markereit képviseld vegylilet egy vagy néhdny osztalydnak
kimutatdsara 6sszpontosit. Mivel a legtobb esetben a csalas tipusa ismeretlen, gyakran nem
célzott elemzésre van sziikség. Ez a megkozelités a teljes élelmiszerminta kémiai profiljanak
gyors milszeres megszerzésén alapul, altaldban spektrumokkal, aminek egyedi ujjlenyomatot
kell szolgaltatnia referenciaként a gyantis mintdkhoz, gyakran kemometriai adatkezelés
segitségével (MCGRATH et al,, 2011; CAVANNA et al., 2018; GAO et al., 2019,
RODIONOVA ¢és POMERANTSEYV, 2020).

3.5.  Spektroszkopiai technikak

A matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacids repiilési 1d0 tomegspektrometrias
profilalkotas (MALDI-TOF MS profilozas) egy feltorekvé megkozelités, amely a bioldgiai
mintdkban kozvetleniil kimutatott molekulakbol szarmazo ionok gyors ¢€s nagy
ateresztoképességli szlirésén alapul, beleértve az ép sejteket és a nyers kivonatokat.
(ALBRETSEN, 2011). Bar a MALDI-TOF MS profilalkotas az egyik legigéretesebb
tomegspektrometrias technika, csak a legintenzivebb, kis molekulatomegii (jellemzden < m/z
20 000) molekulaionokat detektalja, €s nem teszi lehetdvé a kozvetlen fehérjeazonositast. A
MALDI-TOF MS profilalkotas altaldban nagyszamu biomarker kimutatasahoz vezet, és normal
vagy megvaltozott koriilmények kozott rogziti a sejtek, szovetek és biologiai folyadékok
ujjlenyomatait (BUGY!| et al., 2012; STAJER et al., 2020). A MALDI-TOF MS profilalkotas
kezdetben a klinikailag relevans orvosi alkalmazasok osztalyozasara iranyult, beleértve a rak
(SIDRANSKY et al. 2003) és a patogén mikroorganizmusok (ILINA et al.,, 2009)
diagnosztikdjat. Az utobbi idoben sokoldalt eszkdznek bizonyult példatlan szamu biologiai

alkalmazashoz.
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Klinikai bakterialis (EIGNER et al. 2009) és mikobakterialis (OSWALD-RICHTER et al.,
2012) izoladtumok, kiilonbozé patogén talajgombak (LOPES et al., 2014), ¢élesztdgombak
(AGUSTINI, 2014) ¢és virusok (CALDERARO et al., 2014) csak néhany olyan példa a biologiai
rendszerek koziil, amelyeket MALDI-TOF MS profilalkotassal azonositottak ¢és
csoportositottak. Ezen talmenden élelmiszerek és ndvényi magok mindségellendrzésére is
alkalmaztak, beleértve a mézet (WANG et al., 2009) és a csokoladét (BONATTO ¢és SILVA,
2014).

Erdekes médon tébb szerzé is kimutatta, hogy a MALDI-TOF MS profilalkotas még a
baktériumtorzs szintli azonositasban is képes felbontast mutatni (WIESER et al., 2012;
SANDRIN-GOLDSTEIN, 2013). A MALDI-TOF MS profilalkotast a Staphylococcus aureus
meticillinrezisztens torzseinek kimutatdsara is alkalmaztak (SPARBIER et al., 2013). Nemrég
Bonatto és Silva szamolt be ennek a technikédnak a hasznélatarél fém nanorészecskék
vizsgalataval kapcsolatban stressznek kitett ¢lesztokulturdk differencialasara, bemutatva, hogy
ennek a modszernek a mikroorganizmus-fajok azonositasan tul tovabbi alkalmazasai is
lehetnek. Metha és Silva tovabb tesztelttk a MALDI-TOF MS profilozast baktérium- és
novénymintakra, valamint sikeresen megkiilonboztették a specifikus bioldgiai feltételeket

(METHA és SILVA, 2015).

Kiilonbozd tomegspektrometriai (MS) technikak és ionizacids megkozelitések, beleértve a
matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcidés ionizacidos repiilési id6t (MALDI-TOF), az
elektropermetet (ESI), a kornyezeti tomegspektrometriat (AMS) ¢és a nagy felbontast
tomegspektrometriat (HRMS), szintén széles korben alkalmaztdk ugyanerre a célra, és
folyamatos fejlodésiik lehetdvé tette szamos 1) modszertan kifejlesztését az élelmiszer-mindség
és -biztonsag ellendrzésére (RODRIGUEZ-SAONA ¢és ALLENDORF, 2011; ROSSI et al.,
2015; SORENSEN et al., 2016; MCGRATH et al., 2011; SOBOLEYV et al., 2019; POWER et
al., 2020; HASSOUN et al., 2020; VALAND et al., 2020; COZZOLINO ¢és DE GIULIO, 2011;
KAUFMANN, 2012; CASTRO-PUYANA ¢s HERRERO, 2013; BLACK et al., 2016).

A MALDI MS egy impulzusos 1ézersugar hasznalaton alapul, amely eltalalja a mintat, amelyet
a hatalmas feleslegben jelenlévd tigynevezett ,,matrix” tarskristalyai és az analit alkotnak. A
lézerenergiat a matrix elnyeli, amely elparolog, és érintetlen analit molekuldkat szallit a

gbzfazisha.
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A folyamat soran a matrixbol ionok (f6leg H+ és Na+) szabadulnak fel, ami toltéssel rendelkezd
analit molekulak képzddéséhez vezet. Ezenkiviil anionok eldallithatok H+ vagy Na+ analitbol
torténd elvonasaval is (CAVANNA et al., 2018; MORISASA et al., 2019; CREYDT ¢és
FISCHER, 2020; STACHNIUK et al., 2021).

Az elektromos térben torténd gyorsitas €s a toltott racson valod athaladas utan az ionokat TOF
tomeganalizatorban valasztjak el m/z aranyuk alapjan (a kis tomegl ionok révidebb id6 alatt
érkeznek a detektorba, mint a nagy tomegii ionok). A TOF analizatorok ,,linedris” geometridjat
hasznaljak nagy molekulatomegli molekuldk elemzésére. Kisebb molekuldk elemezhetdk egy
»reflektron” konfiguracidval, amely képes kiegyensulyozni a kiilonb6z6 kezdeti értékeket az
ionok sebességét a parologtatasi folyamat soran, ami a felbontas kdvetkezetes javulasdhoz
vezet. A MALDI tomegspektrométerek képesek gyorsan spektrumot, profilt és/vagy
ujjlenyomatokat generdlni ¢élelmiszer-matrixokbo6l, gyakran egyszeri elokészitéssel vagy
egyaltalan nem kell mintat késziteni. A munkdk nagy része az élelmiszerek mindségének
értékelésére €és a hamisitasok felderitésére irdnyult, a foldrajzi eredet vizsgélatira pedig csak

néhany alkalmazas irdnyult (ZAMBONIN, 2021).

3.6.Novényi vizsgalatok MALDI-TOF modszerrel

3.6.1. MALDI-TOF gabona vizsgalat mdédszere
A szarazsag egy abiotikus stressz, amely erdsen befolydsolja a ndvények ndvekedését,

fejlodését és termelékenységét. A proteomikai vizsgalatok lehetdvé teszik a viz-stressz vélasz
komplex mechanizmusanak azonositasat. A cél ennek a koriilménynek a kutatds a buza
(Triticum durum) proteomvaltozésainak elemzése soran, stressz koriilmények kozott, sulyos
vizhidnyos kezelést alkalmazva 7 napig. A stressz altal kivaltott proteomvaltozasokat a
kétdimenzidos  gélelektroforézis a  repiilési  tomegspektrometria  matrix-asszisztalt
1ézerdeszorpcios ionizacidos rendszerrel (MALDI-TOF-MS) egyarant vizsgalhatok. 36
fehérjefolt volt reprodukalhatd, mely szignifikans valtozast mutatott a kontroll és a kezelt
mintdk kozott. Az azonositds ésszerli kovetkezményei az aszalyra adott valaszreakcioban
keresenddk, ha fehérjékrél van sz6 (DUPONT és ALTENBACH., 2003; CARUSO et al.,
2009).

A szérazsag ma is relevans probléma az egész vilagon, kiilondsen a szaraz és félszaraz
teriileteken. Valdjaban a vilag felszinének egyharmada szaraz, de az Egyesiilt Allamok Nemzeti
Légkorkutato Kozpontjanak becslése szerint az aszalyos szarazfoldi terililetek szazaléka

megduplazodik a 2000-es évekre vége (JUHASZ et al., 2020).
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A vizhidnynak 6ridsi gazdasagi hatasa van, elsdsorban a mezégazdasagi termelést érinti. A
vizhidnnyal kapcsolatos hatdsok magukban foglaljak novények novekedését és fejlodését, ami

kortlbeliil 50%-0s veszteséget okozhat (KREPS et al., 2002).

Altalaban a novények a kedvezétlen novekedési feltételek melletti tilélés érdekében tartositjak
homeosztazisukat, a karos elemek méregtelenitését végzik, illetve a ndvekedés
helyreallitdsanak szamos fiziologiai €s molekularis szintli valaszanak kifejlesztéséért felelnek

(XING et al., 2002; HASEGAWA et al., 2000, SKYLAS et al., 2000).

A cél egy Osszehasonlitas elvégzése volt, azaz egy proteomikai megkozelitésii vizsgalat,
kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézisen (2D-PAGE) ¢s matrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcid/ionizacids id6 repiilési tomegspektrometria (MALDI-TOF MS) segitségével. A
szarazsaggal Osszefliggd fehérjék azonositasat a buzaban végezték el (Triticum durum cv.
Ofanto). Ennek soran sulyos vizhiany kezelést alkalmaztak, valodi éghajlatot szimulaltak,
magas homérséklet és alacsony csapadék esetén hossza ideig meghosszabbitva a szarazsagot.
Ez a kontextus erds valtozasokat iddzett eld fiziologiai és molekularis szinten, mert a fehérje
kifejezési mintakat nem csak a nedvesség, hanem a stressz stlyossaga, mértéke €s ideje is

befolyasolja (BRAY, 1997).

Az eredmények olyan 1j betekintést nyujtottak, amelyek a jobb megértéséhez vezethetnek. A
novények szarazsagérzékenységének molekularis alapja van. Ezért a kapott adatok arra
utalhatnak, hogy fontossa valt a szarazsagtlird buzafajtdk fejlesztése a szarazfoldi
mezdgazdasagi termelés érdekében, tovabba az azonositott fehérjék kulcsszerepet jatszanak a

glikolizisben és a gliikoneogenezisben (JACKSON et al., 1983; SKYLAS et al, 2001).

A nagy molekulatdmegii glutenin alegységek (HMW-GS) 60 csiraplazmébél allnak. Osszesen
30 kozos buzafajtait és 30 rokon fajt kiilonitettek el, és az elvalasztasi sorozat
jellemzi/befolyasolja az alkalmozott moddszereket, beleértve a natrium-dodecil-szulfat-
poliakrilamid  gélelektroforézist (SDS-PAGE), forditott fazisi nagy teljesitményli
folyadékkromatografiat (RP-HPLC), nagy teljesitményti kapillaris elektroforézist (HPCE) és
matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios repiilési id6 tomegspektrometriat (MALDI-
TOF-MS). Az 6sszehasonlitd elemzés kimutatta, hogy minden modszertannak megvannak a
maga elonyei és hatranyai. Az SDS-PAGE {6 hatranya az volt, hogy talbecsiilte
molekulatomeget és helyteleniil azonositott azokat az alacsony felbontasa miatt. Azonban

elénye volt a miiszaki egyszerliség és a berendezések konnyli kezelhetdsége; igy alkalmas a
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nagyszabasi ¢és nagy ateresztOképességli HMW-GS szlirés a tenyésztési programokhoz,

kiilonosen akkor, ha a glutenin 6sszetétele egyértelmii a tenyész-anyagban.

A MALDI-TOF-MS (ZHANG et al., 2008) hasznalata egyértelmiien sok technikai elénnyel jar,
a négy értékelt modszer kozott a legfejlettebb, jellemzdje a nagy ateresztéképesség, nagy
felbontas, és pontossag; ez azonban magas felszerelési koltséggel jart, ami sok tenyésztést

végz6 vallalatot megakadalyozott abban, hogy a hozzajussanak a technologiahoz (GAO et al.,
2010).

A buzaglutén fehérjék részletes jellemzését és azonositasat a kanadai kemény vords tavaszi
buza Teal fajtanal végezték el. RP-HPLC a minta szétvalasztasakor 35 frakciora csokkentette a
spektralis komplexitast; ezt kovette a MALDI-TOF tomegspektrometria (MS), amely hat vagy
kevesebb feloldott fehérje jelenlétét mutatta ki a 20 kDa feletti komponensek mindegyik RP-
HPLC-frakciojaban, igy Osszesen 93 MS-feloldott cstcsot kaptak. A hidnyos buza DNS-
adatbazisok miatt sok buzaglutén fehérjét nem lehetett azonositani. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az RP-HPLC kombinacioja, valamint az MS és az MS/MS technikak igéretes
megkozelités nytjthatnak a buzaglutén fehérjék jellemzéséhez (QIAN et al., 2008).

A blzéban taldlhatdo glutén (tarold) fehérjék felelések az egyedi viszkozelasztikus
tulajdonsagok atadasaért, amelyek lehetové teszik a kovasz eldallitdsat a kenyér, tészta, és
tésztahoz kapcsolodo termékek esetében. Az érintett fehérje fo csoportjai kdzé tartoznak a
monomerek (gliadinek) és a lanckozi diszulfidk6tésbol allo polimer (gluteninek), ezen beliil az
alacsony molekulatomegli (LMW) és nagy molekulatomegi (HMW) glutenin alegységek
(MACRITCHIE, 1992).

A buzatarold fehérjék proteomikai elemzésével kapcsolatban szamos nehézség meriilt fel,
beleértve a korlatozott szamu elérhetd adatbéazist, a korlatozott szdmi maradékanyagokat
(kiilondsen az LMW glutenin alegységeiben), a homolog fehérjék halmazainak jelenlétébdl
ad6do komplexitast, valamint az ismétlédd fehérjék motivumainak jelenlétét. A korabbi
tanulmanyok megallapitottak, hogy a MALDI-TOF MS képes megadni a buza gliadinek és
glutenin alegységeinek pontos szamat (GODOVAC-ZIMMERMANN ¢és BROWN., 2001). A
tisztitott HMW alegységek MALDI-MS-vizsgalata a CDNS-iikkel 0sszhangban 1évo

molekulatomeg-meghatarozast eredményezett szarmaztatott aminosavszekvencia esetében.

Az eredmények azt mutattdk, hogy az RP-HPLC MALDI tomegspektrometriaval (MS)
kombinalva képes hatékonyan felmérni a buza gluténfehérjéinek osszetettségét, és észszerlien

pontos tomegfeladatokat biztosit.
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Elemzéssel kombindlva a MALDI-TOF altal végzett triptikus emésztések esetében ez a
megkozelités is lehetdséget mutat specifikus HMW és az LMW glutenin alegységek
azonositasara, amelyek a buzafeldolgozas mindségének elsddleges meghatarozoi. Az MS/MS
mérésekbdl szarmazd szekvencia adatok felhasznaldsa nagyon értékes lehet, és esetenként
elengedhetetlen, hogy javitsa a magabiztossagot a fehérje beosztasaban. Ez a megkdzelités
jelenleg gatolja a gluténfehérjét a gluténhez rendelkezésre allo DNS-szekvencidk hianya miatt,
tovabba a fehérje arginin és a lizin tartalma viszonylag alacsony szintli ezekben a fehérjékben.
Fodleg nagy peptidek termelddnek, €s a szekvenciak kozotti szoros hasonlosagért felelnek ezen

alegységek csoportjai.

A matrix-asszisztalt  1ézer  deszorpciés  ionizaciés moédszernél  (MALDI-TOF)
tomegspektrometridt alkalmaztak (MS) a buzaval kapcsolatos baktérium-izolatumok
sokféleségének felmérésére. Nem sterilen termesztett buzandvények esetében iiveghazi
koriilmények kozott vermikulitot hasznaltak a baktériumok izoldlasara. A taxondmiai
azonositds ¢és a filogenetikai rekonstrukcid6 a 16S rRNS génszekvencidkon alapult;
Pseudomonas, Pantoea, Acinetobacter, Enterobacter ¢és Curtobacterium jelenléte volt

megfigyelhetd.

A szekvenciaelemzések Osszhangban voltak a tomegspektrum-profilbol szérmazo
klaszterizacioval. Ezenkivil a MALDITOF teljes sejttomeg-profilozést tett lehetévé az
izolatumok finomabb megkiilonboztetésének céljabol, ami arra utal, hogy ez a technika képes

a baktériumizolatumok torzsszintii differencialasara (STETS et al., 2013).

A buza a masodik legfontosabb novény, a vilag 651,6 milli6é tonnds termelésével (2010/2011)
(USDA, 2011). Szdmos buzandvényekkel kapcsolatos baktériumot azonositottak mar,
Osszpontositva az igynevezett novényi novekedést elésegitd baktériumokra (GOTTLIEB et al.,
2002; PARK et al., 2005), amelyek potencialisan novelik a novények novekedését és a
novénytermesztést (ADESEMOYE et al., 2010; LADE et al, 2018). A sokféleség megértése és
a novényi baktérium asszociaciok fontossdga a jovObeni biotechnologiai alkalmazasok
szempontjabol fontos. Ha ezeket az asszociacidkat manipulalni kell a novénytermesztés

novelése érdekében, a biologiai sokféleség megdrzése és fenntartasa valik elsddlegessé.

A MALDI-TOF MS-t széles korben alkalmaztdk azonositasra klinikai izolatumok
vizsgalatakor, a referencia patogén torzsek atfogd spektrumadatbazisainak felhasznalasaval. A
szabadalmaztatott szoftvereket ezutdn hasznalva kereshetévé valnak az adatbazisban a

hozzéarendelendd klinikai izolatumok taxondmiai csucslistai.
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Ennek a technoldgidnak a kornyezettanulmanyokban valod alkalmazéasa is folyamatban van.
FERREIRA et al. 2011-ben megmutattak, hogy a MALDI-TOF profilozas felhasznalhato a
Rhizobiaceae csalad fajainak megkiilonboztetésére. A programot, a Biotyper-t (Bruker
Daltonics) hoztak 1étre, mely egy adatbazis az eredetileg 56 profilbol gyorsan ndvekvo rhizobia

fajok adataival, melyekkel igy azonositani tudtak az Gijabb izolaciokat.

A MALDI-TOF tomegspektrometria lehetséges szovodményei a baktériumok nodvekedési
koriilményeit, a mintafeldolgozast ¢és az adatokat profilaldé olyan felvétel, amely jelentdsen
befolyasolhatja a kapott tomegspektrumokat (LIU et al., 2007). Kiilonb6z6 kornyezeti
feltételek, példaul tenyésztd taptalajként kiilonboz6 eredményeket produkalhatnak, a valtozast

bakterialis anyagcsere okozhatja (RAJAKARUNA et al., 2009; KEYS et al., 2004).

A kornyezeti baktériumok azonositdsa Oriasi kihivast jelent, mivel a baktériumfajok
sokfélesége a természetes kornyezetben nagyon magas lehet. Ezen tulmenden az
ismeretlen/nem tenyésztett baktériumok aranya nagyon magas szdmos teriileten, példaul talaj-
¢és novényi rizoszférak korében. Ezek a tényezdk teszik lehetévé a kornyezeti baktériumok
taxondmiai azonositasat a teljes sejtes MALDI-TOF MS segitségével. A spektrumok keresésén
alapul6 szabvéanyos technika alkalmazasaval a referencia torzsek adatbazisa jelenleg nehezen
nyomonkovethetd. Az izolatumokbol szarmazo spektrumok hierarchikus klaszterezése azonban

azt jelenti, hogy létezik alternativa a dereplikéciora és a kdrnyezeti izolatumok azonositasara

(DIECKMANN et al., 2005; GHYSELINCK et al., 2011).

A MALDI-TOF MS analizis nagy felbontasa lehetdvé teszi az izoladtumok konyvtarainak gyors
klaszterezését a reprezentativ torzsek kivalasztasahoz. teljes sejtes MALDI-TOF MS analizis
hasznalhat6, mint gyors €s hatékony sziirési modszer a baktériumok csoportositasara. A
kornyezeti mintdkbol izolaljadk az operativ taxondémiat egységeket (out), fliggetleniil az
adatbazisoktol és a korabbi ismert taxonomiai pozicioktol. Ez a technika szekvenalassal
kombinalva a kivalasztott izolatumok 16S rRNS-ét alkalmazza a tenyészettdl fiiggden a buza

gyokerekhez kapcsolodd baktériumdiverzitas elemzéséhez.

Tovabba a Gamma proteobaktériumok elterjedtségét tarja fel, a Pseudomonas és a Pantoea 6
csoportjaival egyiitt. Rdadasul az eddig kapott eredmények megmutattak, hogy a MALDI-TOF
profilozas finomabb felbontast biztosit a részleges 16S rRNS génszekvendlashoz képest, az

1zolatumok faj/torzs szintjén torténd megkiilonbdztetés soran.

18



A buzamag fehérjéket a kalaszok betakaritas el6tt vizsgaltak, hogy azonositsék a fajtaspecifikus
fehérjéket csirazd buzafajtak, a Jinpum (érzékeny) és a Keumgang (rezisztens) esetében. A
buzamag fehérjéket elvalasztottdk kétdimenzids elektroforézissel, a keletkez6 peptid
fragmentaciot pedig MALDI-TOF-MS modszer segitségével vizsgaltak tovabb (YAHATA et
al., 2005 a; YAHATA et al., 2005 b).

A fehérjeprofilok 9 kategoriaba keriiltek felosztasra: anyagcsere, raktarozas, fotoszintézis,
aminosav, allergia, stressz, fehérjeszintézis, enzimek és hipotetikus fehérjék. A glutén két
kiilonb6zé komponenst tartalmaz, a nagy molekulatomegli (glutenint) alegységet és a kis
molekulatdomegli glutenin alegységet (gliadint). A proteomanalizis jobb megértése és a
betakaritas eldtti csirdzds azonositasa €rdekében a felelos fehérjék korében Osszehasonlito
proteomikai elemzést végeztek a betakaritds eldtti csirdz6 buizamagokban, mind a fogékony,

mind a rezisztens fajtak kozott.

A MALDI-TOF modszer tovabba biztosittathatja az wjabb informacidkat a kiilonbdzd
mechanizmusok vezérlésérdl, mint példaul a siitési teljesitmény, csirdzas (betakaritas eldtti
csirdzas), stressz- és betegségallosag, ami Gjabb utakat nyithat meg a mindség felé¢ a buza

javitasa soran (KAMAL et al., 2009).

3.6.2. MALDI-TOF szo6jabab vizsgélat modszere
A MALDI-TOF MS egy 0j technika, amely szamos eldénnyel rendelkezik az élelmiszerek

elemzésben szempontjabol (WANG és SPORNS, 2000).

A szojabab vagy a szdjaételek nagyon fontos vegyiilet csoportot tartalmaznak, az izoflavonokat.
Az izoflavonok étrendi bevitele csokkenti a hormonalis megbetegedések a rakos
megbetegedések, valamint a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasdnak kockézatat,
enyhitik a menopauza tiineteit, mint péld4aul a héhullamok és csontritkulas, valamint az olyan
orokletes betegségek megeldzésében is segitenek, mint az autoimmun betegségek (BARNES et

al., 1998, BAU et al., 2000).

A sz@jabab aglikonok haromféle izoflavont tartalmaznak: daidzeint, geniszteint €s gliciteint,
melyeknek négy kémiai formdja ismert. Az élelmiszerekben talalhatd izoflavonok elemzése
sziikséges ahhoz, hogy segitse egészségre vonatkozd eldnyeik és hatékonysaguk megértését

(HERMAN et al., 2003; VERNAZA et al., 2012, ABRAHAM és PEPO, 2021).
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Manapsag is gyakran hasznaljak a szdjababok vizsgalatira a nagyhatékonysagi
folyadékkromatografiat (HPLC), kromatografias tomegspektrometriat (GC-MS) és HPLC-vel
kombinalt tomegspektrometriai modszereket (MS). Ezek a technikak azonban idéigényesek és
a nehézkes a minta-el6készités menete is. A MALDI-TOF MS moédszert el6szor 1987-ben
vezették be, és eredetileg nem illékony, valamint nagyméretli biomolekuldk vizsgélatara

fejlesztették ki (KARAS et al., 1987).

A MALDI-TOF MS-nek nagy elonye a fentebb felsorolt modszerekhez képest, hogy sokkal
gyorsabb elemzést biztosit, nagy érzékenységli, széles korben alkalmazhat6, jo toleranciaval
rendelkezik a szennyezd anyagokkal szemben, valamint keverékek komplex elemzésére is

alkalmas. EQy MALDI-TOF MS spektrum, azaz egy mintaprofil akar percek alatt elkésziilhet.

A szdjabab termékek (szaritott tofu, SC) feldolgozdsa soran a hoalldé mikrobialis
szennyez3dések sterilizalast igényelnek. Elelmiszerbiztonsag figyelmen kiviil hagyésa és az
okozhat. A szekvenalasi elemzés azt sugallta, hogy a Bacillus, Clostridium, Lysinibacillus és
Brevibacillus okoztak a f6 szennyez6dést. Ezenkiviil 6sszehasonlitd vizsgalatot végeztek két
kiilonbozé ipari SC bakteridlis szennyezettségére vonatkozodan, feldolgasi utvonalak
feltérképezésével, életképes telepszamlalassal, 16S rDNS génszekvenalassal és nagy

ateresztOképességli MALDI-TOF-MS alkalmazasaval.

A Staphylococcus, Macrococcus, Psychrobacter, Bacillus és Acinetobacter nemzetségek
voltak az uralkodé nemzetségek minden félkész termékben (ZHAO et al., 2021). A szojabab
fontos és népszerti étel. [zletes gélszerti textiraja és potencidlja miatt vilagszerte egészségiigyi
elonyeirdl beszélnek (PINTO et al., 2017; SERRAZANETTI et al., 2013; ZHU et al., 2016).
Kindban a megfeleld gyartasi folyamatokat kovetve, beleértve az aztatast, Orlés, forralds,
koagulélas, lugositas, pacban parolds, ill siités menetét is (LIU és KUO, 2013; WANG et al.,

2019), szaritas utan tofut készitenek beldle.

A friss és szaritott tofu szennyez6dése nagyon gyakori (ROSSI et al., 2016; PINTO etal., 2017),
amely jelentdsen befolydsolja az élelmiszerbiztonsagot és az eltarthatdsagot az adott termékek
esetében. Hatékony, kritikus ellendrzési stratégiat €s megbizhatdé mindséget fenntartd

sterilizacios technologidra van sziikség a szojabab alapu termékek gyartasakor.

Termikus és nem termikus sterilizalasi technologidkat sziikséges alkalmazni, beleértve
kereskedelmi autoklav, y-sugarzas és mikrohullamu kezelést, melyeket azért vezették be, hogy

megbirkozzanak a nagy mennyiségli, rendkiviil valtozatos mikroba szennyezddéssel a szdja
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termékekben. Mindazonaltal az Osszes fenti sterilizalasi technologia érzékszervi kdrosodast

eredményez nagy intenzitas esetén (HUANG ¢és HO, 2003; HUANG ¢és KUO, 2015).

A gépsorokon a hoalldo romlast okozd baktérium szennyezddés fO forrasainak tisztazasa
érdekében Osszehasonlitd vizsgalatot végeztek két feldolgozosor kozott, az életképes telepek
szamlalasa, nagy ateresztOképességli 16S rDNS génszekvendlds és matrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcios/repiilési ionizacios id6 tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS) segitségével. A

baktériumok kozotti kapcsolatot és a feldolgozo kornyezetet is vizsgaltak.

A szdjabab terméssel torténd bioldgiai nitrogénmegkdtés (BNF) valdsziniileg a legfontosabb
fenntarthatod technologia vilagszerte, dollarmilliardokat takarit meg az N miitragyak terén,
tovabba csokkenti a vizszennyezést és az liveghdzhatasi gdzok kibocsatasat. Ennek
megfeleléen a baktérium torzsek azonositasa kritikus 1épést jelent azon vizsgalatokban,
amelyek célja a BNF hozzdjaruldsanak novelése. A jelenlegi azonositasi modszerek tobbnyire

szerologian vagy DNS-profilokon alapulnak.

Azonban az antitestek eldallitasa kevés laboratoriumra korlatozodik, illetve a tobb szaz
izolatum DNS-profiljanak beszerzése koltséges és iddigényes. Ezzel szemben a matrix-
asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios repiilési id6 (MALDI-TOF) MS technika remek

lehetdséget jelenthet a szerologiai €s DNS-alapi mddszerek helyettesitésére.

A kornyezeti mikroorganizmusokat tartalmazé6 MALDI-TOF adatbazisok azonban még mindig
korlatozottak, és ami a legfontosabb, aggodalomra ad okot a fehérjeprofilok hidnya. A matrix-
asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios repiilési id6 tomegspektrometria (MALDI-TOF MS)
egy pe¢lda a nagy ateresztoképességli modszerekre, amely lehetévé teszi a fehérjék

Osszehasonlitasat, megkiilonboztetését.

Ennek a modszernek az alapjan kiilonb6z6 mikrobidlis sejtekbdl nyert ujjlenyomatokkal,
referencia spektralis adatokkal €s kiilonféle integralt algoritmusok segitségével kereskedelmi
forgalomban érintett rendszerek miikodése segithetd. Az utdbbi években ezt a megkdzelitést
egyre gyakrabban alkalmazzdk szdmos mikroorganizmus faj fenotipizalasara és azonositasara
(WELKER et al.,, 2011). Ez egy egyszerli technika, kevés finomitast igényel a minta-
elOkeészités, igy lehetdveé teszi az azonositast nagyszamu mikroorganizmus jelenlétében, még a

komplex keverékekbdl szarmaztatott mintak esetében is (LAVIGNE et al., 2013).
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Egy korlat azonban jelentdsen befolyasolja a rendszer miikodését, mégpedig a kdrnyezetbdl
szarmazo a mikroorganizmusok vizsgalata, mivel jelenleg a rendelkezésre 4116 tanulmanyok és
adatbazisok tulnyomo tobbsége még csak patogén human baktériumokkal és gombakkal

kapcsolatos (FENSELAU és DEMIREV, 2001).

A legujabb kutatdsok ravilagitottak az j technikék hasznalatanak fontossagéara, mint példaul a
MALDI-TOF MS, mely az 6kologidban ¢és taxondmiai nagyszabasu vizsgalatok elvégzését
segiti. Ferreira és munkatarsai kiterjesztették 56 rizobialis fajbol allo6 MALDI Biotyper 2.0
adatbazisukat, melybe Rhizobium, Ensifer és Shinella nemzetségek tartoztak. Ezen kiviil 35
kiilonbo6z6 torzs forrasokbol izolalt, kordbban azonositott torzs szekvenciat hasznaltak alapul a
MALDI-TOF MS rendszerrel 0j baktériumcsoportnak validalasahoz (FERREIRA et. al., 2011,
ROLIM et al., 2019).

A MALDITOF MS kivalo eszkoz képes a gyorsan €s lassan ndvekvd rizobia azonositasara,
ezenkiviil alkalmazhat6 rizobidlis izoldtumok nagy populacidihoz is. Kiilonb6zd tanulméanyok
igazoljak a MALDITOF MS hatékonysagat a kiillonb6z6 nemzetségbe tartozo

mikroorganizmusok azonositasaban; fajok, sot alfajok szintjén is (SUAREZ et al., 2013).

A MALDITOF MS lehetévé tette az N. meningitidis izoldtumok gyors tipizalasat.
Bebizonyitottak egy jol definidlt adatbazis fontossagat a filogenetikai azonositasban. Tovabba
MALDI-TOF MS-t hasznaltak (SARAMIS™) az adatbazis 116 torzs spektralis profiljanak
betaplalasahoz, amelyek a fobb rhizobia nemzetségeket képviselik. Megkdzelitésiik lehetdve
tette a MALDI-TOF MS hatékonysaganak értékelése a rizobidlis torzsek tipizalasara is
alkalmassa valjon a késObbiekben, pontos €s nagy felbontasu elemzést téve lehetévé torzsek

diverzitasarodl faji €s gyakran alfaji szinten 1s (ZIEGLER et al., 2015).

Nagy elony és eldrelépés a MALDI-TOF hasznélatdban, hogy az MS-sel varhatoan egyre tobb
a baktériumot tanulmanyozhattuk. Bizonyitottak, hogy ezen technika gyors, megfizethetd és
megbizhato, alkalmas tobbek kozott a Bradyrhizobium térzsek azonositasara, kimutathatok
kozvetleniil a tehénborsobol (Vigna unguiculata L. Walp.), gobszuszpenziobol,
baktériumizolalas nélkiil (MENNA et al., 2009).

A fajok helyes azonositdsa mellett monitoring baktériumtdrzsek talajba juttatasa is mindig nagy
kihivas volt. E vizsgéalatok koziil a hiivelyesek gumo6ibol szamazé térzsek azonositdsa a kulcs

a rizobialis versenyképesség meghatarozasahoz.
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A MALDI-TOF MS technika a statisztikai modszerekkel kiegészitve hatékonyan kiilonboztet
meg négy Bradyrhizobium torzset a sz6jaban: SEMIA 587, SEMIA 5019 (29W), SEMIA 5079
(CPAC 15) és SEMIA 5080 (CPAC 7). Jelenleg Brazilidban, Dél-Amerika és Afrika
orszagaiban kereskedelmi oltdéanyagok hasznalatosak. A megszerzett kiegészitd adatbazis
fontos eldre lepéseket tett lehetdvé az Okologia, a szdjabab-rhizobia agrondmiai és ipari

vizsgélati szimbidzis teriiletén egyaran.

3.6.3. MALDI-TOF kukorica vizsgéalat modszere
A termesztett transzgenikus novények mennyisége €s fajtdinak szdma évrol évre vilagszerte

novekszik, a fogyasztok kore sok orszagbdl szarmaznak, kiilonésen Eurdpabol. A f6 termesztett
géntechnoldgiaval modositott (GM) novényeket - a GM szo6jabab és kukorica-, ugy tervezték,
hogy toleraljak a gyomirt6 szereket és/vagy a korokozo rovarokat (SHAH et al., 1986; OBERT
et al., 2004). Példaul a Roundup ReadyTM szdjabab glifozattal szembeni rezisztenciajat okozo
5-enol-piruvilsikimat-3-foszfat-szintaz (EPSPS) gént az Agrobacterium tumefaciens CP4-bdl
eredeztetik. A génszintli moddositasok tulnyomorészt olyan tulajdonsagokat vezetnek be,
amelyek javitanak agrondmiai jellemzokon, de egyes GM-novényeknek javitjak a tapérték.
Ilyen példaul az A-pro-vitamin Golden Rice, amelyek segithetnek az ¢hinség, a vaksag elleni

kiizdelemben és a fejlédésben. Ezenkiviil talalkozhatunk vassal dusitott GM rizzsel is.

Megvizsgaltak tomegspektrometriaval (MS) az elvalasztd fehérjefrakcionéalas lehetdségét a
Roundup ReadyTM szojaban és kukoricaban jelenlévd transzgenikus fehérje kimutatasara és
jellemzésére. A géntechnoldgiaval modositott (GM) szbja és kukorica 5-enol-piruvil-sikimat-
3-foszfatot tartalmazod szintaz (EPSPS) génje az Agrobacterium tumefaciens CP4-bdl
szarmazik, amely rezisztenciat biztosit a herbicid glifozat ellen. A GM szdja és kukorica
proteomjait gélsziiréssel frakcionaltak, anioncseréld kromatografia és natrium-dodecil-

szultat/poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) tortént az MS el6tt.

Ez megkonnyitette a CP4 EPSPS peptid térképének kimutatdsat matrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcids/ionizacios repiilési 1d6 (MALDI-TOF) MS és a nanoelektrospray ionizacios
kvadrupélus repiilési idé (nanoESI-QTOF) MS szamara (OCANA et al., 2007). Az azonositas
0,9%-o0s génmodositott szdjamagban valosult meg, ami az EU jelenlegi élelmiszer-cimkézési

kovetelmények kiiszobértéke.
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A fehérje fejlodését szemléltetd frakcionaldsi és tomegspektrometrids megkdzelitések a CP4
EPSPS kimutatdsa herbicidrezisztens Roundupban ReadyTM szo6jabab és kukorica magvak
esetében. Az elemzési stratégia a GM fehérje enzimes emésztésén alapulnak ¢és annak
tomegspektrometrias azonositdsan. Azonban a novekedéshez a kivonatban 1€év6 transzgénikus
fehérje 1étfontossagu volt, mivel a nyers kivonatokban jelenlévd f6 raktarozo fehérjék észlelése
korlatozott. A MALDI-TOF-MS modszer méretezhetd, és Ilehetoséget kinal mas
¢lelmiszerekhez valo alkalmazkodasra matrixokhoz vagy mas, kiilonb6z6 GM-ekbdl szarmazo

transzgenikus fehérjékhez kukorica- és sz6jakészitményekben.

A novényekben lehetséges foként bétalainok, karotinoidok és flavonoidok eldallitasa. A
flavonoidokat antocianinokra (antocianidinekb6l szarmazo) és antoxantinokra osztjak szét,
ezek a a flavonolok 6 csoportjai. Az antocianinok kiterjedten a ndvényekben, kiilondsen a
gylimolesokben €s viragokban, - mint a voros héju sz616, alma, cseresznye, retek, kapulin, lila
kaposzta, pigmentalt kukorica- (kék, piros, lila) talalhatok. Ezen anyagok vizsgalata soran a
HPLC-vel nyert f6 antocianin frakciot 6sszegytijtotték, majd MALDI-ToF MS-sel elemezték,
amelyrdl kideriilt, hogy gyors modszer az antocianinok azonositasara, kiilonosen a kukorica

esetében (KING és YOUNG, 1999).

Beszamoltak a kivont zeinek tomegspektrometrids elemzésérdl, zsirtalanitott kukoricaliszt
70%-0s vizes etanollal vagy 60%-os 10 mM ditiotreitot tartalmazé acetonitriles keveréke
esetében. Az elemzést a MALDI-TOF tomegspektrométer a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav
felhasznalasaval végezte. A mddszer lehetové tette az a-, B- €és y-zeinek kimutatisat, de a o-
zein; illetve a KWS 3381 beltenyésztett kukorica zeintartalmanak elemzésére hasznaltdk a
kereskedelemben hasznalt, kiilonb6z6 szemcseméretli liszttipusok 0Osszehasonlitasat is

(STEFANESCU és BANCILA., 2017).

ADAMS W.R. et al. a B73 beltenyésztett kukoricabol szarmazd zeineket azonositottak
MALDI-TOF  modszerrel, a  szamitott molekulatomegek alapjan  azokra az
aminosavszekvenciakra kovetkeztetve, amelyekbdl eltavolitottak a szignalpeptidet (ADAMS
et al., 2004).

A novényi hormonok, a citokininek olyan anyagok, amelyek elésegitik sejtosztddast és mas
fontos funkciokat is befolyasolnak (MILLER et al., 1995; SKOOG és ARMSTRONG, 1970).
A citokinin-oxidaz/dehidrogenaz (CKO; EC 1.5.99.12) visszafordithatatlanul lebontja a

novényi citokin hormonokat.
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Yarrowia élesztoben eldallitott rekombinans kukorica izoenzim 1 (ZmCKOI1) esetében a
lipolyticat ~ enzimatikus  deglikozilacionak  vetették ala  endoglikoziddz  H-val.
Spektrofotometrias vizsgalatok azt mutattdk, hogy az enzim aktivitdsa €és termostabilitasa
egyarant csokkent a kezelésnél, még nem denaturdld koriilmények kozott is, ami jelzi a
ZmCKOI biologiai jelentdségét a glikozilacioban. A felszabadulé N-glikanokat grafitizalt
szénszorbenssel tisztitottdk és MALDI-TOF MS moédszerrel elemezték. A mért, nagy manndz
tartalmu N-glikanok szerkezete megerdsitését tandem tomegspektrometriaval végezték el

(MS/MS), egy Q-TOF miiszeren, elektropermettel ionizalassal (FRANC et al., 2012).

A zeinek fontos raktdrozo fehérjék, jelentds szerepet jatszanak a szemek szerkezetében ¢€s a
feldolgozasukra gyakorolt hatasban. Van egy technika, mellyel pontosan szdmszeriisitheto az
egyes zeineket és ezek fehérjéinek mérete. Lehetdvé valt ezen fehérjék pontosabb megértése,
megtudhatjuk, milyen hatéssal vannak a szemek szerkezetére és/vagy feldolgozasra. Ehhez
matrix-asszisztalt 1ézer deszorpciods ionizacids repiilési id6 tomegspektrometriat (MALDI-TOF

MS) alkalmaznak (O’KENNEDY et al., 2017).

Egy 1j, egyszerusitett és leroviditett zein extrakcidos modszer a zein profilok jellemzésére és
barmely meghatarozasara a lehetséges kapcsolatok felmérése a hibridek és sziileik kozott. A
hibridek ¢és a megfeleld sziil6i vonalak kozotti kapcsolatokat genetikai variacidra utalva
figyelték, ekkor tudatosult, hogy a zein osztdlyok léteznek. Azonositott MALDI-TOF MS
modszer az egyes zeinfehérjék kiilonbségeit és a hibridek kozott kiillonbségek megfigyelését
segiti. A modszer lehetOséget ad a jelenlét €s a molekulaméret pontos szamszeriisitésére zein

fehérjék esetében, amelyek fontosak lehetnek az drlése és a feldolgozasuk soran.

A raktarozo fehérjék esetében nemcsak az szemcsedsszetétel meghatarozasnal fontos, hanem
bizonyos eljarasokban is, mint példaul az 6rlés. Ezeknek az egyedi fehérjéknek a valtozésa

hatéssal lehet a feldolgozas hatékonysagara.

A zein fehérjéket eddig négy megfeleld MS modszerrel elemezték, nevezetesen matrix-
asszisztalt 1ézeres deszorpcioval ionizéciods repiilési 1d6 tomegspektrometriaval (MALDI-TOF
MS) (WANG et al., 2003), kapillaris elektroforézis tomegspektrometriaval (CE-MS) (ERNY
et al., 2007), forditott fazisu, nagy teljesitményii folyadékkromatografias elektropermet
ionizacios tomegspektrometriaval (RP-HPLC-ESI MS) és nagy teljesitményli folyadék
kromatografids repiilési idé tomegspektrometriaval (HPLCTOF MS). Ezek koziil csak a
MALDI-TOF MS-t alkalmaztak sikeresen az Osszes fObb zein osztaly kimutatasara,
alosztalyaikkal egyiitt (LOPEZ et al., 2009).
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A kutatok a kukorica zeinek nagyobb felbontastit megfigyelésének lehetéségével élhetnek a
MALDI-TOF MS esetében, mint a hagyomanyos modszerekkel. Két matrix hasznalataval egy
uj, egyszerusitett zein ismerhetdé meg. Az extrakcios eljaras a kukorica zsirtalanitdsaként
kothetd az étkezésekhez, ennek eléréséhez emelt extrakciés homérsékletre nem volt sziikség.
Egyértelmii kapcsolatokat figyeltiink meg a hibridek és a megfeleld sziilévonalaik kozott. Zein
fehérjék, melyek kordbban molekuldris a zein-ndmenklatiraban nem szerepeltek, innentdl
megfigyelhetové valtak és hozzarendelték azokat a 10 kDa 8-zeinhez, 15 kDa B-zein és 27 kDa

y-zein osztalyokhoz.

Egyértelmiien megmutathatd a MALDI-TOF MS haszndlatanak elénye a zein profilok
kiértékelésekor, valamint az O6rlési hatékonysag és élelmiszer-feldolgozas szempontjabol

egyarant.

A természetes pigmentek egyik legfontosabb forrasa a ndvényekben taldlhat6. A ndvényekben
foként bétalainok, karotinoidok és flavonoidok eldallitasa zajlik. A flavonoidokat
antocianinokra (antocianidinekbdl szdrmazo) és antoxantinokra csoportositjdk. Az
antocianinokat, mint természetes pigmenteket vizsgaljak; valamint az emberi egészségre
gyakorolt jotékony hatasok (antioxidans tulajdonsagok) feltérképezése a cél. Az antocianinok
6 hatranya, hogy erds fény, valtozo hdmérséklet és pH hatasara konnyen lebomlanak (MAZZA
et al. 2002; WANG et al., 1997; KONCZAK ¢s ZHANG, 2004).

A mexikdi kukoricat (Zea mays) is gyakran vizsgaltak. Ebbdl készitett két kivonatot (hidrolizalt
¢s nem hidrolizalt) elemeztek HPLC-vel, kiilonb6z6 homérsékleteken. Az utols6é antocianin

frakciot 6sszegyjtotték és elemezték MALDI-ToF MS rendszerrel is.

Osszességében a 3-gliikozid szdrmazékokat taldltak a kivonatban. Ezek a cianidin, pelargonidin
¢és peonidin, amelyeket a képletiik 6sszehasonlitasaval azonositottak pontosan. A {6 antocianin
szerkezetének tisztazasa érdekében fontos jelenlétiik a kukorica kivonatban, ezutan MALDI-
ToF MS elemzések végezheték (GARCIA-BENEYTEZ et al., 2003; RODRIGUEZ és JOSE,
2010).
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3.6.4. MALDI-TOF Napraforgé vizsgalat modszere
A ndvényi olajok hamisitasa vagy az alacsonyabb mindségili olivaolajok hasznélata az olajpiac

altalanos problémajat okozza vildgszerte. Erre megoldas a triacilglicerin (TAG) profilok
tomegspektrometrias lenyomatainak vizsgalata MALDI-TOF-MS segitségével. A MALDI-
TOF-MS technologia statisztikai elemzéssel parositva hasznosnak bizonyult a hamisitas

kimutatasara (ELLIS et al., 1995; JERGOVIC et al., 2017).

A MALDI-TOF-MS elemzés megfelelé a TAG profilok feltérképezéséhez kiilonb6z6 novényi
olajok esetében, valamint specidlis TAG "ujjlenyomatok" vételéhez. A modszer nagy
ateresztOképességli, megbizhatoé analitikus moddszer ndvényi olajok ellendrzéséhez. Ez a
modszer bizonyult a leghatékonyabbnak a hamisitott mintdk eredetitél torténd
megkiilonboztetésekor. Egy ilyen kombinalt megkdzelités lehetévé tette a kiilonbozd

olajkategoridk elkiilonitését és hatékonynak bizonyult a hamisitott keverékek kimutatdsdban

(WEISE et al., 2012).

Azonban a MALDI-TOF MS moédszerek hatranya is nyilvanvalo: a berendezés koltsége joval
magasabb, mint az SDS-PAGE esetében, HPCE ¢s RP-HPLC, amelyek potencialisan
megakadalyozhatjak a szaporodasi programokat, hogy hozzaférjenek ehhez a technoldgiahoz

(ASBURY et al., 1999).

Megvizsgaltak a mindség mikrobiologiai, fizikai és kémiai paramétereit négy Banat teriiletérol
szarmazo bio napraforgdéméz minta esetében, ezek biztonsagat és antimikrobidlis potencialjat
meérték fel (Eszakkelet-Szerbia). Paratartalmat, hamut, pH-t, szabad savtartalmat, elektromos

vezetOképességet, hidroxi-metil-furfurol tartalmat, cukortartalmat és diasztaz aktivitast mértek.

A mikrobiologiai elemzés kimutatta az aerob mezofil baktériumok, coliformok, aerob
endosporak, tejsavbaktériumok (LAB), j6 néhany penészgomba és élesztd jelenlétét. Az
izolatum azonositidsa Matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcid/ionizacidés tomegspektrometria

segitségével tortént (MALDI-TOF -MS) (MILOSAVLIEVIC et al., 2021).

A polisavak (PA) alkalmazasat sok helyen leirtak olyan megfigyelések soran, mint az
adalékanyag és gyogyszer intermedierek vizsgalata (MOSHAVERINIA et al., 2012;
RODRIGUEZ és KATIME, 2003).
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Alifas polisavak szintetizalasat végezték el napraforgd olajbol, majd a szintetizalt anyagokat
Fourier-transzformacios infravords (FTIR) spektroszkopiaval, magneses magrezonancia
(NMR) spektroszkopiaval, matrix-asszisztalt lézeres deszorpcids/ionizacids repiilési 1d6
tomegspektrometriaval (MALDI-TOF-MS) ¢és termogravimetridas analizissel jellemezték.

(TGA).

Megerdsitették a szintetizalt polisavban jelen 1évO tobbsavas csoportok 1étezését a MALD-
TOF-MS segitségével. Ez a tulajdonsdg a bioanyagok fejlesztésének sziikségességét jelzi
(ZEIMARAN et al., 2013).

A felmelegitett olajbol szarmazd, nem polaris €s polaris komponensek szilikagélen végzett
kromatografids elvalasztasa az MS analizis eldtt jelentdsen javitotta az oxidalt komponensek
kimutatasat. A spektrumok olyan jeleket tartalmaztak, amelyeket triacilglicerinek (TAG),
diacilglicerinek (DAG) és a triacilglicerin oxidativ dimerei koz¢é soroltak. A polaris vegyiiletek
dusitasa megakaddlyozta a tomegspektrometrias ionelnyomast, igy lehetévé valt a termikus

oxidaciobol szarmazo kisebb fajok kimutatdsa.

Ezen kiviil ez elérhetdvé tette a polaris vegyiiletek monitorozédsat az enyhe hdkezelésen atesett
novényi olajokban is. Mint a hasonl6é kromatografids elvéalasztasi modszerek, a MALDI-TOF
MS analizis is gyors, érzékeny, és specialis eszkoz a novényi olajok termikus oxidacidjanak

értékelésére (PICARIELLO et al., 2009).

A triacilglicerolok fontos szerepet jatszanak a taplalkozasban és a kozmetikaban, de egyben

szamos betegség kialakulasdban is.

Mig a MALDI-TOF nagyon gyors és megbizhatd informaciot nydjt a lipidmintdk zsirsav-
Osszetételérdl; addig a monoacilglicerolok és kiillondsen a higysavak esetében nehéz a

megfeleld triacilglicerin molekularis ionok kimutatasa (SCHILLER et al., 2002).

Jelenleg egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy atrix-asszisztalt 1ézeres
deszorpcids/ionizacids repiilési id6 tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS) reprezentativ és
kényelmes moddszer a lipidanalizishez, megfeleld a kever¢kek elemzéséhez ¢s a lipidek

mennyiségi meghatarozasahoz (HILLENKAMP et al., 1991; SCHILLER et al., 1999).
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A Kklorofillok (Chls) fontos pigmentek, amelyek a kloroplasztiszok jellegzetes z6ld szinéért
felelések algakban és novényekben. Az 1,5-diamino-naftalin  (DAN) elektrontranszfer
masodlagos reakciomatrixként keriilt bevezetésre az érintetlen klorofill szarmazékok
azonositasakor, a matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacidés repilési  1d6
tomegspektrometria soran. A MALDI-TOF-MS képes kovetni az érintetlen porfirin alapt
pigmentek természetes lebomlasat, illetve lehetdséget biztosit az illegalis novényi olajok tjra

z0olditési modszereinek kimutatashoz (BENARD et al., 1999).

A DAN sikeresen hasznalhaté matrixként az érintetlen klorofillok és néhany szarmazékuk teljes
jellemzésére. A MALDI-TOF-MS a DAN segitségével képes a klorofillokat elektronnal
ionizalni masodlagos atviteli reakcid soran, amely korlatozott energiafelesleg biztositasaért
felelds a paratlan molekularis ionok toredezettségének gyakorlatilag hidnyanak elkeriiléséhez.
A fragmentacio hidnya miatt a MALDI-TOF-MS képes kovetni a klorofillok természetes
lebomlasat, amelynek kezdeti Iépései csak a demetalaciot és a defitilaciot képviselik. A
MALDI-TOF-MS lehetéséget nyujt a feldolgozott élelmiszerekben eléfordulod klorofillok
biotranszformaciojanak vizsgalatdhoz is (BOUTAGHOU és COLE, 2012).

3.7.  Uj technolégiak alkalmazisa a MALDI-TOF vizsgalatokban

Jelenleg két analitikai rendszert hasznalnak talnyomorészt az LMW-GS allélek
megkiilonboztetésére, beleértve a natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézist
(SDS-PAGE) és a forditott fazisu, nagy teljesitményii folyadékkromatografiat (RP-HPLC). Az
LMW-GS Glu-3 lokuszai azonban koriilbeliil 30-40 variabilis génbdl alloé tobbgéncsaladbol
allnak (CUCU et al., 2012; CALVANO et al., 2015, BRAUN és GALBACS, 2018).

Az LMW-GS 0sszetétel erdsen polimorf, €s gyakran egy allél tobb fehérjébdl all; ezért gyakran
nehéz pontosan azonositani és elemezni az LMW-GS-t a jelenleg bevalt mddszerekkel, mivel
nagyszamu expresszalt alegység és atfedd mobilitasuk mas fehérjékkel, példaul a bdséges
gliadin fehérjékkel. Az LMW-GS 0Osszetételek jelenlegi elemzési modszerekkel torténd
meghatarozasakor gyakran el6forduld pontozasi hibdk miatt a biza mindségére vonatkozo
LMW-GS variaciot kevésbé hasznositjak, mint a HMW-GS-ét a blizanemesitésben. A jelenlegi
nagy nemzetkdzi egyliittmiikodés az LMW-GS ndmenklatira rendszerének finomitasara irdnyul
(NG és BUSHUK, 1987; TATHAM et al., 1991; MARGIOTTA et al., 1993; WIESER et al.,
1998; HE et al., 2005; WANG et al., 2015).

29



Az elmult években olyan 0j technologidkat fejlesztettek ki, mint a kétdimenzios elektroforézis
(2-DE) és az N-terminalis aminosavszekvenciak az LMW-GS jellemzésére és meghatarozasara,
amelyek nagymeértékben javitottdk az LMW-GS allélek azonositasanak pontossagat és
felépitésiik és funkcioik megértése. Ezek a technoldgidk azonban koltségesek ¢és alacsony
ateresztoképességiiek, nem alkalmasak nagylizemi buzanemesitési programokban valo
alkalmazasra, amelyek nagyszamu minta preciz feldolgozasat igénylik egy adott rovid id6 alatt.
A matrix-asszocialt 1ézeres deszorpcios/ionizacios repiilési id6 tomegspektrometria (MALDI-

TOF-MS) hatékony eszkdznek bizonyult a buza tartalék fehérjeelemzésére.

Nagyon pontosnak ¢€s érzékenynek tlinik, csak kis mintara van sziikség (altaladban kevesebb,
mint 1 pmol), és gyorsabb a végrehajtasa (mintankként kortilbeliil egy percet vesz igénybe),
Osszehasonlitva mas altalanos elvalasztasi modszerekkel. A nagy ateresztoképesség kiilondsen
vonzé a gyors fajtaazonositas lehetdsége szempontjabol. A legalkalmasabb nagyszamu minta
rovid idon beliili kezelésére, idedlis buzanemesitési programokhoz, gabonakereskedelemhez
stb. LIU et al. sikeresen alkalmazta ezt a technologiat a HMW-GS allélek elemzésére, €s szamos

4j allélt azonositott régi buzafajtakbol (KUSSMANN et al., 1997; ZHENG et al., 2011).

3.8. Aszalytiirés vizsgalata MALDI-TOF analizissel

Az aszaly vilagszerte egyre nagyobb terméskiesést okoz a novénykultarakban (KALLIS, 2008).
A jovében a globalis felmelegedés, az erddirtas és a varosiasodas tovabb erdsiti a sulyosabb és
gyakoribb aszalyos id6szakok tendenciajat. Ezért egyre nagyobb igény mutatkozik olyan Uj
novények nemesitésére, amelyek stabil és magas terméshozamot biztositanak alacsony
vizellatottsag mellett. A szarazsagtiirés hatékony nemesitéséhez a szelekcios folyamat javitasa
érdekében egyszerii és konnyen kezelhetd szlirérendszerre van sziikség, mivel a szantofoldi
kisérletek 1d6- és munkaigényesek. Az in vitro sziirérendszer alternativaként valo alkalmazasat
intenziven targyaltdk, kiilonosen a standardizalt koriilmények kozotti nagyfoku
reprodukalhatosag miatt, amely a szantofoldi kisérletekben nem érheté el (HURKMAN és
TANAKA, 1988; MUNNS et al., 2006).

A napraforgd palantdk szarazsagtiirésének egyszerli és konnyen kezelhetd in vitro sziirési
rendszerét értékelték, amely polietilénglikol 6000-rel kiegészitett MS taptalajon alapul. A
Helianthus annuus L. cv. Peredovick kontroll és szarazsagstressznek kitett palantai kozott

morfologiai és fiziologiai paramétereit hasonlitottak dssze.
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A szarazsagtol sujtott ndvények ndvekedése a hipokotil hosszat, valamint a hajtasok és a

gyokerek friss tomegét tekintve szignifikansan elmaradt a kontrollndvényekhez képest.

A hajtasnovekedés korlatozottabb volt, mint a gyokérndvekedés, ami a szarazsagnak Kkitett
novényeknél a gyokér/hajtas arany ndvekedését eredményezte. Az ozmolitok, mint példaul az
inozitol (65-szoros), glikoz (58-szoros), prolin (55-szords), fruktoz (11-szeres) és szachardz
(nyolcszoros) felhalmozodésa a szarazsagnak kitett novények leveleiben gaz-folyadék
kromatografiaval kimutathato volt. A levelek oldhato fehérjemintazatat 2D gélelektroforézissel

(2D-PAGE) és MALDI-TOF tomegspektrometriaval hataroztak meg (SENG, 2009).

A 46 fehérjefoltbol allo készlet 19 markerfehérje azonositasat tette lehetové. Kimutattak a
szarazsagstressznek kitett novények fehérjeexpressziojanak mennyiségi valtozéasait a
kontrollnévényekhez képest. A szarazsagnak kitett napraforgo palantak leveleiben hat fehérjét
mutattak ki szignifikdns mennyiségben: feltételezett koffeoil-CoA 3-O-metiltranszferazt (4,5-
szeres), egy fruktokinaz-3-at (3-szoros), egy vegetativ raktarozasi fehérjét (2,5-szeres), egy
glicinben gazdag RNS-kot6 fehérjét (2,2-szeres), egy Cu-Zn-szuperoxid-dizmutazt (2,1-szeres)
¢és egy ismeretlen alacsony molekulasulyt fehérjét (2,3-szoros). Ezek a fehérjék a szarazsagi
korilmények kozott indukalt altalanos stresszfehérjéket vagy az alapvetd szénanyagcseréhez
hozzdjaruld fehérjéket képviselik. A taltermelt fehérjék érdekes jeldltek a napraforgo

szarazsagtiirésével kapcsolatos tovabbi fiziologiai és molekuldris vizsgalatokhoz (FULDA et

al., 2011).

A napraforgd (Helianthus annus L.) magvak gyorsitott Oregitése a csirazasi arany és az
Osszfehérje-tartalom jelentds csokkenését eredményezte. A csirazasi sebesség ¢€s a
fehérjetartalom kozotti korrelacios index 0,937 volt. Kétdimenzios elektroforézist alkalmaztak

az Oregitett magok embrionalis fehérjéinek elkiilonitésére.

Az eredmények azt mutattdk, hogy néhany fehérje mennyisége, amikor 2d-rél 4d-re nott,
felgyorsitotta az oregedést. Két fehérjét azonositottak MALDI-TOF segitségével ebben a
vizsgalatban. Az egyik fehérje 26,2%-0s peptid egyezést mutatott az NBS4 rezisztencia gén
analogjaval, a masik fehérje pedig 23,5%-0s peptid egyezést mutatott az NBS5 rezisztencia gén
analogjaval. Ezt a két fehérjét a gyorsitott dregedés okozta karosoddsok enyhitésére lehet

hasznalni (LIU et al., 2010).
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3.9. Peroxidazok kimutatasa MALDI-TOF MS késziilékkel

Hérom plazmamembranhoz kotétt I11. osztalyu peroxidaz el6forduldsat mutattak ki a kukorica
(Zea mays L.) gyokereinél (MIKA et al., 2008). Jelen munkdban egy 0j, PM-hez kotott
peroxidazt (pmPOX3) részben tisztitottunk. A hem fehérje kisérleti molekulatomege
méretkizaras utan 38 kDa, a tetrametilbenzidin és H2O2 peroxidaz szubsztratokkal festett, nem
redukalo SDS-PAGE-ban pedig 57 kDa volt. A pmPOX1, pmPOX2b és pmPOX3
glikozilaciojat kiilonb6zé megkozelitésekkel mutattak ki. A pmPOX1, pmPOX2b ¢s pmPOX3
teljes hosszusagu szekvencidit ESI-MS/MS és MALDI-TOF MS analizissel azonositottuk, in

silico és in vivo kldnozassal kombinalva.

fgy kozoljik a membranhoz kotott II1. osztalya peroxidazok elsé szekvenciaanalizisét. A
részleges génanalizis két vagy harom intront tart fel. Kisérleti és elméleti izoelektromos
pontokat ¢és molekulatomegeket hasonlitottunk 0Gssze. Az aminosav-szekvencidkbol
kovetkeztettiink a célzési szignalokra, a feltételezett fehérjeszerkezetekre és az enzimek aktiv
centruménak a plazmamembranon kiviili elhelyezkedésére. Mas III. osztalyu peroxidazokkal
ellentétben ugy tinik, hogy a pmPOX1 dimer szerkezeti. A hidroféb doménekre vonatkozd
elorejelzések a szolubilizacids kisérletekkel Gsszehasonlitva az N-terminalis transzmembran
doménre utalnak az izoenzimek szamara (KALASZ és BATHORI, 1995; DARMAWAN et al.,
2010; MIKA et al., 2008,).

3.10. Korokozok kimutatasa MALDI-TOF MS maédszerrel

A mikroorganizmusok MALDI-TOF tomegspektrometrids azonositasanak folyamata a
kovetkezd szekvencidkat foglalja magaban: egy baktérium, gomba vagy gombaszervezet tiszta
tenyészetét izolaljuk (vagy kozvetlen beoltissal szilard agar taptalajon, vagy folyékony
taptalajon torténd tenyésztéssel; ha folyékony taptalajon tenyésztették, a telepeket
pufferoldatokkal keverjiik, centrifugaljuk és meritjiikk, a kezdeti feliiluszot eltavolitjuk); a
megtisztitott tenyészetet felkenjiik egy fémtéablas cellara (96 cellas fémtabla) és megszaritjuk;
a matrix-folyadékot felkenjiik a fémtablaban 1évd celldban 1évd szaritott tenyészetre, majd
Osszekeverjiik és megszaritjuk; a fémtablat a berendezés formdjaba helyezziik. A késziilék
bekapcsolasa utdn megkezdddik a lézerfény hatasa a fémtdbldban 1év6 sejtekre, és a
szamitogépes programban megjelenik az egyes fajokra jellemz6 spektrumok halmaza, amely
az adott faj specifikus "ujjlenyomataként" mitkodik (AHMAD et al., 2012; LEVESQUE et al.,
2015; HOU et al., 2019).
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A program az adatbazisban rendelkezésre allo spektrumok Gsszehasonlitasaval megjeleniti,
hogy a minta melyik tipusba tartozik. Napjainkban a MALDI-TOF tomegspektrometrids
mikroorganizmus-azonositas vezetdé gyartdi rendszerck vezet6i kozé tartozik a Bruker
Daltonics (USA), a Shimadzu (Japan) és a bioMérieux (Franciaorszag) (DINGLE és BUTLER,
2013, PATEL, 2015).

A posztgenomikus korszakban a transzkriptomikai stratégiat széles korben alkalmaztak, és
nagyban hozzéjarult ahhoz, hogy megértsiik a génexpresszid globalis valtozasait. A
transzkriptumszintli vizsgalatokhoz képest a fehérjeszintii vizsgalatok egyre fontosabba valtak,
mivel ma mar jol bebizonyosodott, hogy a fehérjék kozvetlenebb kapcsolatban allnak a
funkcioval, és kevés az Osszefliggés a transzkriptum és a fehérjeszintek kozott (PANDEY és

MANN, 2000; BENEDUZI et al., 2011; Li et al., 2011; FRANYO és ZUDORNE:; 2015).

A proteomika képes feltarni az organizmusok fehérje expresszids profiljat a korokozo
fertdzésekre vagy mas kornyezeti stresszekre adott valaszként. A proteom profilok szisztémas
valtozésainak vizsgdlata hasznos lehet a virusfertdzésekben szerepet jatszo sejtfolyamatok
feltarasaban. A kozelmultban szdmos olyan proteomikai tanulmany jelent meg, amely
kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézist (2-DE) és tomegspektrometriat (MS) hasznal, és
jo attekintést ad az adott szdvetben, organellumban vagy fejlédési szakaszban jelenlévd
fehérjékrol. Azonban proteomikai szempontbol keveset tudunk az SCMV-gazdaszervezet
kolesonhatasokrol (PANDEY és MANN, 2000; PECHANOVA et al., 2010; GUO et al., 2011).

Ezzel a modszerrel el6szor 1963-ban jelentették a cukornad-mozaikvirust (SCMV) az Egyesiilt
Allamokban, Ohio allamban, de egy fontos viruskorokozo, kiilondsen a kukoricaban. A
kukorica (Zea mays L.) az egyik legjelentésebb novényfaj, amelyet elsésorban kozvetlen
emberi fogyasztasra és allati takarmanyozasra hasznalnak. Ezenkiviil a kukorica a biologiai
kutatasok fontos modellszervezete, és a teljes genomszekvenciat hivatalosan is kozzétették.
Jelen tanulmanyunkban 2-DE és matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcios/ionizacios idd repiilési
tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS/MS) alkalmazasaval elemeztiik a kukorica rezisztens
és érzékeny genotipusainak proteomikus valaszat az SCMV fert6zésre (WU et al., 2013; GAN
etal., 2010).

Az eredmények felbecsiilhetetlen értékii forrast jelentenek a kérokozovalaszban szerepet jatszo
Uj fehérjék felfedezésében, és ezeknek a fehérjéknek a mezdgazdasagilag fontos fajokba torténd
bejuttatasa rezisztens novényeket hozhat 1étre. Emellett elemeztiik a fitohormonok véltozasait

is az SCMV fert6zés soran (BAUCOM et al. 2009).
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3.11. Proteomanalizis MALDI-TOF MS modszerrel

Kukoricaban néhany proteomanalizist publikaltak, példaul a kukoricalevél felmérését, az
oldalgyokerek beinduldsanak hatasat az elsddleges gyokerek proteomjara, a mitokondriumok
¢s a kloroplasztiszok proteomjait, a primer gyokerek proteoméja 5 nappal a csirazas utan, sejtfal
proteomja a primer gyokerek megnyulasi zondjadban, a primer gyokerek Osszehasonlitd
proteomanalizise az oldalgyokerek beinduldsa eldtt, a hajtds altal hordozott gydkerek
inicidciojanak proteomikai elemzése, a patogén elicitorindukalt proteomikai elemzése

valtozasok a kukorica extracellularis matrixaban.

Jelen tanulményunkban elemeztiik a fehérje expresszios profilok kiilonbségét 5 vagy 1000 mM
(kontroll) KH2POs-gyel 17 napig 2-DE-vel kezelt kukorica gyokereiben, és szamos eltéréen
expresszalodo fehérjét azonositottunk MALDITOF-MS-sel. Ezek az eredmények hasznosak
lehetnek a novények alacsony P-tolerancia-mechanizmusanak megértésében, és alapot adnanak
a P-éhezésre reagald gének miikodésének ¢és szabdlyozdsdnak tovabbi jellemzésére
(PORUBLEVA et al., 2001; HOCHHOLDINGER et al., 2003; HOCHHOLDINGER et al.,
2004; LONOSKY et al., 2004; CHIVASA et al., 2005; HOCHHOLDINGER et al., 2005; ZHU
et al., 2006; LIU et al., 2009; SAUER et al., 2006).

A foszfor (P) hidnya a novények novekedésének és fejlodésének fo korlatja. A novények
védekezden reagalhatnak erre a stresszre, modositva anyagcsere-utvonalaikat ¢és
gyokérmorfologidjukat, ami a génexpressziojuk valtozasaval jar. A ndvények alacsony P
adaptacios mechanizmusanak jobb megértése érdekében Osszehasonlitd proteomanalizist
végeztiink 17 napig 1000 mM (kontroll) vagy 5 mMKH2PO4-gyel kezelt kukoricagyokerekbol
1zolalt fehérjékre. Az eredmények azt mutattdk, hogy a 2-DE géleken kimutatott fehérjek
koriilbeliil 20%-a kétszeresére vagy csokkent foszfat (Pi) stressz hatasara. 106 eltéréen
expresszalt fehérjét azonositottunk MALDITOF-MS-sel. Ezeknek a P-éhezésre reagald
fehérjéknek az elemzése arra utalt, hogy részt vesznek a fitohormon bioszintézisében, a szén-
¢€s energiaanyagcserében, a fehérjeszintézisben €s a sorsban, a jelatvitelben, a sejtciklusban, a
sejtszervezddeésben, a védekezésben, a masodlagos anyagcserében stb. Megallapithato, hogy
szerepet jatszhatnak. fontos szerepet jatszik a kiilsé Pi-koncentracid valtozasanak
érzékelésében ¢és a Pi-megvonashoz valdo komplex alkalmazkodasi tevékenységek
szabalyozasaban a P-homeosztdzis eldsegitése érdekében. Ezzel egyidejiileg, mint
alapplatform, az eredmények hasznosak lennének a génfunkciok tovabbi jellemzésére is a

novényi P taplalkozasban (LI et al., 2007).
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4. ANYAG ES MODSZER

Felhasznalt anyagok:

A vizsgalatok soran alkalmazott 6sszes anyag analitikai tisztasagi:

2-Propanol (iPa - HPLC tisztasagu)
Abszolut etanol (EtOH - vizmentes, analitikai tisztasagu)
Acetonitril (ACN - HPLC gradient grade tisztasag)

Metanol (MeOH - HPLC gradient grade tisztasagu)
Grafitpor (2 - 20 um szemcseméretii)

Aluminium-oxid por (MS tisztitashoz)

lonmentes viz (Milli Q viz)

Trifluorecetsav (TFA, 100%-o0s, analitikai tisztasagu)

Hangyasav (FA - 100%-0s HPLC-MS tisztasag()
a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (a-HCCA - ultra tisztasagi, MALDI matrix)
Sinapinic Acid (SA- ultra tisztasagih MALDI matrix)

MALDI-TOF Kalibral6 Standard (Bruker PROTEIN MIX Standard, Part.No.:

8255343)

Natrium-Klorid (NaCl analitikai tisztasagu)
Ditiotreitol (DL-DTT — > 99,0%, Sigma Aldrich)
1-Propanol (HPLC grade tisztasagu)

Ecetsav (100 %, HPLC grade tisztasagt)

35



4.1. Munkaoldatok, kalibracios oldatok

e 80 %-o0s (v/v %) trifluorecetsav oldat

Felhasznalt labor eszkozok:

» Eppendorf csovek (térfogat: 1,5 ml és 2,0 ml)

» eppendorf csotartd

» Centrifuga csovek (térfogat: 40 ml)

» Vizfiird6s termosztat <10 <10 24 (emag)

» Analitikai mérleg (pontossag: 0,01 mg)

» Automata pipettak (0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl) +hegyek (eppendorf)
» Vortex kémcsokeverd

» Ultrahang fiird6 (emag Sonocool 255)

» Rotoros vertikalis razogép

» Asztali centrifuga (1,5-2,0 ml-es eppendorf csévekhez)

» Ultracentrifuga (15-40 ml centrifuga csévekhez)

» MALDI MSP 96-0s polirozott acél mintatartd lemez (target)
» MALDI MSP 365-0s polirozott acél mintatartd lemez (target)
» RETSCH ZM 200 tipusu ultra-centrifugalis daralo

> Bruker Microflex LT MALDI-TOF MS késziilék

» Bruker Autoflex speed MALDI-TOF-TOF MS késziilék
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4.1.1. Kalibral6 Standard

Az analizisek soran a mérési modszereket a Bruker protein mix standardjaval kalibraltunk. A

kalibracios anyag, amely lefedte az elvart mérési tomegtartomanyt, az 5. tablazatban feltiintetett

standardokat tartalmazta, mig a kapott spektrumokat az 1. abra szemlélteti.

5. tablazat: Kalibracios standard oldatok Osszetétele

Mass Spectrum

Intens

fau)
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2000

Protein Mix | (M+H)avg
Insulin 5734.51 Da
Ubiquitin 8565.76 Da
Cytochrome C 1236.97 Da
Myoglobin 16952.30 Da
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1. abra: A Protein Mix I kalibral6 standard spektrum
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4.1.2. Az extrakcidés modszer optimalizaldsa

Ahhoz, hogy minél informativabb tomegspektrumokat kapjunk az extrakcid koriilményeit
optimalizalnunk kell. A tartalék fehérjék oldhatdsag szempontjabol két £6 csoportra osztjak, a
,,vizoldhat6” frakcidra és az ,,alkohol-oldhat6” frakciora, ezért az extrakcidhoz kiilonbdzo
extrahal6 elegyeket alkalmazhatunk. Ezen kiviil az extrakciot tobb paraméter is befolyasolja
(pH, ionerdsség, keverési mod, extrakcios i1dd, extrakcios homérséklet, redukaldszer
koncentracidja), amelyeknek a hatasat a modszer optimalizalasa soran szintén meg kell
vizsgalnunk. Ehhez ismert fehérje Osszetételli vetdmagok atlagmintdival végziink extrakcios
kisérleteket, azért, hogy a legmegfelelébb paramétereket tudjuk alkalmazni a valodi mintdk
vizsgalatai soran. A vizoldhat6 frakciok extraktumainak felvitele a MALDI-TOF mintatarto
lemezére (target-re) altaldban nem problémat (hatarozott formdji cseppek vihetdk fel), bar a
szakirodalom azt javasolja, (ide jon a szakirodalom) hogy ezeket az extraktumokat is célszerti
adott 6sszetételii acetonitril — TFA elegyre (30 % ACN — 0,6 % TFA) higitani. Az igy eldallitott
oldat homogénebb spot-ot eredményez és javitja is a tomegspektrometrids csticsok alakjat,

felbontasat. Célszerti a modszer

Az alkohol oldhat6

a) _extrahdlo szer anyagi mindsége: Minden esteben analitikai tisztasagi vagy azzal

egyenértéki volt

b) _extrahdld szer pH-ja:

- semleges pH (puffer nélkiil);
- savas pH (pH allitas ecetsavval (1% v/v);

- enyhén bazikus pH (pH allitas TRIS pufterrel)

C) Az extrahdlo szer ionerdssége:
- Natrium-klorid koncentraciéja (0,2 — 0,4 - 0,6 — 0,8 — 1,5 - 5,0 % m/v)
-A redukadlo szer mennyisége:

- Ditiotreitol (DTT): 0,0-0,1-0,2-0,4-0,8-1,0 % m/v
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d) Az extrakcios modok:

- Ultrahanggal segitett extrakcio;
- Rotécios keverdvel végzett extrakcio;

- Razogépen végzett extrakcio

e) _Az extrakcio ideje:40 perc;

f) Az extrakcio hémérséklete: szobahdmérséklet: 20-24 °C.

4.1.3. Extrakci6s munka oldatok

e NaCl extrahalo puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii tivegbe 100 ml ionmentes
vizet mértiink, majd 0,58 g NaCl-ot és 0,31 g Ditiotreitolt (DL-DTT) mértiink és

alaposan Gsszekevertiik.

e NaCL savas extrahalé puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii ivegbe 100 ml
ionmentes vizet mértiink, majd 0,58 g NaCl-ot és 0,31 g Ditiotreitolt (DL-DTT) és

1 ml ecetsavat mértiink és alaposan dsszekevertiik.

e Propanolos extrahalé puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii iivegbe 50 ml
1- propanolt mértiink, hozzatettiink 47 ml ionmentes vizet, 1 ml 100%-o0s ecetsavat
¢és 2g ditiotreitolt (DL-DTT).

e 2-propanolos extrahalé puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii ivegbe 50 ml
2- propanolt mértiink, hozzatettiink 47 ml ionmentes vizet, 1 ml 100%-0s ecetsavat
¢és 2g ditiotreitolt (DL-DTT).

e 60%-0s EtOH: 60 ml analitikai tisztasagu abszolut etanolt 200 ml méréhengerben
mértiink majd 40 ml ionmentes vizet mértiink ra, ezt az oldatott 150 ml-es csavaros

tetejli tivegbe atontottiink majd alaposan Osszeraztuk.

A nagy minta szam miatt ezeket az oldattokat 4 vizsgalat soran el is hasznaltuk, de maximum

30 napig tarolhat6 4 °C-on.
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4.2. Elualé oldat

TAZ25 oldat: egy 150 ml-es csavaros iivegbe 25 ml acetonitrilt (ACN), 75 ml ionmentes vizet

¢és 100 ul trifluorecetsavat mértiink, majd alaposan 6sszekevertiik.

4.3. Matrix oldatok

Matrix oldat HCCA: Az ionmentes vizbOl pipettaval bemértiink 450 pl-t egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe, majd hozza mértiink 500 ul acetonitrilt és 25 ul 100 %-os trifluorecetsavat.

Matrix oldat SA: Az ionmentes vizb6l pipettaval bemértiink 450 ul-t egy 1,5 ml-es
Eppendorf csdbe, hozza mértiink 450 pl acetonitrilt és 35 pl 100 %-os trifluorecetsavat.

4.4, Minta elokészités
4.4.1. Mintatartd lemezek elokészitése

Ezt a tisztitasi eljarast Lovasz Csaba okleves vegyészmérnok fejlesztette ki a WESSLING

Hungary Kft-ben. Els6 1épésben a mintatartd lemezeket kell el6késziteni az alabbi mddon:

A MALDI-TOF vizsgélat befejezése utan, a szennyezett mintatarté lemezeket 5-10 percre
70 %-os etanolban aztattuk. Aztatds utan meleg folyovizzel lemostuk a matrix, vagy az
extraktumok maradékat, és ezt kovetden finom aluminium-oxid vizes szuszpenzidjaval

atdorzsoltiik a lemezeket és papirtorld segitségével megszaritottuk.

Ezt kovetden 5 - 10 percre metanolba aztattuk a lemezeket, majd laminaris bokszban hagytuk
elparologni a metanol maradékat, majd a lemezeket 2-propanolba martott szdlmentes

torl6kendovel dorzsoltiik at.

Szaradas utan laminaris bokszban, a lemezek kozepére 50 ml 80 %-os trifluorecetsav oldatot
pipettaztunk és fiiltisztitd palcika segitségével a lemezeket alaposan atdorzsoltiik, majd a
trifluorecetsav maradékat ionmentes vizzel mostuk le. A megszaritott lemezeket kevés
grafitporral dorzsoltiik at, majd a grafitpor maradékat finom ecsettel tavolitottuk el. Az igy

elokészitett mintatart6 lemezeket Petri csészében taroltuk a vizsgalatok megkezdéséig.
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Tobb MALDI-TOF vagy MALDI-TOF-TOF késziiléket hasznaldé laborokban az egyszerii

mosogatoszer és desztillalt, azaz ioncserélt vizes eljarast hasznaljak.

Els6 1épésben desztillalt vizben aztatjak 10 percig majd mosogatoszert visznek fel a lemezre,
ezt kovetden egy altalanos mosogatd szivaccsal letorolik majd Gjra desztillalt vizben aztatva 5

perc utan szarazra torolik.

4.5, Kalibral6 Standard oldat

Standard oldat

Az eljaras soran, a Bruker altal kiadott protokollt hasznéltuk. A kalibral6 standardoldat 1 ml-t
az elokészitett mintatartd lemez ,,A” sor valamelyik poziciojara cseppentettiik fel és hagytuk
az olddszert elparologni. Lehetdség szerint, a szaradas utdn azonnal 1 ml matrix oldatot (SA
vagy HCCA) cseppentettiink a kalibral6 standardra és laminaris bokszban hagytuk elparologni
az oldoszert. A mintatartd lemezeket hagytuk megszaradni szobahémérsékleten, és a
beszaradas utan készek voltak az MALDI-TOF és MALDI-TOF-TOF vizsgalatokra. Minden
minta felviteléhez 01j pipetta hegyet hasznaltunk, és miutan a minta megszaradt a lemezen,

azutan lemértiik a mintakat és a matrix oldatot legfeljebb 10 percen beliil.

SA matrix készitése

crer

szerinti SA matrix oldatot 0,6 % TFA tartalmu ioncserélt viz és ACN 1:1 ardnyu oldatanak,
valamint a kivant 25 mg/ml koncentracio eléréséhez sziikséges kristalyos szinapinsavnak az
Osszemérésevel készitettiik. Az oldodast vortex hasznalatdval segitettiik eld. A matrix oldat
4°C-on, fénytdl védve tarolando, a felhasznalas napjan célszerli frissen késziteni, legfeljebb 1

napig hasznalhato.

HCCA matrix készitése:

Az o-HCCA matrix oldat (20 mg/ml koncentraci6): SIGNOR és ERBA (2013) altal publikalt
tanulmany szerinti o-HCCA matrix oldatot 5 % hangyasav tartalmu ioncserélt viz és ACN 7:3
aranyu oldatanak, valamint a kivant 20 mg/ml koncentracio eléréséhez sziikséges kristalyos a-
HCCA 0sszemérésével készitettiik. Az oldodast vortex, majd ultrahang vizflirdé hasznélataval
segitettiik eld. A matrix oldat 4°C-on fényt6l védve tarolando, a felhasznélds napjan célszerti

frissen késziteni, legfeljebb 1-2 napig hasznalhato.
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4.6. Mintak fizikai elokészitése

A modszer Gjdonsdga miatt minden egyes vetOmag tétel €s novényfajtol fiiggetleniil 6ssz
daralmanyt kellett késziteniink. Novényfajtol fiiggetleniil 20 szemet Ossze daraltunk, majd 1
mg-ot kivettiink egy 2ml -es eppendorf csébe és novényfajtol fliggden ramértiink 500 pl
extrahald szert, a szdja és napraforgd esetében itt is a hexdnos eljaras nélkiilozhetetlen volt.
Erre azért volt sziikség, hogy feltérképezziik, milyen biomarkereket kell kapnunk a szemenkénti
vizsgalatoknal. A szemenkénti vizsgakatokhoz azaz a homogenitas vizsgalatokhoz a
mintakat a napraforgd kaszatok estében hantolom. Minden egyes fajtanal egyesével daraltam
ultracentrifugalis érldmalommal (Retsch ZM200). Az érleményeket 2 ml sterill eppendorfba

helyeztem.
4.7. Extrakcios eljarasok

4.7.1. Hexanos puffer extraktumok felvitelének 1é€pései

A napraforgd magok és szoja magok esetében extrakcios eljaras el6tt a megtort daralt szemeket
1 ml analitikai tisztasagi hexdnban aztattuk 30 percig, erre a kiilon eljarésra azért volt sziikség
mert az el6 kisérleteink alapjan elmondhato, hogy a magas olaj és zsirtartalom befolyasolja a

kapott végeredményt (2-3. abra).

2000 - 2477.5 helinatus hexan utsn 0:A2 MS, Bas elineSubtaced, Smocthed

IB4E9 heliantus hexan elott 4-20k Da_HCCA0:F1 M5, Bas elineSubracted, Smoothed

S 120

g T g T T T T T T ) K T T
000 10000 15000 20000 25000
miz

2. abra: A napraforgd hantolt kaszatok hexanos kezelése — kék spektrum el6tte €s piros

spektrum utana
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Szoja hexan elott 0:D6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

Intens. [a.u]
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38833 szoja hexan utan 0:G6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

Intens. [a.u]
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3. abra: Szo6jabab hexéanos kezelése — kék spektrum eldtte €s piros spektrum utdna

4.7.2. Extrakcid vizes NaCl pufferrel extraktumok felvitelének 1épései

A mintékat szemenként megtortiik, a mintakbol megkdzelitdleg szemenként 10 mg-ot mértiink
be egy 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe. A daralt mintakra 300 ul NaCl-os extrahaloszert
pipettaztunk és Vortexszel, megkevertiik, majd 30 percre ultrahangos fiirddbe helyeztiik. A
NaCl-os mintakat rotoros vertikalis razogépbe helyeztik és még 30 percig razattuk. Az
extrakcio befejezése utan lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm), és a feliiliszobol 50 pl-t
pipettaztunk egy tiszta 1,5 ml-es 0j Eppendorf cs6be. A mintdk felvitele eldtt ismét vortexszel
megkevertiik az extraktumot és ujra lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm). Ezek utan az
elékészitett mintatartd lemezre 1-1 pl-t cseppentettiink két parhuzamosban mintankként.
Szaradas utan a felvitt mintdkra 1 ul HCCA vagy SA matrix oldatot cseppentettiink és laminaris

bokszban hagytuk elparologni az olddszert, €s megszaradni mintat.
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4.7.3. Extrakcid savas NaCl pufferrel extraktumok felvitelének 1épései

A mintakbol szemenként 10 mg-ot mértiink be egy 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe.
Ezutan 300 ul NaCl-os extrahaloszert pipettaztunk a centrifugacsovekbe. Vortexszel
megkevertiikk, majd 30 percre ultrahangos fiirdobe helyeztiik Oket. Ezt kdvetéen rotoros
vertikalis razogépbe helyeztiik a mintakat és még 30 percig folytattuk az extrakciot ennek az
eljarasnak a befejezése utan lecentrifugaltuk a mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a
feliiliszobol 50 ul-t pipettaztunk egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe. Miel6tt felvittiik a
mintakat vortexszel alaposan megkevertem az extraktumot ajra és még egyszer lecentrifugaltuk
(3 perc, 14100 rcf). Ezt kovetden az el6készitett mintatartd lemezre 1-1 pl-t cseppentettiink két
parhuzamosban mintankként. Szaradas utan a mintakra HCCA vagy SA 1 ul matrix oldatot
egyenként cseppentettem ¢és lamindris bokszban hagytam elparologni az oldoszert, beszaradni

a mintat.

4.7.4. Extrakcio 2-propanolos pufferrel extraktumok felvitelének 1épései

A mintdkbol koriilbeliil 10 mg-ot mértem be egy 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe. A
daralmanyokra 300 pl 1-propanolos extrahaloszert pipettaztunk. Vortexszel osszekevertiik,
majd 30 percre ultrahangos fiirdobe helyeztiik. Ezutan rotoros vertikalis razoégépbe helyeztiik a
mintakat és még 30 percig folytattuk az extrakciot, ahogy ez folyamat befejezodott
lecentrifugaltuk a mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a feliiliszobdl 50 pl-t pipettaztunk egy
tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe. A feliiliszo lepipettazasa utan, S0ul TA25 oldatot adtunk a

mintakhoz. Ez a [épés a minta extraktum felvitele szempontjabodl fontos.

A tiszta 1-propanolos extraktum szétfolyik a lemezen, viszont TA25 oldattal kiegészitve a
felvitel lehetségessé valik. Kisérleteinkb6l kidertilt, ez az anyag nem befolyasolja a tovabbi
eredményeket. A mintafelvitel elott ismét vortexszel alaposan megkevertiik az extraktumot és

lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm).

Ezt kovetden az elokészitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t cseppentettiink két parhuzamosban
mintankként. Szaradas utan a mintakra 1 pl matrix oldatot cseppentettiink és laminaris

bokszban hagytuk elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat.
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4.7.5. Extrakci6 1-propanolos pufferrel extraktumok felvitelének 1épései

A minden egyes mintabdl kiilon-kiilon 10 mg-ot mértiink be kiiléon 2,0 ml-es Eppendorf
centrifugacsbe. Ezutan 300 ul 1-propanolos extrahaldszert pipettaztunk a centrifugacsdvekbe.
Vortexszel alaposan megkevertiik, majd 30 percre ultrahangos fiird6be helyeztiik 6ket. Ezutan
rotoros vertikalis razogépbe helyeztiik a mintakat és még 30 percig folytattuk az extrakciot. Az
extrakciod befejezése utan lecentrifugaltuk a mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a feliilaszobol
50 ul-t pipettaztunk egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf cs6be. A feliiltiszo lepipettazasa utan, 50ul

TAZ25 oldatot adtunk a mintakhoz. Ez a 1épés a minta extraktum felvitele szempontjabol fontos.

A tiszta 1-propanolos extraktum szétfolyik a lemezen, viszont TA25 oldattal kiegészitve a
felvitel lehetségessé valik. Kisérleteinkbdl kidertilt, ez az anyag nem befolyasolja a tovabbi
eredményeket. A mintafelvitel elott ismét vortexszel alaposan megkevertiik az extraktumot €s

lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm).

Ezt kdvetden az elokészitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t cseppentettiink két parhuzamosban
mintankként. Szaradas utan a mintakra 1 pl matrix oldatot cseppentettiink és laminaris

bokszban hagytuk elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat.

4.7.6. 60%-0s etanolos puffer extraktumok felvitelének 1épései

A daralt szemeket 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe helyeztiik. Az oldat elkészitése 40 ml
Milli Q desztillalt viz és 60 ml abszolut etanol 150 ml-es csavarkupakos iivegbe torténd
mérésével és Osszerazdsaval késziilt. A mintafelvitel eldtt ismét vortexszel alaposan

megkevertiik az extraktumot és lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm).

Ezt kdvetden az elokészitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t cseppentettiink négy parhuzamosban
mintankként. Szaradas utan a mintakra 1-1 pl matrix HCCA vagy 1-1 ul SA oldatot
cseppentettiink és laminaris bokszban hagytuk elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat (4.
abra).
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Buza minta el6készitése 60% EtOh vizsgalathoz

[ 1. 16pés: a minték elskészitése, darélésa |

|

2. lépés: 10 mg minta elhelyezése 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsében

Oldatot készitek hozza:
40 ml Milli Q desztillalt viz
+

60 ml abszolut etanolbol

|

l 3. 1épés: 150 ml-es csavarkupakos tiveghe mérem

Osszerazom

!

l 4. lépés: Vortexxel keverem l

!

| 5. lépés: 3 perces centrifugalds 14100 rpm-en |

\ 4

6. lépés: az clokészitett mintatartd lemezre 1-1 pl-t cseppentettem két parhuzamosban

v

7. lépés: Szaradas utan a mintakra
1-1 ul matrix HCCA
vagy
1-1 pl SA oldatot
cseppentettem

l

I 8. lépés: laminaris bokszban hagytam clparologni az oldészert, beszaradni a mintat I

4. abra: 60% EtOH vizsgalat mintaelokészités folyamatabraja
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4.8. Mérés

A méréshez Bruker microflex LT MALDI-TOF tomegspektrométert hasznaltuk a Wessling
Hungary KFT-ben. A Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén 2000-ben egy, a
szintén Bruker cég altal gyartott igen korszeri MALDI-TOF-TOF tomegspektrométer,

amelynek tipusa Autoflex Speed.

Az el6készitett mintatartd lemezt vagy masnéven plate-t, zsiliprendszeren keresztiil juttattuk
az ionforrasba. A mintak letapogatasdhoz sziikséges mozgatast, egy preciz mechanika végzi,
amely igen pontosan tudja mozgatni a mintatarté lemezt az UV lézerforras alatt. Egy
kisfelbontasu digitalis kameraval nyomon is kovethetjiik az aktualis pozicidban 1évé minta
vizsgalatat. Ez egyrészt segit ellendrizni, hogy a vizsgalat a megfeleld0 minta pozicidobol
torténik, illetveaz esetleges mintafelviteli inhomogenitasok esetén segiti a manualis spektrum

felvételt.

Egy altalanos miszervezérld szoftverrel (flexControl - Bruker Daltonik) lehet beallitani a
tomegspektrumok felvételéhez sziikséges paramétereket, példaul a 1ézer energiajat, az ionok
gyorsitasahoz sziikséges nagyfesziiltséget, a mintatartd lemez mozgatasi sémajat és a vizsgalt
tomegszamtartomanyt is. Ezzel a szoftverrel végezhetjiik tovabba a késziilek tomegszdm-
fliggvény meghatarozasat. Az elv egyszert, egy ismert fehérje dsszetételll protein mixet, mint

kalibral6 standardot hasznaltam erre a célra.

A vakuum ellendrzése utan, a kalibralo poziciora (A3) allitottuk a lézert és az automatikus
spektrum felvételi modban elkészitettiik a kalibralo standard atlag tomegspektrumat a 2000 —
25.000 amu (atomic mass unit) tomegszamtartomanyban, lehet6ség szerint 200-500 spektrum
atlagabol. Zajsziirés (simitas) és alapvonal korrekcid utan elvégeztiik a kalibraciot (a miszer
megkereste a referencia tomegszamokat ¢s a megfeleld fliggvényt illesztette a tomegszamokra).
Ellendriztiik a referencia tdmegszamokeltérését, €s akkor fogadtuk el a kalibraciot, ha minden

tomegszam esetén az eltérés kisebbvolt, mint 500 ppm.
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4.8.1. Sajat method fajlok automatizalt méréshez

A kukorica vetdmagok genetikai homogenitas vizsgalatdhoz az
[csilla/MBT_FC_Kukorica_14526.par nevezetii modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a
mintapozicidkon automatikusan haladt végig és kozben a szoftver elvégezte a

tomegspektrumok felvételét.

A napraforg6 vetdmagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az
[csilla/MBT_FC_napraforgo_14476.par nevezetli modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a
mintapozicidkon automatikusan haladt végig és kozben a szoftver elvégezte a

tomegspektrumok felvételét.

A szbjabab vetoémagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az /csilla/MBT_FC_szoja
_14852.par nevezetii modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a mintapozicidkon

automatikusan haladt végig ¢és kdzben a szoftver elvégezte a tdmegspektrumok felvételét.

A blza vetémagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az /csilla/MBT_FC_buza
_14999.par nevezetii modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a mintapozicidkon

automatikusan haladt végig ¢és kdzben a szoftver elvégezte a tomegspektrumok felvételét.

4.9. Alkalmazott médszerek

4.9.1. SPSS

A kiértékelésekhez az adatokat Microsoft Excel tablazat segitségével Osszesitettilk, majd

abrazoltuk, mig a statisztikai kiértékeléseket az SPSS v13.0 programmal végeztiik.

A statisztikai vizsgalatot R 4.1.3. statisztikai kornyezetben (HTTP7) RStudio (HTTP6) grafikus

feliilettel,”agricolae” csomagok felhasznalasaval végeztiik.

A grafikonok Micosoft Excel 2019 programmal késziiltek. A statisztikai vizsgalat sordn az
elséfaju hibat 5%-nak valasztottuk meg (alpha = 0,05). Az extrahaloszer M/Z értékekre
gyakorolt hatadsdnak vizsgéalatdra ismételt mérési modellt (repeated measure analysis of
variance) alkottunk HUZSVAI és BALOGH (2015) példaja alapjan. Az ismételt mérési modell

szintaxisa R statisztikai kdrnyezetben:
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modell<- aov(M/Z~Extrahadloszer+Error(minta_azonosito/Extrahdloszer),
data=forras_adatbazis)

summary(modell)

A mért M/Z adatok kozépérték Osszehasonlitdsat legkisebb szignifikdns kiilonbség (least
significant difference - LSD) moddszerével végeztiikk, amelyben meghataroztuk a legkisebb
szignifikans kiilonbséget R statisztikai kdrnyezetben az ismételt mérési modell minden egyes
megadni, amelyet a kdvetkezd szintaxissal végeztiik minden modellre kiilon-kiilén post hoc
tesztjéhez a szabadsagi fokokat (df) és a négyzetdsszeg hibdkat (MSE) egyedileg kell
(HUZSVALI és BALOGH, 2015):

df=df.residual(modell$"hiba:hiba")

mse=deviance(modell$"hiba:hiba")/df
LSD <- with(adatbazis, LSD.test(M/Z, modellb6l_a_szignifikans hatds, df, mse, console = T))
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5. EREDMENYEK

5.1. AMALDI-TOF vizsgalatok eredményeinek értékelése

A FelxAnalysis szoftverrel lehetdségiink nyilt egyesével megtekinteni a kiilonb6z6
novényfajok magjainak mintaibol késziilt tomegspektrumokat. Miutan beolvastuk a
spektrumokat, egy altalunk kidolgozott mddszerfajllal elvégeztiik a zajszlirést és az alapvonal
korrekciot. Bar a késziilék egy mintabol 640 tomegspektrumot készitett és atlagolt, az elkésziilt
spektrumok intenzitasa teljesen eltérd volt. Ez a kiilonbség abbol ered, hogy az extrakcidohoz
bemért mintarészek nem azonos mennyiségben tartalmaztak a kiilonbozo tartalék fehérjéket,

melyeket vizsgaltunk.

A genetikai homgenitas vizsgéalatokhoz minden esetben fel kell térképezni a jellemzd
fehérjéket, ezért ilyenkor tobb szem atlagmintdibdl készitiink extraktumokat és ezeket vissziik
fel a mintatartd lemezre, majd elvégezziik a mérést, hogy vizsgalni tudjuk milyen spektrum
gorbék jellemzoek az adott tételekre. Ezaltal lehetdségiink nyilt megtalalni az un. marker
fehérjéket, amelyek jellemzéen kimutathatoak a kiilonbozo tételekben. Altaldban ezek
egymashoz kozeli tomegszamu cstcsparokként jelentek meg a tételek tomegspektrumaiban. A
markerfehérje kivalasztasa utan a fajtakbol készitett extraktumok tomegspektrumait vizsgaltam
¢és kerestem a markerfehérjék jelenlétét. Amennyiben a kivalasztott marker csucsok jelen voltak

a spektrumban, akkor azt a fajtat genetikailag homogénnek tekintettem.

Mindség ellendrzés céljabol minden extraktumbol két parhuzamos vizsgélatot végeztem. A
,hibas”, genetikailag nem tiszta hibrid fajta szemeibdl készitett extraktumok vizsgalatat

tobbszor is megismételtem €s csak utdna fogadtam el a végleges eredményt.

Tovabba a mintak extraktumait hiitdszekrényben taroltam 4 °C-on, mert a tapasztalataim
alapjan az extraktumok igy legalabb 1 honapig megdrzik a mindségiiket. Az eltarthatdosagot
folyamatosan vizsgéltam és az eredményeket tablazatban foglaltam dssze A 6-9. tablazatokbol
jol lathato, hogy a kukorica (Zea mays), a szoja [Glycine max (L.) Merr.] és a btza (Triticum
aestivum) esetében nem csokkent 90% ala, mig a napraforgonal (Heliantus annus) nem haladta

meg a 4%-os csokkenést 1 honap letelte utan.
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6. tablazat: A kukorica (Zea mays) mintak extraktumainak eltarthatésaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Zea mays 1-206 100%
Zea mays 2-89 100%
Zea mays 3-236 100%
Zea mays 4-167 95%

Zea mays 5-137 93%

Zea mays 6-99 100%
Zea mays 7-125-15 100%
Zea mays 8-103-15.4 100%
Zea mays 9-169-15.25 100%
Zea mays 10-165-15 99%

7. tablazat: A szoja (Glycine max (L.) Merr.) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%)

4 °C-on 1 honapig

Glycine max (L.) Merr.1- 1 100%
Glycine max (L.) Merr. 2-2 100%
Glycine max (L.) Merr.3-78-16 100%
Glycine max (L.) Merr.4-4 100%
Glycine max (L.) Merr.5-5 98%

Glycine max (L.) Merr.6-169 98%

Glycine max (L.) Merr.7-58.59 100%
Glycine max (L.) Merr.8- mentor 91%

Glycine max (L.) Merr.9- Elio5-16 100%
Glycine max (L.) Merr.10-keveret 100%

8. tablazat: A napraforgé (Heliantus annus) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%)

4 °C-on 1 honapig

Heliantus annus 1-Sun 1 96%
Heliantus annus 2-33tetel sun 98%
Heliantus annus 3-8tetel 100%
Heliantus annus 105-15 100%
Heliantus annus 5-sun.2018.10.11 97%
Heliantus annus 6-122-15 100%
Heliantus annus 7-F1 99%
Heliantus annus 8- 7 new 100%
Heliantus annus 9-9new 99%
Heliantus annus 10-10_SA 99%
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9. tablazat: A buza (Tritucum aestivum) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Triticum aestivum1-h7 100%
Triticum aestivum 2-F2 100%
Triticum aestivum 3-20tetel Buza 100%
Triticum aestivum 4-4tetel Buza 98%

Triticum aestivum 5-21 100%
Triticum aestivum 6- 10telel Buza 97%

Triticum aestivum 7-balibuza 100%
Triticum aestivum 8-h2 100%
Triticum aestivum - 9 9tetel Buza 100%
Triticum aestivum 10-h22 97%

5.2. Az extrahalo szerek kivalasztasa spektrumok alapjan, a vizsgalt novényfajoknal

A bliza mintdk esetében azt tapasztaltuk, hogy a legnagyobb M/Z értéket (20409,2) a 60%-0S
EtOH, a legkisebbet pedig a NaCl izolalo (1893,2) adta, de jelentsen kiilonboztek a tobbi
harom izolaldval kapott M/Z értékek is, melyek esetében LSDsy-on vizsgalva szignifikdnsan
(p<0,05) gyengébb spektrum eredményeket adtak a 60% EtOH extrahaldszerhez viszonyitva
(5. abra).

Buza mintdk vizsgélati eredményei eltérd extrahédloszerek esetében
25000
20409,2

20000

15000

N
)
10000 9289,8
5000 4151,6 5547
. ] ==
60%_EtOh NaCL_Savas 2-propanol 1-propanol NaCl_semleges
a b c d e

Extrahdldszer

5. abra: Buza minték tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaloszerek alkalmazéasa

esetében
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Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg a kukorica mintaknal is, de ezeknél a NaCl savas ¢és

semleges izolalok adtak a legalacsonyabb (3987,26 és 2765,48) és szinte azonos M/Z értékeket.

LSDse-on vizsgalva megallapitottuk, hogy 1-propanol szignifikansan (p<0,05) a legjobb M/Z
eredményt adta (17857,84) a kukorica esetében a 60% EtOH, illetve a NaCl savas és NaCl

semleges extrahaldszerek spektrumaihoz viszonyitva (6. abra).

20000

16000

12000

M/Z

8000

Kukorica mintdk vizsgélatieredményei eltérd extrahalészerek esetében
17857,84
9297,7

4572,42 3987,26

. - =
1-propanol 2-propanol 60%_EtOh NaClL_Savas NaCl_semleges

a b c d e
Extrahalészer

6. abra: Kukorica mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaldszerek esetében

A napraforgd kaszatmintak esetében az 6t extrahdloszer koziil a 2-propanolos izolalé adta a

legjobb M/Z értéket (22056,78), melyet LSDsg-0n vizsgalva szignifikansan (p<0,05) is eltért a

60% EtOH, 1-propanol, NaCl semleges és NaCl savas izolalo szerekhez viszonyitva (7. abra).

Ebbdl is lathato, hogy nem minden extrahaldszer alkalmas az adott ndvényfaj elemzésére.
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Napraforgé kaszat mintdk vizsgdlatieredményei eltérd extrahdlészerek esetében
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7143,28
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7. abra: Napraforgd kaszat mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltér6 extrahaloszerek

esetében
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A szdja mintaknal mind a NaCl savas, mind pedig a NaCl semleges izolalok utdn magas M/Z
értékeket kaptunk (18028 és 17902), mig az 1-propanol és a 2-propanol, valamint 60% EtOH
szignifikansan a legalacsonyabb (p<0,05) M/Z értékeket adtdk a két NaCl extrahaldszerhez

viszonyitva (LSDsw-on vizsgalva) (8. abra).

Szoja mintak vizsgalatieredményei eltéré extrahaldszerek esetében
e 18028,582 17902,095
16000
12000
~
—
2
8000
Dd2G,23 4527,093
4000 . 2736,977 .
. ]
NaCl_Savas NaCl_semleges 1-propanol 60%_EtOh 2-propanol
a b c e d
Extrahaldszer

8. abra: Szdja minta vizsgélati eredménye eltérd extrahaloszerek esetén
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5.3. Az extrahal6szerek hatisai a tomegspektrumokra
A vizsgalataink soran, 4 kiilonb6z6 minta és 4 ismétléses vizsgalatot végeztiink el.

A napraforgd kaszatok NaCl semleges oldatat vizsgalva, cstcs szegény tomegspektrumokat
kaptunk. Harom jellemz6 f6 cstcs volt, de ezek intenzitasban jelentdsen elmaradtak a tébbi

olddszeres vizsgalatink eredményétol (9. abra).

s 2728
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5000 10000 15000 20000 25000

miz

9. abra: Napraforgo kaszatok NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (héntolva, daralva)

Mig a vizes oldat alig adott csticsokat, addig a savas extrakci6 eredményeként egy joval
intenzivebb és cstcs gazdagabb tomegspektrumot kaptunk. A jellemzé csucsok 8500 m/z-ig
terjedtek. Itt a spektrumok mar kiértékelhetd eredmények szolgaltattak az el6z6

vizsgalatainkhoz képest (10. abra)
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10. abra: Napraforgd kaszatok NaCl savas oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)
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Az 1-propanolos vizsgalatink eredményei joval elmaradtak az izopropanolos értékektdl, csics

szegény és intenzitasban is alacsony spektrumokat kaptunk (11. abra).
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11. abra: Napraforgd kaszatok 1-propanol oldatdnak tomegspektruma (hantolva, daralva)

Az egyik legérdekesebb vizsgéalatunk a napraforgd 60% etanolos extakcid volt. A tobbi

elokészitési modszeriinkhoz képest itt értékelhetd spektrumokat nem kaptunk (12. abra).

Etanol: CHsCH>OH

» 2 propanol CHz CHOH CH3
» propanol CH OH CH, CH3

00000

12. abra: Napraforgo6 kaszatok 2-propanol oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)
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A Kkukoricanal mért NaCl semleges extrakciok nem adtak értékelheté eredményeket,mert a

kioldas soran nem kaptunk olyan fehérjéket, ami tomegspektrumokat eredményezett volna (13.

abra).

Intens. [a.u.]
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13. abra: Kukorica NaCl semleges oldatanak tdmegspektruma (daralva)

A kukorica NaCl - savas extrakcioja (1 ml 96%-0s ecetsav) adott 1-2 csucsot, de értékelésre

még nem szamottevoek (14. abra)
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14. abra: Kukorica NaCl savas oldatanak tomegspektruma (daralva)
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A kukorica mintak vizsgalata soran az 1-pronalos mérések adtak a legjobb eredményeket. Az
értékelhetd tomegtartomany egészen 23000 m/z-ig terjedt. A legtobb cstics 12000 m/z alatt

talalhato. Az intenzitasok megfelel6ek a statisztikai kiértékelésekhez (15. abra).
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15. abra: Kukorica 1-propanol oldatanak tomegspektruma (daralva)

Az izopropanolos vizsgalatink 10000 m/z tomegtartomanyig terjedt az 1-propanolos

vizsgalatainkhoz 6sszehasonlitva joval csucsszegényebb spektrumokat kaptunk (16. dbra).
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16. abra: Kukorica 2-propanol oldatanak tomegspektruma (daralva)
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A kukorica 60%-0s EtOH-s vizsgalati eredményénél értékelhetd tomegspektrumokat kaptunk,
de elmaradt az 1-propanolos elirashoz képest (17. abra)
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17. abra: Kukorica 60%-0s EtOH oldatanak tomegspektruma (daralva)

A szbdja NaCl semleges vizsgalatai szép tomegspektrumokat adtak és jellemzden 2 6 cstics volt:

az egyik 4200 m/z koriil, mig a masik 8400 m/z kdrnyékén kaptuk (18. abra)
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18. abra: Szoja NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (daralva)
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A szoja vizsgalataink soran a legjobb eredményeket a savas extrakcié adta a tdmegtartomany
3500 m/z és 12000 m/z koz¢ terjed. Csucs gazdag és értékelésre alkalmas spektrumokat kaptunk
(19. abra).
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19. abra: Szo6ja NaCl savas oldatanak tomegspektruma (daralva)

Az 1-pronalos extrakcio szép spektrumokat adott, de itt is csak 2 csucsot kaptunk, mint az NaCl

semleges extrakcid soran (20. abra).
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20. abra: Szdja 1-propanol oldatanak tomegspektruma (daralva)
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A szbja 2-pronaponos mérései hasonl6 eredményeket adott az 1-propanolos az NaCl semleges

extrakcioi soran felvett tomegspketrumokhoz (21. abra).
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21. abra: Szdja 2-propanol oldatanak tomegspektruma (daralva)

A szdja 60% etanolos vizsgalati eredményei hasonloéak voltak, mint az 1-propanolos, 2-

propanlos és a NaCl semleges extrakcioi soran felvett tomegspektrumokhoz (22. abra)
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22. abra: Szdja 60%-0s EtOH oldatanak tomegspektruma (daralva)
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A buza vizsgalatai soran a semleges extrakcié nem adott értékelhetd tomegspektrumokat (23.

abra).

Intens. [a.u.]
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23. abra: Buza NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (daralva)

A buaza NaCl

savas

tomegtartomany 27000 m/z-ig terjedt (24. abra).
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24. abra: Buiza NaCl savas oldatanak tomegspektruma (daralva)

extrakcigja értékelhetd tomegspektrumokat eredményezett.

A
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A buza l-propanolos mérése soran kapott spektrumai értékelhetéek és mint a savas

extrakcional, 27000 m/z ig terjedt (25. abra).
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25. abra: Buza 1-propanol oldatanak tomegspektruma (daralva)

A buza 2-propanolos vizsgalatainak eredményei elmaradtak az 1-propanolos méréseinktol, de

kiértékelésre alkalmas spektrumokat kaptunk (26. abra).
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26. abra: Bliza 2-propanol oldatdnak tomegspektruma (daralva)
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A legjobb eredményeket a buzamintdk mérései soran a 60% etanolos extrakcioval kaptuk,
amely csucsgazdag és kiértékelésre alkalmas spektrumokat eredményezett. A tomegtartomany

egészen 27.000 m/z-ig terjedt (27. abra).
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27. abra: Buza 60%-0s EtOH oldatanak tdmegspektruma (daralva)

5.4. Az M/Z értékek vizsgalati eredményei a napraforgo6 kaszat mintak esetében

5.4.1. Napraforgb kaszatok esetében mért M/Z értékek eredménvei

A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy nem jelenik meg minden fehérje repiilési ideje (M/Z
érték) ugyanott, adott novényfajtanal. Ez azt jelenti, hogy adott mintat tobbszér mérve sem
mindig kapunk ugyan olyan eredményeket. Jelen vizsgalat soran csak az 5. €s 6. minta esetében
mértiik ugyanazon értékeket (14-15. tablazat). A Napraforgo kaszat 10 atlagmintajat vizsgalva
jol lathato, hogy a legtobb esetben nem jelent meg ugyanaz az M/Z érték, mig az adott fehérje,
adott mintatételben csak akkor tekinthetd értéknek, amennyiben szdzszor mérve szaz szembol

legalabb kilencvennyolcszor kimutathato (10-19. tablazat).
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10. tablazat: Napraforgd kaszat — 1. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 1. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3635 100
5102 1
7543 100
9284 100
10202 1
12224 100
15070 100

11. tablazat: Napraforgd kaszat — 2. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 2. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3419 98
5136 98
7654 98
9280 99
11588 98
11624 98
15308 98

12. tablazat: Napraforgd kaszat — 3. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgo kaszat - 3. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3588 100
5212 100
7155 100
9049 100
10917 100
13126 100
17756 100
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13. tablazat: Napraforgd kaszat — 4. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 4. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

2598 100
3655 100
4526 100
7483 100
9050 100
13332 100
17752 100

14. tablazat: Napraforgd kaszat — 5. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 5. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3690 100
5363 100
7307 100
7518 100
9050 100
10911 100
10133 2

15. tablazat: Napraforgd kaszat — 6. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgo kaszat - 6. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3757 100
5678 100
7518 100
9028 100
10915 100
13135 100
21801 100
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16. tablazat: Napraforgd kaszat — 7. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 7. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3022 100
4236 100
4563 100
5568 100
6340 100
7836 100
16751 1

17. tablazat: Napraforgé kaszat — 8. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgé kaszat - 8. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

5484 100
9275 100
12218 100
13611 100
13712 100
15065 1
15953 1

18. tablazat: Napraforg6 kaszat — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgo kaszat - 9. minta M/Z
értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

5813 100
6950 100
9274 100
10362 1

13610 100

19. tablazat: Napraforgé kaszat — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Napraforgo kaszat - 9. minta
M/Z értékek kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

712 100
4639 100
6109 100
9278 100
1220 100
15070 100
19981 1
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5.4.2. A biza mintdk esetében mért M/Z értékek eredményei

A buza mintak esetében hasonlot tapasztaltunk, mint a napraforgonal, de sok esetben mas
tartomanyokba esnek a vizsgalt fehérjék, mely a LMW-GS glu-3 16kuszaival magyarazhato
(20-28. tablazat).

20. tablazat: Buiza — 1. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)
Vizsgalt Buza - 1. minta M/Z értékek

Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3826
5415
6480 100
6480
13273

21. tablazat: Buza — 2. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza - 2. minta M/Z értékek
kiértékelése
3037
5193
7307
9049
10193
13130
17499
21788

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

100

A Buza — 3. Minta esetében a 100 szem koz0s tartoményait nézve voltak kozos peakek de végig
elemezni nem lehetett mivel az 6sszdaralmannyal egyaltalan nem egyezett. Valdsziniileg aratés

utan nem fajtanként lett szelektalva (22. tablazat).

22. tablazat: Buza —32. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgilt Biza - 3. minta M/Z értékek | 1\ 0 ok az adott M/Z értékre (%)
Kiértékelése
2608 08
2759 08
3768 44
3825 63
5414 100
6641 6
9606 20
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23. tablazat: Buiza — 4. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza ,_,4' ,mm,t a M/Z értekek Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3690 100
4125 100
4459 100
5185 100
7514 100
17614 100

24. tablazat: Buza — 5. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza - 5. minta M/Z értekek | 1) o1 tok az adott M/Z értékre (%)
Kiértékelése
2659 100
4976 100
7520 100
9059 100
10916 100
21822 92

A Buiza — 6. minta esetében a 100 szem k6z0s tartomanyait nézve voltak kozos peakek de végig
elemezni nem lehetett mivel az 6sszdaralmannyal egyaltalan nem egyezett. Valosziniileg aratas
utan nem fajtanként lett szelektalva, ezért nem jelenitettiik meg tablazatban. A grafikonos

mérési eredményeket a 96-99. szamt mellékletek tartalmazzak.

25. tablazat: Buiza — 7. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza - 7. minta M/Z értékek
kiértékelése
3824
5413
7002

9605
13269

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

100
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26. tablazat: Buiza — 8. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza ,_,5' ,mm,t a M/Z értekek Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése

4123 100
5908 100
7465 100
9580 100
17616 99
21482 100
11047 2

24322 1

27. tablazat: Buza — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza .-’9. ,mln’ta M/Z értékek Tallatok az adott M/Z értékre (%)
Kiértékelése

2654 1

3690 95
4785 92
8755 100
10910 93
13108 100
14887 96
17618 100
21497 97

28. tablazat: Buza — 10. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Buza -”10., mn}ta M/Z értékek Tallatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3098 98
4786 99
7477 97
8874 100
9582 100
11989 95
17620 100
21000-21970-ig értékelhetetlen
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5.4.3. A szbja mintdk esetében mért M/Z értékek eredményei

A szdja mintdk esetében hasonl6t tapasztaltunk, mint a napraforgonal, de sok esetben mas

tartomanyokba esnek a vizsgalt fehérjék, mely az eltér6 fajtdk fehérjetartalmaval

magyarazhatok (29-38. tablazat).

29. tablazat: Sz6ja — 1. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt SZO‘]a.-’ 1.’m1n,ta M/Z értékek Talslatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése

486 100
4180 100
8165 100
8350 100
8552 100
8752 100
9359 100
9564 100
9911 100
16705 100

30. tablazat: Szdja — 2. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szja - 2. minta W/Z értékek | [ 0ok a7 adott M/Z értékre (%)
Kiértékelése
4082 100
5542 100
5349 100
9535 100
12327 100
16700 100

31. tablazat: Szoja — 3. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Sz0] a.-’ 3.'m1n’ta M/Z értékek Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3573 100
5198 100
6566 100
7145 100
7483 100
9054 100
13131 100
17749 100
21960 100
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32. tablazat: Szdja — 4. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szoja - 4. minta M/Z értékek
kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3855

4070

4175

4820

5120

5350

8037

8139

8348

8426

8550

9066

9148

9269

100

33. tablazat: Szdja — 5. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szoja - 5. minta M/Z értékek
kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3866

4088

4173

8349

9357

9912

16332

16702

17017

17700

25133

100

72



34. tablazat: Szdja — 6. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szdja - 6. minta M/Z értékek
kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

3031

3744

4525

5208

5377

7097

7310

9058

17689

25133

100

35. tablazat: Szdja — 7. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szdja - 7. minta M/Z értékek
kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

4525

6588

7098

7311

9061

7489

13131

100

36. tablazat: Szdja — 8. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szoja - 8. minta M/Z értékek

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

kiértékelése
2786 87
3886 93
7860 91
15114 92
20002 83
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37. tablazat: Szdja — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szoja,_, 9.’m1n’ta M/Z értékek Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
4037 100
5068 100
6952 100
7160
7654 100
7768
11164 100

38. tablazat: Szdja — 10. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Szoja - 10. minta M/Z értékek
kiértékelése

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

5351

7433

7874

8353

8976

9424

10140

100

5.4.4. A kukorica mintdk esetében mért M/Z értékek eredménvyei

A szdja mintdk esetében hasonlét tapasztaltunk, mint a napraforgonal, de sok esetben mas

tartomanyokba esnek a vizsgalt fehérjék (39-48. tablazat).

39. tablazat: Kukorica — 1. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

V'ZSgalétrzﬁle‘l‘zrgzr;élkeq‘éga M/z Talalatok az adott M/Z értékre (%)
2650 100
3764 100
5200 100
7159 100
9050 100
10913 100
17557 100
21800 100
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40. tablazat: Kukorica — 2. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?? ) 2 ) m’inta M/Z értékek Talalatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3740 100
5213 100
7450 100
9053 100
11163 100

41. tablazat: Kukorica — 3. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukorica - 3. minta M/Z értékek

Talalatok az adott M/Z értékre (%)

Kiértékelése
4528 100
5229 100
7748 100
9052 100
13137 100
18877 100

42. tablazat: Kukorica — 4. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vlzsgagrﬁ';‘{"gef‘r; :l;erlné's:ta M/z Talalatok az adott M/Z értékre (%)
3545 100
5213 100
7485 4
9050 96
6021 4
13135 100
17622 100

43. tablazat: Kukorica — 5. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?? - 5 m,inta M/Z értékek Tallatok az adott M/Z értékre (%)
kiertékelése
3658 100
7313 100
9030 100
10985 100
13138 100
17750 99
21959 93
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44, tablazat: Kukorica — 6. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?? - 6 m’inta M/Z értékek Talslatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3682 100
5196 100
3711 100
9051 100
13135 100

45, tablazat: Kukorica — 7. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?‘fl - 7 m’inta M/Z értékek Talslatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
2698 100
4529 100
7519 100
9058 100
10915 100
21811 100

46. tablazat: Kukorica — 8. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?‘fl - 8 m'inta M/Z értékek Tallatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3684 100
5197 100
7308 100
9024 100
10930 100
13134 100
17447 100
21803 100

47. tablazat: Kukorica — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vizsgalt Kukori?‘fl - 9 m,inta M/Z értékek Tallatok az adott M/Z értékre (%)
kiértékelése
3570 100
5211 100
7139 100
9050 100
13132 100
17609 100
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48. tablazat: Kukorica — 9. Minta M/Z értékeinek kiértékelése (%)

Vlzsgalté:t(:kke (;(nkciz:’elj til(i;elrzslzta Mz Talalatok az adott M/Z értékre (%)
3743 100
4527 100
5212 100
7484 100
9052 100
13134 100

5.5.  Daralt és daralatlan mintiak mérési eredménye

Az analitikai mérések alapja a megfeleld fizikai mintaeldkészités. Az alabbi abrakon lathato,

hogy mig dardlas nélkiil végzett MALDI-TOF vizsgalatok sordn alig kaptam értékelhetd

csucsokat, addig a dardlt mintdk esetén a feltards eredményesebb volt és cslucsgazdag

tomegpspektrumokat vettem fel a tomegspektrométer segitségével. A daralt mintdk mérése

soran kapott spektrumok értékelhetéek és megbizhatd eredményt adnak a késébbi vizsgalataink

soran. A daralés nélkiili feltarasok varhatdan azért nem adtak értékelhetd eredményeket, mert

sokkal kisebb volt a fizikai feliilet, amellyel az oldoszer érintkezett, igy kisebb eséllyel vagy

egyaltalan nem oldottunk ki fehérjéket a mintainkbol (28-35. abra)
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28. abra: Daralt napraforg6 kaszatok spektrum elemzése
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29. abra: Dardlatlan napraforgd kaszatok spektrum elemzése
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30. abra: Daralt biza minta spektrum elemzése
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31. abra: Daralatlan biiza minta spektrum elemzése
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32. abra: Daralt szdja minta spektrum elemzése
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33. abra: Daralatlan szdja minta spektrum elemzése

Kukoricanal mar a korabbi elé munkalatokbol kidertilt, hogy ennél a magnal fontos a daralas,

de természetesen a homogenitas teszthez szintén ujra elvégeztiik.
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34. abra: Daralt kukorica minta spektrum elemzése
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35. abra: Daralatlan kukorica minta spektrum elemzése

5.6. Az extrahaloszer és az M/Z érték kozotti korrelacio, Pearson-féle analizissel

vizsgalva

Tovéabb elemezve a kapott eredményeket, arra kerestiik a valaszt, hogy mennyire alkalmas az
adott izolalo a vizsgalt szant6foldi noveényfaj tartalékfehérje markereinek meghatdrozasara. Az
Osszefliggés vizsgalatot Pearson-féle korrelacios analizissel végeztem, és az eredmények
alapjan megallapitottam, hogy minden vizsgalt ndvényminta esetében pozitiv kozepes
kapcsolat volt a novényfajonként alkalmazott extrahdloszerek és az M/Z értékek kozott, mely
hozzajarulhat az ) moddszer finomitasahoz (49-52. téblazat). Az analizis meger0sitette,
miszerint a buza fehérjéket a 60 EtOH-, a kukorica fehérjéket az 1-propanol-, a napraforgd
kaszatokban 1évo fehérjéket a 2-propanollal, mig a szdja esetében a két NaCl extrahaloszer
oldja ki a legjobban, mely a fehérjék repiilési tomegének idejében mutatkozik meg a legjobban
(M/Z). A kapcsolatok jellemzdje, hogy pozitiv, kdzepes erdsségli mind a négy ndvényfaj
esetében (Buza r = 0,661%*, kukorica r = 0,600**, napraforgd kaszat r = 0,634**, szdja r =

0,656**).
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49, tablazat: A buza mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgélata Pearson-féle analizissel

Buza mintahoz NaCl NaCl
60% EtOH 2-propanol | 1-propanol
alkalmazott savas semleges
o (1) (1 (1
extrahaloszerek ) )
M/z 0,661** | 0,197 0,152 0,129 0,106

** A korrelaci6 szignifikans p = 1% szinten

50. tablazat: A kukorica mintdkhoz alkalmazott extrahaldszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

Kukorica mintahoz NaCl NaCl
1-propanol | 2-propanol | 60% EtOH
alkalmazott savas semleges
N (1) (1) (1)
extrahaloszerek ) (n
M/Z 0,600** 0,193 0,157 0,134 0,112

** A korrelacio szignifikans p = 1% szinten

51. tablazat: A napraforgé mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek

kozotti kapcesolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

Napraforg6 kaszat NaCl NaCl
2-propanol | 60% EtOH | 1-propanol
mintahoz alkalmazott semleges | savas
5 (1) (1) (1)
extrahaloszerek ) (n
M/Z 0,634** 0,197 0,163 0,127 0,122

** A korrelaci6 szignifikans p = 1% szinten

52. tablazat: A sz6ja mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

Sz6ja mintdhoz NaCl NaCl
1-propanol | 60% EtOH | 2-propanol
alkalmazott savas | semleges
. (r) (r) (r)
extrahaldszerek ) )
M/Z 0,656** | 0,623** 0,177 0,125 0,169

** A korrelacio szignifikans p = 1% szinten




6. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a MALDI-TOF és MALDI-TOF-TOF vizsgalati
modszer alkalmas a kukorica napraforgd szoja és buza hibrid és sziiléi anya vonal vetdmag
vizsgalatara. A MALDI-TOF és a MALDI-TOF-TOF tomegspektrometrids modszeriinkkel
lehetdségiink van arra, hogy tartalékfehérje profilokat elemezziink, azaz kukorica, napraforgo
szbja és buza hibrid mintak esetén a szemekbdl meghatarozzuk a genetikai homogenitast. A
modszer ujdonsaga miatt hidnyos volt az tudasunk, hogy a vetémag tételeknek névényi fajtol

fliggetleniil mik a jellemzd biomarkerei ezért 20 szembdl 6sszdaralmanyt kellett késziteni.

A vizsgalatokat 4 kiilonféle extrakciés modszerrel végeztiik, egy natriumkloridos savas, 2-
propanolos, 60%-0s alkoholos és 1-propanolos puffert alkalmazva. Az eldkisérletekben
minden egyes mérés el6tt mind az 6t extrakciodt elvégeztiik és az eldvizsgalatok eredményeinek
értékelése utan dontottem el, hogy melyik puffert fogjuk a tovabbi vizsgalatokhoz hasznalni,
de a kezdetekben 6t extrahaloszerrel kezdtiik. A kukorica hibridek esetében az 1-propanolos
extrakcio bizonyult a megfelelébbnek. Az 1-propanolos pufferben extrahalt mintak
tomegspektrumai értékelhetébbek voltak, amelybdl arra kovetkeztettiink, hogy a kukorica

tartalékfehérjéi 1-propanolos extrahdlo pufferben sokkal jobban kioldodnak.

A napraforgo €s szdjabab esetében mindenképpen hexanos kezelés sziikséges mivel az olaj és
zsirtartalom magas jelenléte miatt, igy minden egyes vizsgalatnal elkell végezni az
Osszdaralmanyon és szemenként is egyesével kiilon-kiilon. A naparaforgd kaszatok esetében
mar az elsé vizsgalatok utan kideriilt, hogy hantolni és daralni kell, hogy értékelhetd spektrumot
kapjunk, ezért ez a modszer megoldast jelenthet erre a problémara is. A napraforgd magok
esetében a 2-propanolos extrakcid volt a legjobb, mig a buzaszemeket a 60% -0S etanolos

eljarassal voltak a legjobban értékelhetdk.

A kukorica tételek vizsgalataibol 10 tételbdl 7-volt homogén, mig napraforgd esetében 10
tételbdl szintén 6-volt genetikailag 100% homogén. A szojabab tételek esetében 10-bdl 7 tétel
volt, mig a buza vetomagtételek esetében 10 tételbol 7 tétel volt, ahol a szemek 100% azonosak
voltak. A nem homogén tételek esetében alacsony volt az intenzitas az adott peaknek, ami nem
azt jelenti, hogy nincs meg az a fehérje vagy mas tételbdl szarmazik, hanem abban a magban a
tobb fehérje mellett nem jelent meg, vagy csak alacsonyan ezért, hogy biztos legyen tovabbi

vizsgalatok sziikségesek ilyen esetekben €s tijra kell mérni azt a tartomanyt.
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Tovabbi tervek, kutatasi célok: A kidolgozott modszeriink alkalmazhatosaganak bizonyitasara
teljes adatbazist szeretnék a forgalomban 1évé ndvényi fajok vetémagjaira éves szinten igy
nyomon kovetés is perspektivikus lehetne, hasonloésagok és kiilonbségek fehérje szinten a

Wessling Hungary Kft. Laboratoriumaban. Tovabbi célok az izoenzimek vizsgalata.
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7. OSSZEFOGLALAS

Gazdasagi szempontbol az elsé 4 legfontosabb kultirndvényeink a kukorica, szdja
napraforgo ¢s a buza termesztési szempontjabol nélkiilozhetetlen a kivaldo mindségli vetOmag.
A kutatas soran mindegyik fajbol 10 mintat elemeztiink, amelyek képi anyagai a dolgozatban
megtekinthetok. A vetdmag mindsités feltételeit és mindsitési paramétereket torvények,
rendeletek irjak eld, ezért a termeldknek és a vetdmag eldallitoknak nagyon fontos a kétes

eredetli vagy gyenge mindségii vetdmagok kisziirése.

A kutatas célja az volt, hogy kidolgozzunk egy 1j vizsgalati mddszert (tomegspektrometrias
modszer) a késziilékek segitségével (MALDI-TOF és MAIDI-TOF-TOF) kukorica, szdja,
napraforgd, buza vetdmagok genetikai homogentids vizsgalatara, illetve, hogy mérésekkel

igazoljuk a modszer alkalmazhatosagat.

Ez a modszer egy specialis matrixszal segitett lézer deszorpcios/ionizdcios modszer, amelynek
segitségével a 4 novényifaj magjainak tartalékfehérjéit vizsgaltuk. A tomegspektrumokban
megjelend, kiilonb6z6 tomegszamu csticsok (fehérjék) lehetové teszik a marker fehérjék
kivalasztasat, illetve ezek nyomon kovetését, vizsgalatat a hibridekben. A MALDI-TOF és
MAIDI-TOF-TOF tomegspektrometrias modszer, nemcsak gyorsasagaval, érzékenységével
¢s eredményeivel bizonyult megfeleld modszernek, de az adatok elektronikusan is barmikor

elérhetok, évekre visszatekinthetok és hordozhatok is.

A mintakat kiilonb6z0 nemesitéhazaktol kaptuk, eltérd, altaluk elnevezett kodolassal, melyeket
megtartottunk és méréseknél is alkalmaztunk. A fajta nevet nem hasznalhatjuk. A spektrumok
a mérések Utjan nem atnevezhetdk, igy par tételnél felismerhetd a fajta neve, ezt jeleztiik a fajta

tulajdonosnak, aki engedélyezte az ilyen mérések publikalasat.
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8. SUMMARY

From an economic point of view, high-quality seeds are essential for the cultivation of our first
4 most important crops: maize, soybeans, sunflowers and wheat. In the course of the research,
we analyzed 10 pieces of each species, the pictorial materials of which can be viewed in the
dissertation. The conditions and certification parameters of seed certification are prescribed by
laws and regulations, therefore it is very important for growers and seed producers to filter out

seeds of dubious or poor quality.

The aim of the research was to develop a new test method (mass spectrometric method) for the
genetic homogeneity of maize, soybean, sunflower and wheat seeds using the devices (MALDI-
TOF and MALDI-TOF-TOF) and to verify the applicability of the method.

This method a special matrix-assisted laser desorption / ionization method, were used to study
the reserve proteins of the seeds of 4 plant species. The peaks (proteins) with different mass
numbers appearing in the mass spectra allow the selection of the marker proteins, as well as

their monitoring and examination in the hybrids.

The MALDI-TOF and MALDI-TOF-TOF mass spectrometry methods have proven to be a
suitable method not only with their speed, sensitivity and results, but also the data can be

accessed electronically at any time, and can be viewed and carried for years.

The samples were obtained from different breeding houses, with different codings named after
them, which were preserved and used for measurements. The variety name cannot be used. The
spectra cannot be renamed through the measurements, so the name of the variety can be
recognized for a few items, this has been indicated to the owner of the variety, who has

authorized the publication of such measurements.
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9. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. MALDI-TOF MS tartalékfehérje tomegspektrum alapti adatbazis létrehozasa 10-10
buza, kukorica, napraforgd ¢és szdja fajta vetOmagjainak genetikai tisztasdgara
vonatkozdan, amelyb6l a vizsgalt tételek genetikai homogenitasa barmikor
visszakereshetd ¢és évekre visszamenden dsszehasonlithato.

2. A modszer koltséghatékony és kdrnyezet kimélébb, mint az eddigi modszerek anyag
hasznalat tekintett¢ben. A MALDI-TOF MS technologia lehetévé teszi, hogy rovid idon
beliil késziilek tipustol fliggden 102 vagy 362 mintat lemérjlink révid ido alatt.

3. A munkénk soran nem csak hibrideket, de sziil6i vonalakat is sikeriilt vizsgalni. Ennek
nagy jelentdsége van abbodl a szempontbol, hogy a hibridvetomag eléallitdsnal fontos,
hogy a sziil6i vonalak is homozigdték és genetikailag tisztdk legyenek, mert ez az egyik
fontos feltétele a hibrid fajta genetikai homogenitasanak is.

4. A MALDI-TOF MS tomegspektrumok analizise soran bebizonyosodott, hogy 2-30 kD
molekulatomegii tartalékfehérjék vizsgalatakor azok a 2000-2500 m/z tartomanyban
értékelhetok.

5. A kutatasi eredményeink bizonyitjak, hogy a MALDI-TOF MS késziilékkel kapott
tartalékfehérje tomegspektrumok alkalmasak kiilonb6zd on- €s idegentermékenyiild
novényfajok fajtainak genetikai homogenitds vizsgalatara az 1-25000 m/z

tartomanyban.

87



10. GYAKORLATBAN HASZNOSITHATO EREDMENYEK

1. Az éltalunk kifejlesztett modszer kukorica, buza, napraforgod, és szdja vetOmagok
esetében a mintaeldkészités modjatol fliggden, alkalmazhatd a vetdmag-mindsitésben.
Javasoljuk a vizsgalt ndvényfajok eltérd magtipusi mintdinak a megdaralasat az
analizisek elott.

2. A magas olaj-/zsirtartalmi noévényfajoknal a homogenitasi vizsgalat eredményeit
befolyésolja az olaj- és/vagy a zsirtartalom, ezért a daralas utan a napraforgo €s a szdja
magokat 250ul ml hexan oldattal zsirtalanitani sziikséges. Ennek hianyaban a kapott

eredmények nem a valosagot tiikrozik.

3. Az analizisek alapjan az emlitett novényfajok tartalékfehérjéinek vizsgalatdhoz az SA-
(3mg/250ul1 koncentracidban) vagy a HCCA matrix (2,5mg/250ul koncentracidoban) a
legmegfelelobbek.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.

abra: prottein mix kalibralo standard spektrumja

abra: A napraforgd hantolt kaszatok hexdnos kezelése - kék spektrum elbtte és piros
spektrum utana

abra: Sz6ja baba esetében hexanos kezelése - kék spektrum eldtte és piros spektrum utana
abra: 60% EtOH vizsgalat mintael6készités folyamatabraja

abra: Buza minték tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahdloszerek alkalmazasa
esetén

abra: Kukorica minték tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaloszerek esetén

abra: Napraforgd kaszat mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaloszerek
esetében

abra: Szoja mintak vizsgalatieredményei eltérd extrahaldszerek esetében

abra: Napraforgd kaszatok NaCl semleges oldatdnak tomegspektruma (héntolva, daralva)
abra: Napraforgd kaszatok nacl savas oldatanak tomegspektruma (hantolva daralva)
abra: Napraforgd kaszatok 1- propanol oldatanak tomegspektruma (hantolva daralva)
abra: Napraforg6 kaszatok 60% EtOH oldatanak tomegspektruma (hantolva dardlva)
abra: Kukorica mintdk NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (hantolva, dardlva)
abra: Kukorica mintdk NaCl savas oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Kukorica mintak 1-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Kukorica mintdk 2-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, dardlva)

abra: Kukorica mintak 60%-0s EtOH oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)
abra: Szoja mintdk NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Szdja mintdk NaCl savas oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Szdja mintdk 1-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, dardlva)

abra: Szoja mintak 2-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Szoja mintdk 60%-0s EtOH oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Biiza mintdk NaCl semleges oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Biiza mintdk NaCl savas oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Buza mintdk 1-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, dardlva)

abra: Buza mintdk 1-propanolos oldatanak tomegspektruma (hantolva, dardlva)

abra: Buza mintak 60%-0s EtOH oldatanak tomegspektruma (hantolva, daralva)

abra: Daralt Napraforgo kaszatok Spektrum elemzése

abra: Daralatlan Napraforgd kaszatok Spektrum elemzése
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30.
31.
32.
33.
34.
35.

abra
abra
abra
abra
abra

abra

: Darélt Buza minta Spektrum elemzése
: Daralatlan Bliza minta Spektrum elemzése
: Darélt Sz6ja minta Spektrum elemzése
: Darélatlan Sz6ja minta Spektrum elemzése
: Daralt Kukorica minta Spektrum elemzése

: Daralatlan Kukorica minta Spektrum elemzése
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14. TABLAZATOK JEGYZEKE

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
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21.
22.
23.
24.

. tablazat: Buza vetésteriiletek ¢és vetdmag felhaszndlds alakulasa hazankban a vizsgalt

idGszakban (2016-2020. év)
tablazat: Szo6ja vetésterliletek és vetdmag felhasznalas alakulasa hazankban a vizsgalt
1d6szakban (2016-2020. év)
tablazat: Kukorica vetésteriiletek és vetdmag felhasznalas alakuldsa hazédnkban a vizsgalt
idGszakban (2016-2020. év)
tablazat: Napraforgo vetésteriiletek és vetdmag felhasznélas alakulasa hazankban a vizsgalt
1d6szakban (2016-2020. év)
tablazat: Kalibracios standard oldatok Osszetétele
tablazat: A Kkukorica (Zea mays) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%) 4 °C-on 1
hoénapig
tablazat: A szdja (Glycine max (L.) Merr.) mintak extraktumainak eltarthatésaga (%) 4 °C-
on 1 honapig
tablazat: A napraforgd (Heliantus annus) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%) 4 °C-on
1 hénapig
tablazat: A baza (Tritucum aestivum) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%) 4 °C-on 1
hoénapig

tablazat: Napraforgo kaszat — 1. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforg6 kaszat — 2. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforgo kaszat — 3. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforgo kaszat — 4. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforg6 kaszat — 5. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforg6 kaszat — 6. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforgo kaszat — 7. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforgo kaszat — 8. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforg6 kaszat — 9. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Napraforg6 kaszat — 1. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Buza — 1. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Blza — 2. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Bliza — 3. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Bliza — 4. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

tablazat: Buiza — 5. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)
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25.  tablazat: Buza — 7. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

26.  tablazat: Buza — 8. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

27.  tablazat: Buza — 9. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

28.  tablazat: Buza — 10. minta- M/Z értékeinek kiértékelése (%)

29.  tablazat: Szdja - 1. minta M/Z értékek kiértékelése

30.  tablazat: Szdja - 2. minta M/Z értékek kiértékelése

31.  tablazat: Szbja - 3. minta M/Z értékek kiértékelése

32.  tablazat: Szoja - 4. minta M/Z értékek kiértékelése

33.  tablazat: Szdja - 5. minta M/Z értékek kiértékelése

34.  tablazat: Szdja - 6. minta M/Z értékek kiértékelése

35.  tablazat: Szdja - 7. minta M/Z értékek kiértékelése

36.  tablazat: Szgja -8. minta M/Z értékek kiértékelése

37.  tablazat: Szoja - 9. minta M/Z értékek kiértékelése

38.  tablazat: Szoja - 10. minta M/Z értékek kiértékelése

39.  tablazat: Kukorica - 1. minta M/Z értékek kiértékelése

40.  tablazat: Kukorica - 2. minta M/Z értékek kiértékelése

41.  tablazat: Kukorica - 3. minta M/Z értékek kiértékelése

42.  tablazat: Kukorica - 4. minta M/Z értékek kiértékelése

43.  tablazat: Kukorica - 5. minta M/Z értékek kiértékelése

44,  tablazat: Kukorica - 6. minta M/Z értékek kiértékelése

45.  tablazat: Kukorica - 7. minta M/Z értékek kiértékelése

46.  tablazat: Kukorica - 8. minta M/Z értékek kiértékelése

47.  tablazat: Kukorica - 9. minta M/Z értékek kiértékelése

48.  tablazat: Kukorica - 10. minta M/Z értékek kiértékelése

49.  tablazat: A bliza mintakhoz alkalmazott extrahaldszerek és az M/Z értékek kozotti
kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

50.  tablazat: A kukorica mintdkhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti
kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

51.  tablazat: A napraforgdé mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti
kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

52.  tablazat: A szdja mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel
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16.NYILATKOZATOK

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Kerpely Kélman Doktori Iskola keretében készitettem, a
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Debrecen, 2022. 09. 21.

a jelolt alairasa
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17.MELLEKLETEK

1. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 1. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem spektruma

egymasra vetitett nézetben

5 X104

u]

Intens. [a

3.0

254

2.0
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1.04

l\ 5
b, AL BE

T
10000

T
15000

T
25000

2. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 1. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

i xlog 5214.0 206-14_Hi_Ex3_B9 0:E9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
s 29 = 90525
LR ELCES JL 71571 Jemsonms 13 177574 219916
Z % ol W
g X0 51062 206-14_Hi_Ex3_C1 0:F1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
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£ 2596.1 4527.5L 71545 0493 h0195 131979 177456 217910
Z . L N AT —
i ><102 k| 51956 206-14_Hi_Ex3_C10:G1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
d 4] 90486
§ l]%7 %L 89 =22 09130 177813 218104
£ g3 Lo e A
i X0 51966 90507 206-14_Hi_Ex3_C10 0:F10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
FERE T 73083
£ ]25%237615 ’L Lm = &ﬁo 131316 177504 218032
H e, N —— ——
i >d0q< 51965 9050.3 206-14_Hi_Ex3_C10 0:G10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5 1] 73082
g 192506237614 l L U 109141 31318 177493 218017
c B NS
g ﬂUgA 51980 206-14_Hi_EX3_C11 0:F11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4 45288 90526
¢ 132l == nas 109172 131354 177563 218090
z
i xmq 51979 206-14_Hi_Ex3_C11 0:G11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
- 24 -
" 90523
A 90523
g 15035 nis 1 leee  amsme 177595 28128
€ N IRV Y\ WO N = T h—— T
3 ot 51973 © 206-14_Hi_BX3_C12 012 M, BaselineSublracted, Smoothed
g == 517
v 0517
g 2597 37619 71408 109158 a0 177558 21809.6
£
i ﬂUQA 51972 o515 206-14_Hi_Ex3_C12 0:G12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g 132596 3761 .'L LL 12181 JL 109158 131339 177546 218098
14 oo oneohi M o M . A — .A —
g ><10(l 5196.1 206-14_Hi_Ex3_C2 0:F2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
- 24 -
g e 45274 sy 1
5 23%0 ] 109136 131294 177419 21806.7
R W RN US N VN N— = T = L e SO L
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3. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 2. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem spektruma

egymasra vetitett nézetben

=3
)
S

Intens. [a.u.]

T
25000
m/;

4. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 2. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

3 xleA 5212.1 9051.8 89-14_Hi_Ex3_D4 0:B4 MS, BaselineSubtracted
- 74847
g 2 37432 —_ 13135.1
S
5 X10° - i . H
; ] 5213.2 90535 89-14_Hi_Ex3_D4 0:C4 MS, BaselineSubtracted
g L] 3744.11 L 74861 131380
S A
= I ) vy k ——
g xlOQ‘A 5212.2 89-14_Hi_Ex3_D5 0:B5 MS, BaselineSubtracted
= 9052.4
£ 27 36849 6568.0 13135.6
= q Lo in b e L jin 2 J
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-, —_— 9052.6
g 2 3535.21 JL 7096.9 JL 131357
% 91 e " 1A A
g x10° 5212.4 89-14_Hi_Ex3_D6 0:B6 MS, BaselineSubtracted
;‘ 2 37434 L 7484.8 9052.1
c I — 131348
g b il L o
g x10% 52132 89-14_Hi_Ex3_D6 0:C6 MS, BaselineSubtracted
sy 37439 L 7485.8 90535
5 13136.6
£ q e 1_ L A,ll A L
S x10%4 5196.6 89-14_Hi_Ex3_D7 0:B7 MS, BaselineSubtracted
&8, —_— 9052.8
g 21 37436 L 14853 131613
g 131613
2 ko L il i . — —_
= xloqt _ : ’ "
g: 5197.1 0053.4 89-14_Hi_Ex3_D7 0:C7 MS, BaselineSubtracted
£ 29 3743.91 L 74859 131631
€ A | eddd .k - = —
El XlOg‘ 52129 9052.7 89-14_Hi_Ex3_D8 0:B8 MS, BaselineSubtracted
£ 21 39 14858 131384 177777
c
El xloq‘ 52132 89-14_Hi_Ex3_D8 0:C8 MS, BaselineSubtracted
S, 5 _— 9053.2
@ 71 7485.!
£ 37440 14859 13136.4
£ o — — — —— ——
5000 10000 15000 20000 25000
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5. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 3. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem spektruma

egymasra vetitett nézetben

B
15}
2
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o
L

Intens. [a.u.]
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90511

17918.6

6. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 3. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

?: x104 5228.0 236-14_Hi_Ex4_A1 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
H _Hi_|

1

g 4527.11 65716 90503 13138.0 18077.9
E I\ i R e

i X10° 5228.9 236-14_Hi_Ex4_A10 0:B10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
< 1]
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£ | L A N
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e 52288

1) 14
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= 21 A sk . H T

3 Xlog‘ 52287 90515 236-14_Hi_Ex4_A12 0:B12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
=11 _
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5 . 3549.0 L ’[ 6568.9 L 131359 18103.2
c At
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@ E
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v 19 9052.0

2 . 3744.0L 74848 k 131373 18108.4
£ gleb.. DR U WYY SO .

3 >d09‘< 5228.1 236-14_Hi_Ex4_A6 0:B6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
e 52281

7] Bl 9050.9

2 1 4527.2’[ 74?3,6 s 131357 180704

= L ool A J

;: >d0(2£< 5228.9 236-14_Hi_Ex4_A7 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
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7. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 4. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem spektruma

egymasra vetitett nézetben

Intens. [a.u.]

B
1]
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I

T T T
15000

T ; T g g T T g
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8. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 4. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

Intens. [a.u.Jntens. [a.u.]intens. [a.u.Jntens. [a.u.)ntens. [a.u.Jntens. [a.u.Jntens. [a.u.Jntens. [a.u.Jntens. [a.ulntens. [a.u.]

a0t 5213.0 90520 167-15_Hi_Ex3_E9 0:F9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1] X
35714 l L 11409 L 13135.9
(ES b o =
X0 52115 167-15_Hi_Ex3_F1 0:G1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1]
3742.9 74832 90217 131308 17608.9
xoH] 5213.4 167-15_Hi_EX3_F10 0:G10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
ek 9025.2
37445 7419 === 13135.8 17616.8 233701
xloq‘ 5212.8 167-15_Hi_Ex3_F11 0:G11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
' sn4ss 74851 90239
N 131337 17621.0 23366.2
x104] 52125 167-15_Hi_Ex3_F12 0:612 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
05y 37438 Tasas 20558 13132.6 176122
ot Wi 0 R w1326 we122
0% 52122 167-15_Hi_EX3_F2 0:G2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
051 90502
35709 | 7139.8 1 13129.7 17605.9
o o PRTOR G o —
X0y 5211.9 00505 167-15_Hi_EX3_F3 0:G3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
19 7484.0 ]
3743'01 JA 12540 L 131318 17621.0 20739.7
g bl S —— — —
x10%3 52125 167-15_Hi_Ex3_F4 0:G4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1] 90514
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X:E_OE‘A 5212.3 167-15_Hi_Ex3_F5 0:G5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
90509
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ol n L, . L i v =
xo 52135 167-15_Hi_Ex3_F6 0:G6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1] = 9052.9
35717 ' 1418 131354
odek A_A_.J. e . i
5000 10000 15000 20000 25000
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9. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 5. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem spektruma

egymasra vetitett nézetben
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11. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 5. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

[a.u]intens. [a.u.Jntens. [a.u.)ntens. [a.u.Jntens.

5 177504 137-15_Ex3_B4 0:E4 MS
S 2004 17588.1
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melléklet: Kukorica (Zea mays) — 5. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

a.u.)ntens. [a.u.Jntens. [a.u.Jintens. [a.u.ntens. [a.ulntens. [a.u.]

Intens. [a.u.)ntens. [a.u.ntens. [a.u.Jntens. [a.u.Jntens.
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13. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 5. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben
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14, melléklet: Kukorica (Zea mays) — 6. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben
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15. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 6. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben
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f 3655.8 | JL =T 131342
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£ g3 Lo beado Neoonnbe
3 x10 4527.8 9051.9 99-14_Hi_Ex3_A6 0:B6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5 057 7309.5
2 3656.0 J\ [ L5995 ﬂ 131352
£ og Jni Ll ——
5 x10° 14 Hi ! ;
25901 5196.0 9050.3 99-14_Hi_Ex3_A7 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1) E| 3682.0
g o5 3682.0 JL 738 JL 13130.8
£ o0 L S | W, . — ——— . — . — T T — T T
5000 10000 15000 20000 25000
m/z

16. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 7. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymadsra vetitett nézetben

=3
)
R

Intens. [a.u.]

1.0 4799.8

‘ 'I ‘
L ‘
}"‘}x’/\l@ ‘ A . .

T g g g g T g g g g T g g g g T g g g g T
5000 10000 15000 20000 25000

123



17. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 7. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

Intens. [a.u.)ntens. [a.u.Jntens. [a.u.ntens. [a.u]ntens. [a.u.Jntens. [a.u.ntens. [a.u.]ntens. [a.u.Jntens. [a.ujntens. [a.u.]

x104

ok

xach

xqu‘

xloq

] 45284 90555 125-15_Ex2_D1 0:H1 MS Raw
3693.3 -
13 - 18126 10911.2 218005
106087 45295 20578 125-15_Ex2_D10 0:H10 MS Raw
1 73143 10913.7 218163
45296 125-15_Ex2_D11 0:H11 MS Raw
J26985 5999.7 9057.7
H 15185 109134 218102
53 29361 4530.1 90585 125-15_Ex2_D12 0:H12 MS Raw
13 7519.6 10915.4 21801.1
125-15_Ex2_D2 0:H2 MS Raw
N 2685.6 45290 9056.4 I
3 75175 10913.1
M;LM,-,;JMMMJLM_ e . 21814.0
4529.0 9056. 125-15_Ex2_D3 0:H3 MS Raw
1426845 72749 10912.6 217995
4529.0 9056.9 125-15_Ex2_D4 0:H4 MS Raw
1326857 7518.1 -
e e 109135 21809.4
4529.0 9056.2 125-15_Ex2_D5 0:H5 MS Raw
17 290378 7517.6 10912.6 21806.6
P N
4529.4 9056.8 125-15_Ex2_D6 0:H6 MS Raw
2726983 72757 L 10913.5 21805.3
o e i —
1 Jeaso 25802 00588 125-15_Ex2_D7 0:H7 MS Raw
] =22 75196 <= o165 s6100
o, —_— —_— —_— —_— :
5000 10000 15000 20000 25000

miz

18. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 8. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymadsra vetitett nézetben

Intens. [a.u.]

=9
)
S

154

1.04

124



19. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 8. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

S x104 - :
3 s106.1 00218 103-15_Ex4 0:H10 MS
s 1] 10928.6
£ 610 S\EO_AJ\ T 131323 177443 21802.2
£ 91 n al A b J\ -
5 x10 103-15_Ex4 0:H11 MS
& 51973 90237 -
g 103 3683.7 6568.27894.8 13133.9
g o5y 2B 6568278948 10930.8 . 17747.9 21807.1
= o
g x10%4 9024.0 103-15_Ex4 0:H2 MS
2 05 17747.6
8 10929.8 131340 ELALLE) 217971
= 00 A A B
5 x104] 103-15_Ex4 0:H3 MS
s, 51974 9023.4 -
g ] 45145 —_—
g 27074 7308.9 109303 131347 177475
g = =2 109303 131347 177475
= 0
3 5197.9 103-15_Ex4 0:H4 MS
< oo == 90235
%5000 3684.2
§ m 7w 131314 17753.7
= 4 A "
ERE 51979 103-15_Ex4 0:H6 MS
= 9024.2
@ 3 4514.9 _—
1

& 27978 L 73092 JL 109314 131353 177476
[T S S hag deoMoa o\ - o - —
EI 5198.2 103-15_Ex4 O:H7 MS
26000 ] 90245

10930.8 131346 177452 21819.8

A
3 x110:< 51973 90234 103-15_Ex4 0:H9 MS
g 36835
§ 05 73087 " 109297 131330 177418 218039
£ 0g Ll Anfa R S S _ _
5 X0 :
303 51975 0023.2 103-15_Ex4_AL 0:B1 MS
)
§ 059 36845 73088 13131.9 177490
£ = 131319
00 ; , r T T
5000 10000 15000 20000 25000

20. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 9. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

3

Intens. [a

x104
1.50

1.254

1.004

0.75

0.50

0.25

O.DOJ

45124

3089.6

3570.5

176313
.

T
25000
m/z

125



21. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 9. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

5 x1047 52115 169-15_Hi_Ex3_B11 0:D11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
S, 9022.8

¢ 3570.81 JL 71392 1 131320 17609.1
Z 9 b Yo

g x10% 3 45265 9050.6 169-15_Hi_Ex3_B12 0:D12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
P 3

g 1 3655.SL JL 7308.9 J\ 131322 176119

£ b e Al — ——

3 >d.0% 5211.8 169-15_Hi_Ex3_B2 0:D2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
=

1] 9051.0

P

g 37435 74842 131315 17608.9
g 91 S Y W oo dabh ._J\ =

310 52115 169-15_Hi_Ex3_B3 0:D3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
819 9050.5

P

2 3549.0 | JL 10954 1 131302 176059
= g3 b de N - seidan .. = —

3 X0 52115 169-15_Hi_Ex3_B4 0:D4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
v 90228

e 3570.6 h\ 71394 13131.0 17607.6
‘E 9&“ L A ath A e Jk — .

g x10 5211.7 169-15_Hi_Ex3_B5 0:D5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4 14 9023.0

g 37437 JL 71395 —— 13130.7 17607.9
E qieboal P —— ———

3 X1100 3 5211.8 169-15_Hi_Ex3_B6 0:D6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
P 9023.0

£ 05 3743.6 7095.7 222 131313 17606.1
E o

g Xll%‘ 5212.0 169-15_Hi_Ex3_B7 0:D7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
- 1 90515

g 1 3570,9.1 JL 71399 131326 17609.6
E 9 o i ahe WU ¢ L £

340 5212.2 169-15_Hi_Ex3_B8 0:D8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
s 1 = 9023.8

g 3761.6J i‘ 6567.8 ’ 13133.3 17608.0

= g b b JA A daa AN o o

i x10 5211.9 00511 169-15_Hi_Ex3_B9 0:D9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g g ML h‘ 14843 . 109152 131316 17609.9

H | oms2 1mme 176009

ookl b b N O/ e e ‘

5000 10000 15000 20000 25000
m/z

22. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 10. tétel — vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

T x104]

Intens. [a.

1.254

1.004

0.754

0.50

0.251

T g T g T g T g T g T g T g T g T
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
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23. melléklet: Kukorica (Zea mays) — 9. tétel — 10 szem spektruma lista nézetben

Intens. [a.u.]ntens. [a.u.]intens. [a.u]ntens. [a.u]ntens. [a.uJntens. [a.u.Jntens. [a.uJintens. [a.u.]ntens. [a.ujntens. [a.u.]

1044 4527.2 90513 166-15_Ex3_C1 0:E1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
051 3698'4l '[ 7484.2 J\ 131623
0.0, kst L ol
0 52122 0051.6 166-15_Ex3_C10 0:E10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3743.01 L 65673 J\ 131331
g b A N i
0% 52126 9052.4 166-15_Ex3_C11 0:E11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E| 7485.2
! Ml L == J\ 131636
g b s i . A —
xao™y 5212.5 166-15_Ex3_C12 0:E12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
=== 9052.1
14 37435 74849 —
—_ 13167.8
Xmgb 5212.8 166-15_Ex3_C2 0:E2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3698.9 ——— 7484.9
054 9052.3 131337
o8
X0 5212.4 166-15_Ex3_C3 0:E3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
19 === 9051.6
3683.9 74844 —F 131623
Xlo% 5212.2 9051.4 166-15_Ex3_C4 0:E4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
14 3683.71 'L 74845 J\ 131617
eI T —
Xml ] 4528.0 9052.4 166-15_Ex3_C5 0:E5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3684.0l '[ 7485.2 J\ 131648
) I Y VW 1} oark s AL o
30 52121 90510 166-15_Ex3_C6 0:E6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1 37431 7484.1
131320
ol T e
3o 52129 74851 166-15_Ex3_C7 0:E7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
051 37436~ -1 90525
L L | es68.2 JL ] 131346
0.0 duskcawoddi e M N =
5000 10000 15000 20000 25000

24. melléklet: Napraforgé (Heliantus annus) — 1. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymadsra vetitett nézetben

Intens. [a.u]

x4
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25. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 1. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

E 044 3634.9 Sun.1 0B1 MS, BaselineSubtraded, Smoothed
" i 5688.1 92824
1
g 2834.31L TN 122197 150107
R S WOTIN L A ‘ g
5 x10% y -
a \ 355’":2 s668.7 Sun20B3 NS, BaselineSubracted, Smoothed
2 %‘1{ J 75401 22840 12224.0 150702
£ i, b i L, ; —
2 1041 16356 Sun 3_B7 0.7 M5, BaselineSubtaded, Smoothed
o4 56695
@ 2835, 5669.5
H ; T 75456 32847 122135 15079.7
2 - _—
gﬁ X0t 7725 sa50 Sun 38 0:C5 M5, BaselineSubtracted, Smoothed
& ] - i 75438 gogss
% L 56858 101047 122262 150718
£ el o i -
El Sun4 085 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
Fe0n0] 36182
£2000 ] 26440 52058 92844
£ o] L fecadi b N
;:4000_ 6811.0 136179 Sun5 0B% M5, BaselineSubtracted, Smoothed
. 71051021 | 102020 — 1528336
22000 — 2 g4416 —— 1 27276.2
2] ‘ : —
5*1”4_ 38352 Suné 0:811 WS, BaselineSubraced, Smoothed
" o 5669.0
£ 22834 l i 75447 92840 122234 15287.6
2 — - === -
3 x0* 16349 Sun7 0:C1MS, BaselineSubracted, Smoothed
— 24 H
% 2570.0JL 56684 75435 grE27 122023 15066.1
[ | L ! — —
2 x1 0:— 18357 Sun 98 0:CT M5, BaselineSubtracted, Smoothed
= :
c 75461 92855
£ s
E Sun &5 0:.C4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
@
g TE463 92852
10000 15000 20000 25000
miz

26. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 2. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

5 x104

Intens. [a

25+

204

054

Lodlablich Ao s

00

T
20000

miz

128



27. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 2. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

E 9280.9 33tetel sun 1 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
o 44
¢ 34191 51361 76573 115852 136241 163044
2 5 ; PN ENPNT
El E 92786 12621 1 33tetel sun 56 0:B10 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
E‘WUDD— 51340 115821 - 153004
2 34182 Ju 76547 M’\m T e
"é % b 5 o M
5 x10%4 92783 33tetel sun 15 0:B2 MS, Baseline Subtracted, Smoothed
= 34180 - 12219.8 15286.7
é 054 a 61009 1646.4
= 00
; 92879 33tetel sun 16 0:B3 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
- 100 4
£ Ly
= 0] -
; 8000 9284.0 33tetel sun 43 0:B4 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
Qggggi 51366 137314 158066
34202 222 7662.1 115684 ——— 2

©20004 = i AL
=] s e i

6000 92919 33tetel sun 87_B5 0:85 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000 51401 115642 126379 153215
£o000] 34228 76668 1oL ——— ===
= ]
i KWQ 92809 33tetel sun 9 0:-B6 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
LA —_—
5 34194 51359 76536 ]L 10560.9 137221 157948
2 ol T i —— o M M
; 33tetel sun 72 0:-B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
e 0
c
2
£ 14
i E 92847 136267 153088 33tetel sun 87 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E 5003 51375 768580 —— —_—
)
£ 03
i 600 92808 13624.9 153029 33tetel sun 92 0:B9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g 4007 7656.6 i
£ 0 g T T g g i g g g g T g g T g g g i g g g

5000 10000 15000 20000 25000

miz

28. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 3. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

B
o
4

Intens. [a.u.]

T g g g g T
20000 25000
m/z
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29. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 3. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

Intens. [a.u.)ntens. [a.u.Jntens. [a.u.]ntens. [a.u.ntens. [a.u.Jntens. [a.u.ntens. [a.u.Jntens. [a.u.]ntens. [a.ulntens. [a.u.]

xlO;i 5212.221 9049.635 8 tAGtel sun 1 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
17 3088418 | L 7483651 l 11009.237 13130462 17747.312
g3 IR Anhe —— ———
x10 | i
E 5212.730 9049.788 8 tetel sun 12 0:D1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
054 LML L 7155.190 l 10914.953 13126985 17756.208
0, i Aot —
x10%4 8 tetel sun 38 0:E11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5213.709 9052.468 ) s
21 7141.113
&-75_21 k - l 10917.891 13136.462 17760.959
9‘ L on A it —
x102 | 5197.922 8 tetel sun 33 0:F11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3744.663 9052.643
7141.251 10990.342 13135642 17756.544
o ; '
5212.880 9051.900 8 tetel sun 22 0:B10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1 7140.737
M}L L E— L 13122.932 17705.831
x101 1 4527213 9050.646 8 tetel sun 66 0:B4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3570.956 7139.723
—= l ﬂ‘ M l 13127.229 17780.648
%‘._.A,L_u._ . . . —— —
x10% 8 tetel sun 77 0:D12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5197.264 9052.552 3 N
13 —_—
3571.491* L 7140.977 L 10916.625 13127.229 17758.083
9‘ N M TN ",
o 5196.143 050,770 8 tetel sun 60 0:D3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
19 7139.606
3570972 — 10913801 13127.229 17778.151
XlOQL 4528.740 9053.675 8 tetel sun 100 0:F10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E| 7141.848
1y 572129 L T 10918071 13137.974 17894.415 21812.695
% U PR S XY s ..,.AM_. " 2 P —— 2 P
X104 5213.094 9052.633 8 tetel sun 89 0:F5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
19 7157.066
3579-5131 JL l 10915.789 13127.229 17734.492

5000

10000

30. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 4. tétel - vizsgalatanak eredményei

spektruma egymadsra vetitett nézetben

1254

1.001

0.754

0.50 1

0.254

4303)9 ——

177522

T
10000

T
18000

100 szem
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31. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 4. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

21000 45266 90508 105-15_Ex4_E5 0:F5 MS
4 5009 25986 36839 74835 177484
f‘éxm% M l J\ e A .
S _ |
5 E 13033 51960 9051.2 105-15_Ex4_E6 0:F6 MS
g 25986 36551 1 J\‘ 73081 ggo45 109148 133579 177500
é 0 A R e A i
380009 90505 105-15_Ex4_ET7 0F7 MS
Se000 45267 0
1) |
53838 25985 37409 6567.0 74836 86044 131297 177469
g =— 3003 9679 1207 177469
£ .
3 043 13033 51960 90509 105-15_Ex4_E8 0:F8 MS
g 057 25986 37430 6567.1 74840 86046 109138 131307 177482
5 0
3 105-15_Ex4_E9 0F9 MS
k] 43038 51963 0518 -
i 057 T
g 26887 37434 BT geosa 131326
£ 00
310(}0 B 45254 9047.8 105-15_Ex4_F10:G1MS
4 5009 25976 36820 70940 l
g 25976 l 70940
£ ek
580009 }
1967 2 105-15_Ex4_FL0 0:G10 NS

£6000] - 51967 ugso 2 -
240009 25091 : g5678  [18958 131320 177544
2000 A 85678 131320 177544
Ry ES b L A . — —
5 0 105-15_Exd_F110.611 MS
s 43039 51962 90515 0515 Bl FI106
i 057 u T
g 7] 257 37433 L JL 5672 12043 8605.‘% 131315 177522
£ 00 Ao b il sk, T . - R .
3 105-15_Ex4_F12 0:G12 MS
g 45265 5363 0502 il
45000 === 53639
g 25985  3684.2 65663 74834 8604.1 109132 131312 1775056
£ 0 - .
32838: 51946 9048.6 105-15_Ex4_F30:G3MS
ggggg 25978 36828 | L 7094378928 l 131276 177496
Eoodemb et e et ‘ T ‘ =

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

miz

32. melléklet: Napraforgo6 (Heliantus annus) — 5. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Intens. [a.u]

3
o
2

4529.9

20000

25000
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33. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 5. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

S x104 53638 Sun2018.10.11.1s2em 0:C6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 1 ses05 9050.6
B TR T hL e ) tosezz
3 3 4
E] x1DQ 4528.2 9054.2 Sun.2018.10.11.7s2em 0:C8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
@ 05 37801 |} 29999 75184 109137 yai3az 218128
@ — —
£ N i g s
) - =
= KWQ 53632 92049 8 Sun.2018.10.11.16s2em 0:D1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
3 14 3690 1
£ bl 7206.6 | 10911.7
E 1045 53633 Sun.2018.10.11.67szem 0-E11 MS, BaselineSubtracted, Smoothec
z 19 3690.4 U 72750 29900 0.5
2 gles e L ;
S x10 53715 sun.2018.10.11.38szem 0:E8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
o 1]z2ess2 T 9058 2
£ i . lm_ 75194 ~ ) 109156
S 0] 109129 Sun.2018.10.1122szem 0.G11 MS, BaselineSubtracted, Smoothec
= 72752 B
w14 =re=
2 3rg0.1 51950 2050.0 131306 218080
£ w0 53699 B 5un.2018.10.11.5352em 0:H4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
w 1326843 20257 109118
z 2848 d 72749 09118 218056
- L Arasbid Iy . ——
’5 xmq, sun.2018.10.11 74szem 0:H8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
2 13 109125
e x1bg SuUn.2018.10.11.92szem 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5§ 1= 10912.0
e w104 Sun.2018.10.11.100szem 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
@ 1]
£ 10912.0
2 ok . : — — ‘
10000 15000 20000 25000
iz

34. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 6. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

x104

Intens. fau]

@
L

10000

" 15000

20000

25000

miz
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35. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 6. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

= %104
_;"'U 3 37577 75176 9028.4 122-15_Exi_D110:C11 M
« 054 | 56785 —— 109145
< — 218017
i gg_‘:--}:.‘ﬁnLLJ:‘._‘..J. VL Sk

10 X
3 — 75167 4097 4 218001 122-15_Ex1_D12 0812 MS
e 957 47988 gee7g 131346 N
£ o0 i tan b A ,.»-’Ut . 1 e o
2 28258 9027.8 122-15_Ex1_D12 0:C12 MS
24000 28258 5678.7 ﬂ 218018
® 2000 ] J .J‘ | 131336 §
g %_ HIJ.ll-loJum Wha i fond MA ol ‘L b N A S . ,,.j — i
3 %] s1624 122-15_Ex1_D2 082 MS
) 75182 gg50.4
g 109\44 217955
= _..n)w. At e
S6000 ] 3?5385.329 100158 122-15_Ex1_D2 0:C2 MS
= 4000 75189
= 8951.3 218070
£ 2000 UIJ. l.l i Ii 131359 ===
27 g Jasled e | O O e N0 YR | O S - i
= 122-15_Ex1_D3 0:83 MS
-, 4798 3 87825 = -
5000 J .|, | e somas 218051
o T 218051
N T YRR (W Y
2 6000 ] 122.15_Ex1_D3 0.C3 MS
Z.000] 32278 47994 9028 6 217987
Soo00] p - iy £5688 === 131358
22000 iladudh b ML N ! -
5 x10%7 1221 1_D4 084 M:
Ea 37584 58897 75190 99295 | 218046 215 E_D1 OB NS
2 E ” i 13135.4
ki 03_).,_.-.1_1.“,- ai } s o )

x1097 R
: 0e ] yuus, dsr67SR0GTIES 20910 20310 218096 122-15_Ex1_D4 0:C4 MS
g oy Bl 131387
£ o003 _}\h“
5 5680.1 122-15_Ex1_D5 0:B5 MS
E T 87853 Jerie Ex1_
H AN ‘.
5 Juhfuadi b LV L S L VI i i i -

5000 10000 15000 20000 25000

miz

36. melléklet: Napraforgd (Heliantus annus) — 7. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

x104

Intens. [au)

109140

5000 10000 15000 20000 25000
mz
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37. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 7. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

5568.0 F1.8x3.1_HCCA_2-30kDa 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4 45638 163400 78372

- o nsh
wme 55615 F1.Ex3.1_HCCA_2-30kDa 0:B2 WS, BaselineSubtracted, Smoothed

L

=
o2

e
=)

42%2 63394 78362
_Jw Wb
w234 55698

i | 63417 78385
| I

L
T L Y —

XY
L

=
e
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L

I RN
g @ m F1.Bx3.10_HCCA_2-30kDa 0:C8 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
' | a2 14404
P ¢UNLMJINL|'KLJ'"-'M
1 %0ms 55686 F1.Ex32_HCCA_2-30kDa 0.83 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
| 8 |ewos 1ma7

| Jo s

1 30226 5568.2 F1 Ex32_HCCA _2-30kDa 0:B4 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
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i a0 18424 117
q...«l e N M
K03 5569.7 F1.Ex3.3_HCCA _2-30kDa 0:86 WS, BaselineSubtracted, Smoothed

2024.0
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b AV
5567 4 F1.Ex34_HCCA_2-30kDa 0:87 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
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38. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 8. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Intens. [a.u)

=
=
=

miz

39. melléklet: Napraforgd (Heliantus annus) — 8. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

Tnew_SA0:J1 NS

] - 9936.8 122154 13616.1

5 E|
Si000],, 2128 92746 12111 136113
c ]
2 o T S
S 600 :
2 ] seraz 92754 Tnew_SA 010 NS
£ 2007 | JL« 121883 136492
£ ’LUIWW A SR T ¥ DU
£ 04
21 5813 Tnew_SA0-J2 MS
Emoo; 2750 121443 137119
£ 43
el 1 ssr3 92742 Tnew_SA0:J3 1S
;5003
g = 121904 136105
a 1
£ 04
210004 58135 Tnew_SA0:J4 M3
g 5003 92738 12200.0 137143
a _ —
£ 03
si000] 58139 69753 Tnew_SA0J5 1S
PR = 121434 137127
g
E 0{ _JL;.,_ o M
LT Trew_SA0.J6 MS
£1000 3 i 92757 122123 137137
i 03 . o N Y P ¥ S S
S10003 8144 Tnew_SA0LJT MS
w50 92757 122134 138151
E UELJ'LLULJ-LMMM 0 ,.&_JLM N .| e
3 ”Ufi 54843 Tnew_SA0-J8 NS
] 21480
g2 gl 8150 92793 105468 138188 150656 159533
ENE
32000 § 92776 Tnew_SA0°J9 NS
&3 58148 _—
1000 3

GDbD ‘ EDbD

10[‘)00 ‘ 12&00

14600 I 16[‘)00

18600
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40. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 9. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

3 xio4

Intens. [a.u

o
!

08

06+

T
18000
miz

41. melléklet: Napraforgo6 (Heliantus annus) — 9. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

5 1 s Snew_SAOP1 NS
5 1000 ] 6494 92152
[ E A
2 58124 Snew_SAQPIO IS
ca00{ 92743
< 69300 1371121
S 0 '
;4000‘ 58126 9new_SA0P2 NS
22000 §950.0 2l 136100
":‘ 04[: .,Ll- s J . .
:.' 3 90729 9new_SA0PINS
S 0] 8133 —
@ —_
g :
i 0 ..LL»L-‘-.ALN‘ L o A—, .
3 58129 Snew_SADPA NS
21000 ]
¢ l 92736 13093
E 0_‘_‘&.,. ’ . [
:2000- 58131 Snew_SA0PS5 NS
21000 It 92142 136090
i 0_.--.l N S A - I N—— _ . [
:4000- 58134 9new_SAOPE MS
52000 63502 9273.0 122085 136091
£ 108
5 X
H - 58133 9new_SA OPT NS
e { | 89500 92144 103623 122001 136109
:E.. e .l'._‘._' = N Eve S S—N IS PES——— ~ . R
;2000., 58138 Qnew_SAO'Pﬂ NS
£1000 92740 136112
. ! 2140 136112
g 0 = - ==
2 ] 8 Snew_SAOPINS
22000-‘ {. ‘ I 69489 92140 136104
5000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
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42. melléklet: Napraforgo (Heliantus annus) — 10. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben
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2000
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6 7 7 Tswo Tioboo 7 Tasbo0 20000 25600 '
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43. melléklet: Napraforgd (Heliantus annus) — 10. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

Egggg- 10_SAOE11 MS

FECCEN ss5176 122204 199215

22090 3l S — el =

24000 17125 92783 10_SAO0:E12 MS

gzoog,ﬂ 4639.4 l| 12218.7 15066.2
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E o
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44, melléklet: Szo6ja (Glycine max (L.) Merr.) — 1. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

=
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™

Intens. [a.u]

3.04

2.5

2.0

0.5

i 54251
0.0/‘1* — LL—

45. melléklet: Szo6ja (Glycine max (L.) Merr.) — 1. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

8165.2

5 x1057 8350.3 1_SA0:A21 MS
s 054

g 8165.5 8552.78751.0 9359395644 99115

Z 0.

: x10§< 5319 1_SA0:A22 MS
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£

E o 83495 1_SA0:A23 MS
6 19 8164.9
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£ o
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@ E
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46. melléklet:

Szdja (Glycine max (L.) Merr.) — 2. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Intens. [a.u]

x10°

123091

166979
e

“1s000 | 20000

" 25000 |

47. melléklet: Szoja (Glycine max (L.)

Merr.) — 2. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

Tntens. [a.UJntens. [a U Jntens. [a U Intens. [a.u Jntens. [a.U Jntens. [a .U Jntens. [a.u Jntens. [a.u Jntens. [a.Untens. [a 0]

X108

) 83493 2_SAOFINS
Ju 4082.5 J@BSB.S 193337 167024
s 83496 2 SA0GT IS
1,
55424 93589 122255 16703.3
”0%_ 2 SADGI0 1S
83485
" 54929 916 122238 16703.3
a 2484 2 SABG2 IS
A :
5482.0 9373 1235 167005
”0%_ 893475 2 SAOG3 NS
Jd l 54924 J@ase.e 122065 16696.7
”“gi 2 SADGH NS
4] 83486
ZfJiL M&“’_g MBSH 122255 167223
W% 2 SA0G5 HS
27 83488
54930 [ 93880 122650 167045
U T m o
x1094 }
o 2 SAQGT NS
051 —
| J\9356-4 123004 168979
W '
x10°] .
470 2_SA0GE NS
057 i
l 54029 M355-0 122750 166949
09l — — —
X0 2 SA0GO HS
2_
83477
53 —— 122638 167013
0+ —— — — — —
0 5000 10000 15000 20000 25000
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spektruma egymasra vetitett nézetben

5 x04

Intens

254

20+

5 x104 5198.599 78-16-Hi_Ex3_C5 0:F5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
2 24 — 9054824
- T144 475 9005044
; 3573.604 — 13131.363 17739.199
2 ol
ERY 0[i 5196.868 78-16-Hi_Ex3_C5 0G5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
e 7141 291 9081955
% 3672.212 —_— 13128.801 17744054
= h!
3 XWQ— 5199 114 78-16-Hi_Ex3_C6 0:F6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
£ 053 3smae TH44.055 5054516 13131703 7T 44
5 Eclala B :
= 003
2 ] 5197.922 78-16-Hi_Ex3_CB 0:G8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
L4000 4 _— 9052 540
i 1143026 13121740
22000 367287 - 17747993
IS ]
5 ol 5198.218 78-16-Hi_Ex3_C7 0:F7 1S, BaselineSubiracted, Smoothed
ERRE 7143430 2053287
" 43020280
g 3673168 — 13131028 17747054
IS ]
g' qu‘ 5197.892 78-16-Hi_Ex3_C7 0:G7 WS, BaselineSubracted, Smoothed
= 1] 9053.143
g 3673187 LK 13130435 17737797
£ I ——
B aoh o y -
2 11 M 9053035 78-18-Hi_Ex3_C8 0:F8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
e 3673438 1156353 13131328 17747188
E B S .
zj 10 5197382 78-16-Hi_Ex3_C8 0:G8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 1] 9051.990
@ 3684 426 7156.064
g — 13129704 17749526
t 04
2 Xm[i' 5197930 78-16-Hi_Ex3_C9 0:F9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
057 samaee 114202 0800 13131501
g a _ 17744392
ETE
2 qu 5197.834 78-16-Hi_Ex3_C9 0:69 MS, BaselineSubracted, Smoothed
= 9052 582
7142987 ————
£ 05 157268 — 13129724 17740722
200 bbb P b —_—
5000 10000 15000 20000 25000

miz

48. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 3. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

49. melléklet: Szo6ja (Glycine max (L.) Merr.) — 3. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben
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50. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 4. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

0%

Tntens (@ 0]

51. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 4. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben
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i 1 .
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52. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 5. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben
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53. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 5. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben
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54. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 6. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Tntens. [a.u]

8000

60004

4000+

I 20600 T 25600
miz

55. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 6. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

E?OUD* 5208.676 9031 113 188_C12_Ex3_HCCAD:G7 MS, BaselineSubtracted
2 102188 M 11178369 17689747
; 0004 5208.383 9031.092 189_C12_Ex3_HCCAD:GB MS, BaselineSubtracted
- 3023.055
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£ 0
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; 20004 :
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. —
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FEE e e S - e —
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56. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 7. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

=
=
=

Intens @]

1000 4

57. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 7. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

g 4525826 6568.455 9081710 5.8 HCCAO:D5 WS, BaselineSubtracted
5 5009 13130.272
c —_—
SRV =
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R e Juth 1 i
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£ 09 ==
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g el
; 0] .
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58. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 8. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben
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——————————
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59. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 8. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

5 11103_ 9886350 Mentoridegen-5_2-20kDa_SA_Bx3 0G5 MS Raw
5053 p7p656 L4755.872 7881153
; x10%] 1885.012 Mentor-idegen-6_2-20kDa_SA_Exd 0:B11 MS Raw
g 13 66.392 -
H 2785070 1.7 7866.484 9431 686 12161284
E : —_— -
;: x Uq 9885 495 Mentor-idegen-6_2-20k0a_SA_Fxd 0-C11 NS Raw
5 2
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=
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@
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£ = :
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a .
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5t
: 11100 i 2285341 Mentoridegen_2-20kDa_SA x5 (:C3 MS Raw
" 5148466 .
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£ 0g e e
;: xi0%7 3885 214 Mentoridegen-5_2-20kDa_SA_Bx5 003 MS Raw
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@
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g 1 s e
540 787393 Mentor-idegen-6_2-25kDa_SA EX2 0:E11 NS Raw
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@ 10001418 ~ 20000715
g ol 15200754 —
H ) i, N e
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21l S S 10004020 500 189 20002324
é mq O W (N TR =M S - =
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60. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 8. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

E x104] 3884456 Mentor-idegen-11_SA-Ex3 0°E6 MS Raw
W 057 7860.154
H 1 5502131 e
£ 0043
2 3 3885057 Mentor-idegen-11_SA-Ex3 0:F6 MS Raw
@ 10003 *JA 7877.690
£ o3 M
2 600 3883098 WMentor-idegen-11_SA-Ex3 0:G6 MS Raw
5 4007 7866 462
5 2001 8300568
£ o] =
3 ] Mentor-idegen-11_SA-Ex4 0:B12 MS Raw
FEE
S ]
£ 13
5 x10% 4 3983523 Mentor-idegen-11_SA-Ex4 0:C12 MS Raw
& 3 - 7861.844
2 057 3020321L ||, 9425983 11404664
E gol b he . T
: 1 Mentor-idegen-11_SA-Ex4 0:D12 MS Raw
FEE
Z ]
2 1
£ 14
g ] Mentor-idegen-11_SA-Ex5 0:B6 MS Raw
FEE
2 ]
Z ]
£ 14
z 1 Mentor-idegen-11_SA-Ex5 0:C6 MS Raw
S k|
E 47
z 3 Mentor-idegen-11_SA-Ex5 0:D6 MS Raw
v 03
2 ]
S k|
RRE
E x1 01 1 7876.823 Mentor-idegen-3_SA-Ex2 0:E9 MS Raw
g 3884056 6992.493| 8979921
g 1 T e .
£ — AL S e e e — — — T T T T T T i
2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 20000 22500
miz

61. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 9. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

1254

1001

0754

050

025

=

T
2500

LG |
1l i |
0.0 ,@l&‘&@m&&ﬂ'ﬂ Jﬂ‘ﬁd "71‘.‘&‘ A“"

5000

T
7500

T
10000

i

T
12500

> \‘ T T
15000

S

T
20000 22500

T
17500
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62. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 9. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

Intens [a.ulntens. [a.ulntens [aulntens [aulntens [aulntens [a u]lntens [auIntens [au]ntens [a ulntens [a u]

E 50674 Elio.5-16.89 SA (:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
69528
E 40375 L - 111643
lr L !
] 5068.1 Elio 5-16.99 SA (:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoathed
] H 69512
40380 J 111648
. b ;
50681 Elio 5-16.16 SA 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoathed
1 H 69512
40380 J ‘ 11164.8
E 50674 Elio 5-16.23 SA (:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E 40375 L L 11164.3
= ‘ —
E 50674 Elio 5-16.34 SA ('B8 WS, BaselineSubiracted, Smoothed
E 40375 L s 111643
IL L e
E 50674 Elio 5-16.47 SA ('B8 WS, BaselineSubiracted, Smoothed
69528
E 40375 e 11164.3
] 5068.1 Elio 5-16.52 SA :B7 MS, BaselineSubtracted, Smoathed
] 69512
4038.0 J . 11164.8
L |- ﬁ
E 50681 Elio 5-16.68 SA ('BT WS, BaselineSubiracted, Smoothed
E H 69512
40380 l 111648
L I i
E 50674 Elio 5-16.77 SA (:B8 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
E 40375 J 28 111643
| L — -
] 45068.1 Elio 5-16.2 SA 0BT MS, BaselineSubracted, Smoothed
— 69512
40380 l ‘_ 11164.8
e e
T B e e e e e e e e N B N AL B e e E e e
2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 20000 22!;00
mz

63. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 9. tétel - 10 szem spektruma lista nézetben

Intens [aulntens [a ulntens [aulntens [au]ntens [a.u])ntens [aulntens [au Jntens [au]ntens [auntens [a.u]

x4
1

05

0.
i}

05

==

=,
— Fe=

=
L

1 69528 Elio 5-16.89 SA (:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
| 71603 76540 17681
S\ - P ——
69512 Elio 5-16.99 SA 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E }\ 71622 76523 11650
o I e
E 69512 Elio 5-16.16 SA 0:B7 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
3 11622 76523 11650
1 69528 Elio 5-16.23 SA 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
i 71603 7549 TT881
1 M A~ A A A
1 60528 Elio 5-16.34 SA (:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoathed
[\ Teod 76543 17681
i e e e D
1 60528 Elio 5-16.47 SA (:B8 MS BaselineSubtracted, Smoathed
71603 754y [1E81
69512 Elio 5-16.52 SA 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
] ’\ 71622 Tes23 17850
TFr _ - - L--k_/'-'gr__.__+_ =-_7_;
59512 Elio 5-16.68 SA (:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
] ”\ 11522 T523 T80
] - A
1 69528 Elio 5-16.77 SA 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
‘ 7543 17081
Elio.5-16.2 SA (:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoathed
59 71522 T3 T80
—_— e —— —
6600 B0 7000 7200 740 7600 7a00 3000 8200

mz
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64. melléklet: Szoja (Glycine max (L.) Merr.) — 10. tétel - vizsgalatanak eredményei 100

szem spektruma egymasra vetitett nézetben

ntens. [ .11

6000 -

40004

20004

5350921

3 20004 Keveret daralt_SA Ex5-380:C2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

?WDO’JTJSME] 7433 9g4 T8T4.867 8353 343 8976217 9424250

L e e R S

2 4000 Keveret_daralt_SA_Ex5-39 0:B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

a

= 5351532 8353.484

d90004 |F—— : 9424832 ypq04975

< 7434638 7874 837 8976.707 ™

E 04 : A

34000 5352782 83kE\ergt_daralt_SA Ex5-390:C3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

£2000 5506421 7435616 7876.731 8978530 9426692 10107747

£, ; o oz

?4000 1 5353678 Keveret_daralt_SA Ex5-4 0:B4 WS, BaselineSubtracted, Smoothed

& e 8352780

52007 [ssraser 7437 250 876,590 8071.503 413762 0pg 729

£ 07

: Keveret_daralt_SA_Ex5-41 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

220004 15350921

g — 7434301 TEI0648 g074T gorragy 924802 ypy04019

£ ool A P H

; 4000] 5350838 Keveret daralt_SA Ex5-410:C5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

- T804 pace 724

£ 2000 7435980 ——— 8978907 9427.057 10108572

£ ol s i N —

; 5000 Keveret_daralt_SA Ex5-42 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

= 5352201

40009 |——

gmg_ 5369 911 7128607550152 8199649 ge7gs52 9425904 10106051

£ 04 :

34000 1 5353351 Keveret_daralt_SA_Ex5-42 0:C6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

gzooo-h 7436944 7878.013 8356239 4980250 9428070 10108334

! R N S ' S WP

3 20003 Keveret_daralt_SA _Ex5-43 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

& 5352435 8355411

210003 7435194 T876.305 8979398 9426210 10106837

ERNE

3 5352499 Keveret daralt_SA Ex5-43 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

$20004 [ 8355589

e 7435593 T676.638 8078641 0426888 10107561

2 ) B N —

= T —— O e A S Sy R —— ;
5000 6000 7000 8000 9000 10000

miz
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66. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 1. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Intens. [@ 0]

6000

40004

2000

28679.9

20004 26892 5185.1 88728 176172 h7_HCCA0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
% 13106.1 J\M 20897.7
D_\M\AMJLJA B ——
40004 88746 176188 n7_HCCAO.C10 WS, BaselineSubiracted, Smoothed
20004

21501.8

88745

20006 51862 goagg (95847
E N R

h7_HCCA0:C11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

286799

560009 86739

40004 41242
£ 3000 50095 arpg |80 131035 21516.2
£ gl o
3 Xuﬂg_ 41232 h7_HCCA0.C2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
"y T18] 51843
g 059 —i S gy U am
EVE ol P |
240004 41236 h7_HCCA0:C3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
S —_ 9580.1
5184.8 —
%2000* - 8597 4 119852 148983 173298 214872
£ 4
ixm 1 89744 17618 h7_HCCA0:C4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
41247
8055 TS o093 n4p10  [2282E 131081 NJL\
1 Bttt
;XWU E| e 88744 176186 h7_HCCA0:Ch MS, BaselineSubtracted, Smoothed
v — 9582.6
% 059 309941 59094 74810 |[—— 131084 14891 4 [’JL\ 215174
£ 00 bl Ci
i 41233 95807 hg??ocgcg 0:C6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
10004
0 cos0p /513208769 100225 131074 000, 178658 -
B s - S
i 41252 33753 h7_HCCAO:CT MS, BaselineSubtracted, Smoothed
G003 T semr - 176213
g = 1487 19887 148974 o
£ 04

EUbO

1 0600 I

15600 ‘
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68. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 2. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

x104

Tntens. 501

1994

10906231

21780244

69. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 2. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

x1047

B

H ) 5193.880 9047782 F2_Hi_Bx2_F20:D2 MS, BaselineSubfracted

2 037.112 1094839 13128518 17557514

il e e

F x10%7 5362.688 0515 F2_Hi EX2_F30.D3 MS, BaselineSubtracted

W24 4146241 ==

e —|| Toess24 10913199 13130444 17543290 21792523

£ gl

:Xmg F2_Hi_Ex2_F40:D4 MS, BaselineSubtracted

o 5190 20¢ 9050 385 - '

FERE —

e 142037559 Too728 10911.064 13134269 21799 408

£ (E Lo ——

; x1 02 ] 5195 590 9051 298 F2_Hi EX2_F50.05 S, BaselineSubtracted

7101231

H 3057847 T Joetast stie 17522228 21801678

£ 0

hm[}[i ]

i E 5363.015 049,054 F2_Hi Ex2_F6 0:D6 MS, BaselineSubtracted
] 7094657

g 173037613 —_ 10912877 13129705 21798.020

£ 0

; x1 qu 5195 641 o054 082 F2_Hi EX2_F70.D7 MS, BaselineSubtracted

g 3037.909 T100682 10914 805 13132107 21798.034

£ 0y

36000 ] 1973475 10910508 F2_Hi Ex2_F80.D8 MS, BaselineSubiracted

44000 4791872 13128 598 21792 574

52000 — -

< 4

3 0 5195 709 F2_Hi EX2_F9.0.09 M, BaselineSubtracted

EARPY — 9051.291

2 3037792 o181 10913564 13132835 17595.976 21799 307

I A

2 KWUQ 5193.838 9047 567 F2_Hi_Ex2_G1 0:E1MS, BaselineSubtracted

s 173036.908 7305.946

£ —_— 10909781 13125268 17499 939 21788407

2 I

H E I

2 X“}%. 5195 164 9049.970 F2_Hi_Ex2_610 0:E10 MS, BaselineSubtracted
] 7307.749

g 133037598 —_— 10812528 13130890 21794678

£ 04 — ——— — ; — —

5000 10000 15000 20000 25000

miz
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70. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 3. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Intens. [a.u]

=
=
!

10004

T
15000

miz

71. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 3. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

EEUUD 88729 176161 20 Tetel Buza 20_E1 0:E1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000 185806
22000 41237 59088 74755 J'w Jai 216137
= q - i - s —
3 10 88757 1762120 Tetel Buza 30_E10 0.E10 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
v 0 95835 185850
H aegz T80 ams |22 oars L* 216985
£ O'Q N N A F .
2 X0’ 88740 17618 4 20 Tetel Buza 85_E2 0:E2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g 057 59089 958168 i
Z 00 - . .
2 88749 176207 20 Tetel Buza 24_E3 0:E3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
2000 -
g w979 471849 mizg (2624 [ 29709
E g_-\..._,.,..u-..'w,uv._n_,v- S P I S — —
2 X0 9583 1 20Tetel Buzs 16_E4 0:E4 NS, BaselineSubtracted, Smoothed
<y 47850 o
£ 74761 88747 119875 Lz 215356
I o S =
;ZUD . 88757 17622 2 20 Tetel Buza 55_E5 05 NS, BaselineSubtracted Smoothed
2 053 30081 5992.2 7474.1 119899 216307
< ke 119589 216307
£ 00
zﬁ[][)D 88759 17621.4 20 Tetel Buza 72_E6 0:E6 NS, BaselineSubtracted, Smoothed
' 4000 47863 95847
So0p] 0985 ——— 74774 ‘\7 119908 l, 216874
g % i A A
2 X0 s 88763 17622.0 20 Tetel Buza 89_E7 0:E7 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
. 05 — |
g 30986 i s | 100220 131066 \_w 216829
2 0t o A — s
S x10’ 8
H ’e 47862 9584 9 175240ZUTeneIBuE647E8(J.EIMS.EaselmeSuhlmcled.Smoolhed
g 30988 74140 | 119896 217023
£ 0 sobb P Mt oAb b e e e
;ﬁ x10 88762 17622 20 Tetel Buza 32_E9 0E9 NS, BaselineSubtracted, Smoothed
m 47857 T
£ 099 0086 Ol futis) 119896 216210
£ | ) — Mo,
e e e e o=
5000 10000 15000 20000 25000
miz
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72. melléklet:

73. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 4. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

Buza (Triticum aestivum) — 4. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Tntens. [@.uJ]

w04

miz

Intens. [a.ulntens. [a.ulntens. [a.ulntens. [a.ulntens [a.ulntens. [a.ulntens. [a.u lntens. [a.ulntens [a.ulntens [a.u)]

83728 176172 4 Tetel Buza®_C10:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
2000 3689.2 51851 —_— L - ,
— 7474.”1»11.\)L 131061 J‘R\w 20897 7
04
4000 88746 17618 ¢ Tetel Buza 20_C10 0:C10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
J 5186.3
W00 V2RI 74795 95620 131080 215018
K0 41232 4 Tetel Buz 10_C2 0:C2 M3, BaselineSubtracted, Smoothed
33718 51843 9580.4
05] =8 2 %6804 og20 176168
004
34000 4 41235 BESD | 4 Tetel Buza 40_C3 0:C3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

=
2=

Ei 8874.4 176183 4 Tetel Buza 67_C4 0:C4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4124 —
057 —— 50093 74810 9582.5 131081 ﬂJL\
O.Q‘-
X0 41249 88744 176186 4 Tetel Buza 83_C50.C5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
059 30984 50094 7481.0 109234 131084 14891 4 215174
004
41233 9530 7 4 Tetel Buza 12_C6 0:C6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

52000 MBM 5974 119852 148983 173298 214872

ool T s0508 Tai32gsroy 109225 1074 1y0q, 172885 e
| M ,J\\"\
50009 89927 7797 | 119887 148974 e

41252 4 Tetel Buza 81_C7 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
88753 176213

Xm% 88754 176216 4 Tetel Buza 92_C8 0:C8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
0572655,8 41253 59101 74757 95971
004
X103 41253 4 Tetel Buza 44_C9 0.C9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
30985 57992 8875.7 176207
05 74769 109240 131108 ,,J‘u,\_ 215071
0-0’. T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5000 10000 15000 20000 25000
miz
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74. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 5. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

x104

ntens. [@u]

976)3
34808 17T

75. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 5. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

X104

=

Tntens. [a.u]

054

004
xmg-

104

=
o
L

Tntens. [2.u]

-4
=2

Tntens. [a.u]

Tntens. [a.0]
:

4976.3 21_Ex10:D8 WS, BaselineSubtracted
126507 T 9059.7
5250 12208 109169 218122
49763 21_Ex1 0:E9 M3, BaselineSubtracted
Eﬁy 90596
v LJ a0s09 2202 109167 218219
W .
90523 21_Ex20:D10 MS, BaselineSubfracted
45212
26823
— r 10915 1
90528 21_BEx2 0E10 MS, BaselineSubtracted
39163 5364.9
32418
— 1108 109173

Tntens. [@.0]

45282 9053.1

21_Ex3 0.D11 MS, Baseline Subtracted

g 578 90533 21_Ex3 0:E11 MS, BaselineSubtracted
° .
g 1 71411
£ 35715 —_
E xi Dg_ 76 90529 21_Ex4 0:D12 NS, BaselineSubfracted
E 1 55888
E 26878 - 116502
g LA b e
z’ x10%7 76 90525 21_Ex4 0:£12 1S, BaselineSubfracted
£ 43 58264
% 26880 116493
D,VMM_AA".M
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76. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 6. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

ntens [a.u]

w104

|
33508 47931

26566
=

584 5

21829.6

77. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 6. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

Tntens. [a UJntens [a.uJntens. [a ulntens. [a.ulntens [a.0Jntens [a Ulntens [0 Jntens [a Ulntens. (.0 lntens. (@.0]

00590 19480

10 Tetel Buza 40_C5 0:C5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

24 sro0g 79198 95855 218448
q, e N N
Km@ i 90235 10 Tetel Buza 1_C6 0:C6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g: agsag 2131 12871 18318 e 218424
 Jothss bl -
X0 9026.2 10 Tetel Buza 15_C7 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4] 45147 —
2] 36852 (ST 109358 177623
xﬂﬂg- 90251 10 Tetel Buza 33_C8 0:C8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
b2127
2

75215
- 131354

1 areis
2 56923 101980
T o7812 42509 =704 5 88447

10 Tetel Buza 22_C10:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

”“q_ 53622 oo 116469 10 Tetel Buza 48_C20.C2 NS, BaselineSubliacted, Smoothed
13 s 374
ik 51969 opne 10 Tetel Buza 100_C3 0:C3 NS, BaselineSubiracted, Smoothed
19 2
357‘” L - 100161 131353 175000 218131
(e . — — —
104 5212 10 Tetel Buza 58_C4 0:C4 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
125 D22
37617 2183 e 80827
0] ﬁ m— 113968 131354 175142
) o .L Rl N A .
X107 19550 1 10 Tetel Buz 92_C9 0:09 NS, BaselineSubiracted, Smoothed
44 47940 95864
5] — I = 218356
xﬂﬂg ] 53644 9024.0 10 Tetel Buza 7_C10 0:C10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
2 B0y 7504 012 21830,
0] A
5000 10000 15000 20000 25000 '

miz
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78. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 7. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

X104

Tntens. [@.ul

054

miz

79. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 7. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

54139 <bali.buza 97-_SA 0:F1 MS, BaselineSubtracted
40004 3849 ——
2000 022 088 132690
0] i S
54139 _SA(F1MS, BaselineSubtracted
40001 3849 ——
wol T 0020 %6086 13269.0
0 o Mo
18996 54125 bali buza 100-_SA0:G1 MS, BaselineSubtracted
2000 —_—
w010 6038 133229
0
10236 54125 <bali.buza 16-_SA0:G1 MS, BaselineSubtracted
A0 - l morg  S6036 133339
04 IR T i Fa
] 54139 <bali buza 28-SA 0:F1 MS, BaselineSubtracted

000 70022 9605.6 13268.0
04 M, D —

UJntens [a ujntens [a ulntens (a.ulntens [a uJntens. [a.u]ntens. [auJntens. [a.u lntens [@.ulntens [@.u]

54125 <balibuz 34-_SA0:G1 MS, BaselineSubtracted
w2888 =
w010 %6088 133339
04
1236 5425 <bali.buza 465A 0:G1 MS, BaselineSubtracted
A0y l 010 26038 123329
N T A el i
439 <bali.buza 52-_SA O:F1 MS, BaselineSubtracted
40001 3849 —
20001 T 70027 96086 13269.0
0;‘“"’" e Mo .
1056 54125 <balibuza 83-_SA0:G1MS, BaselineSubtracted
200 7010 96086 133339
0
54139 Balibuza-1-_SA O:F1 MS, BaselineSubtracted
&.4000 98249 ——
29000 1 70022 9605.6 13269.0
£ 0 M T
e L B e e e PV e e e e e e e e N S
5000 10000 15000 20000 25000
miz
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80. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 8. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

x104

Tnters. (@]

o
&
I

1.00

0754

050+

0.25

mz

81. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 8. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

3 xi0? 1240 h2 0811 MS, BaselineSubiracted, Smoothed
<1 - 95814
g 59007 75128 110578 131055 176162 214825
g g_ ' . —
2 x10%3 41239 h2 0:B12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
" 3 5990.9 88736 176182
gt R LLESS 119874 — 215085
E P
;2000_ 41234 h2 0:B2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
— 9579.9
51000* S82 7520 TS gpeg0 175713 214586
2 1 A,
2 XWU[A, 88728 76147 h2 0-B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
. 41228 95608 -
g 054 —_ 6557.078867 [=——11047.3 131047 214840
< 004
;20007 41237 h2 0:84 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
' 1000 95797
£1000 MR giga02 216056
£ o]
; 7] 41236 h2 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 9580.4
ézoonf s A 176065 214957
= 4
3 Km% 88738 17618.1 h? 0:86 M3, BaselineSubiracted, Smoothed
A —_— Rl
2 H249 50089 76138 (85824 44051) 131045 J«\ 214905
2 0 — .
3 x1074 4235 h2 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
— 55040
£ O-E;_AMJWJW [RICE L ) 176178 214897
ERE ! P
3 ] 95815 h2 0:B8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
o40007  36e07 156 qaes 220 pai060 176166 214926
52000— - 243221
N
2 x10 41239 h2 0-B9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 14 95813
8 59805 T4T6T == ieeee 178150 215026
£ 01 e
£ e -
5000 10000 15000 20000 25000
miz
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82. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 9. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

Tntens. (@0

=
=
=
=

5000

4000

3000

2000

10004

o0

1788

18460.0

mz

56000: 88732 17616.8 9 Tetel Buza 8_D1 0:D1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
44000 47838 75131 (95810 191048 184840
2000 — — iibaid
2 ! Lok
36000 88750 17619 4 Tetel Buza 96_D10 0:D10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000 a8
£2000 — 100079 131077 14g575 jJL‘\ 215036
£ o0} ——
2 41245 176185 9 Tetel Buza 1_D2 0:D2 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
S4000] 55051 7513938738 ot 176185
22000 109073 ——— 148940 196839 216275
£ o — -
24000 3690.5 51864 75146 95828 9 Tetel Buza 20_D3 0:D3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

176205

/ﬂ‘\‘_ 21538.2

#2000 65578 131107
0 n- N,
B
a

6000 98755 9 Tetel Buza 12_D4 0:D4 M3, BaselineSubtracted, Smoothed

" 4000 51810 75163 LGZ[M
] 36903 218fY o990 195833

£ o4

3“09* 89756 17621 4 9 Tetel Buza43_D5 0,05 3, BaselineSubiracted, Smoothed
% 0.5*2654541252 59103 19152 95847 131083
£ 007
;jggg- 36013 51871 7515588758 176995 9 Tetel Buza66_D6 0:06 S, BaselineSubtracted, Smoothed
20004 05592 109100 131101 449055 ,,JL\\ 214976
£ o]
56000

36000* 51873 751588759 176222 9 Tetel Buza 48_D7 0:D7 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
HAOOO 3691.0 —— g
£ 2000 131108 1495 J\ 215170
< 03

3 ] 41252 55054 9 Tetel Buza 32_D8 0:D8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
ﬁfggg ———— 5155 9840 176200

2 131107 0

52000 216137
I -
Eeggg, 88757 17622.4 9 Tetel Buza 73_D9 0:.D9 NS, BaselineSubtracted, Smoothed
54000 3691.2 21871 75154 18567.1

22— 131080 — 21643
% A II]LA |A o J.LI i —
= — T T T I —— I

5000 10000 15000 20000 25000

miz
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84. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 10. tétel - vizsgalatanak eredményei 100 szem

spektruma egymasra vetitett nézetben

xo

Thtens [au]

08+

064

044

88748

17621.0

184552

184881

85. melléklet: Buza (Triticum aestivum) — 10. tétel -10 szem spektruma lista nézetben

E 88754 176201 h22_HCCAD:E11 MS, Baseline Subtracted, Smoothet
' 20004
g 30993 4Tee1  Taee4 95842 126885 803 gprs
2 e e O vy e Ao, __’\. A - o .
ESE — - e P —
3 10 88748 h22_HCCA 0E12 S, BaselineSubtracted, Smoathed
= s 176210
% 0080 47852 14128 L%Ej i
£ Q Ao L e
3 XI0° 88740 176134 h22_HCCA LE2 NS, BaselineSublracted, Smoathed
e 083 50089 ’Ji% m\A’
ERTE . S ot o
EZDOU 38749 176207 h22_HCGCA DE3 MS, BaselineSubiracted, Smoothed
g W97 ATBES  7misg 324 219708
ERNE -
ki x10 9583 1 h22_HCCA 0:E4 WS, BaselineSubtracted, Smoothed
S 47850 e
£ - mm LICH 113875 1762 215356
E q},g_J.J‘.L.mMAJA‘-L_.JL' T A
E x10%3 . %8757 178m2 h22_HCCA 0:E5 WS, BaselineSubtracted, Smoathed
g 053 30081 [ B2 74141 L 119809 L 216307
B 00 i A i S i A e
EEDUG 3 28759 176014 h22_HCCA DEE MS, BaselineSubtracted, Smoothed
40003 47863
52000_ 085 —— T4 119908 21687 4
I 1 O, N W N, D = -t
E o . 88763 176220 h22_HCCA DEET MS, BaseiineSublracted, Smoothed
', 057 — | 18565
g 0988 TS| 109720 131086 B9 g
E 0%:.,)._.4;“&‘«1_-,, P AP O —— — —
ERll h22_HCGA ('E8 MS, BaselineSubracted, Smoothed
ERNE 47862 95849 176240 -
g 30988 74140 119895 i 217923
= 0g+
ERUE 88762 h22_HCGCA 0ES MS, BaselineSubiracted, Smoothed
B 176228
£ 053 0086 BT apaa 119888 L, 216210
. : e I
5000 10000 15000 20000 25000

miz
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86. melléklet: Szoja — 3. minta M/Z értékek kiértékelése gymasra vetitett spektrumok alapjan

Intens. [a.

5 x104

i

21960.200

P

15000 20000 25000

87. melléklet: Szdja — 3. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézeteben

Intens. [a.u.]ntens. [a.u.]intens. [a.u.Jntens. [a.u.Jntens. [a.u.]ntens. [a.u.Jntens. [a.u.]intens. [a.u.Jntens. [a.untens. [a.u.]

x1043 9050.6 78-16-Hi_Ex3_AL 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
71545 H
0.54 65@6.2 68881 74&?3.3 A
0. =
X073 9052.3 78-16-Hi_Ex3_A1 0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
71422 T
0.0
x10 9052.1 78-16-Hi_Ex3_A10 0:B10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
11 L
Xlo% 9053.9 78-16-Hi_Ex3_A10 0:C10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
§ A
Xlogl' 9051.0 78-16-Hi_Ex3_A11 0:B11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
0.
x10%4 90555  78-16-Hi_Ex3_A11 0:C11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
0.5 6568.9
043
x10 9054.4  78-16-Hi_Ex3_Al12 0:B12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
14 M 7485.0 A
Xlogt 9053.6 78-16-Hi_Ex3_Al12 0:C12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
1 71436 90536
M& /\\
Aot — e164i | i
L 71417 74843 905:2_7 78-16-Hi_Ex3_A2 0:B2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
s N
xm% 9053.2 78-16-Hi_Ex3_A2 0:C2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
11 71421 74853 —_
[ “‘M T y — J.k e y y y y T y
6000 7000 8000 9000 10000 11000
m/z
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88. melléklet: Szdja — 4. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézetben

3 ] 3855.4 4_SAO0:P1MS
£.4000 ==
52000 MWWMW
8
= 0
S ] 4_SAO0:P10 MS
84000 40705 -
42000 4 |
I3 ,/\4\, l\ JL ~ A A
£ o0
3 x104 41755 4_SA0:P2 MS
é‘ 0.5 4530.1 51204
£ 097 _ _
= 10 4_SA0:P3 MS
<17
2 5119.5
Q —_—
£ 0]
5 x10% 4_SAO:P4 MS
s 4]
G 4820.3
=4 s
g -
E o
36000 4_SA0:P5 MS
4000
52000
£ 0
3 x104 4_SA0:P6 MS
§ S S A
g, N
3 4_SAO0:P7MS
72000_#\\%&%
=4
2 T S S U S
£ 07
S 4_SAO0:P8 MS
£.4000
G A
22000 A J\J |
’OEJ 0.4 R’V\wﬁ/«‘ Ww\wﬁwMWLNWQMM"WWWﬁWWHWW
g 4_SA0:P9 MS
;ZOOO-JMFWWMMWW\WMN%
2
o
£ 04 - - - - i - - - . ; s 4 . ; T : > 7 : : 7 > . : . F - - -
3500 4000 4500 5000 5500 6000
m/z
89. melléklet: Szoja — 5. minta M/Z értékek kiértekelése lista nézetben
g ] 41746 5_SAO:N11MS
£.4000 1 —-—_
£2000 1 /\A‘J\—k&
|5
s 07
26000 5 SAO:N12 MS
44000 ]
§2000 38667
E o0
3 5_SAO:N13 MS
£2000 1
1)
c
8
£ 0
320003 5_SAO:N14 MS
£1000
o)
= 07
54000 5_SAO:N15 MS
Ezooof
5
s 03
3 5_SAO:N16 MS
&) /\NJ\NL»
c
8
£ o0
24000 1 5_SAO0:N17 MS
UC,-20007 /\.\._,I\-—k—\‘
o)
s 07
50 5_SAO:N18 MS
i J\L
c
|5
’g-‘ 9‘7 P S VD S o o o o - o — Pp—
3 x10 5_SA0:N19 MS
s 051 P
g \
£ o o AN I
5 X10 :
314%3 5_SA0:N20 MS
g 053
£ 00t — — — —— S e e e
3000 3500 5500 6000 6500 7000 7500
m/z
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90. melléklet: Szoja — 5. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézetben

g x105] 8349.0 5_SAO:N11MS
g 057 J\sasss.o 167015
é 0.3t T ——
] iob 8349.0 5_SAO:N12 MS
g 1] |
5 ‘L9357.s 16700.3
g = =
2 Xlog- 83495 5_SAO:N13 MS
g 47 |
g 27 9358.0 16708.4
E g =2
z xot] 8349.6 5_SAO:N14 MS
7] 24 |
g 93587 16706.0
= - 16706.0
3 0] 8349.3 5_SAO:N15 MS
v 47 i
5 2] 9357.8 16702.2
=4 : T
3 x103«' 8350.1 5_SAO:N16 MS
< >
§ 2] J\f358-8 16704.1
= i B
3 XlOZ‘I 8350.0 5_SAON17 MS
¢ 44 |
g 2] 9358.8 16702.5
g . - =
3 x5 8349.7 5_SAO:N18 MS
6 21 |
5 93585 16700.8
c - - i :
3 b 8350.3 5_SAO:N19 MS
g 17 |
5 Lk93$9.3 167012
=4 i 2
3 xlog’- 83505 5_SAO:N20 MS
= 2 >
g ! ‘Lgssg.z 16704.1
=R S — L — — — —
0 5000 10000 15000 20000 25000
miz
r re . r r 7 r r . r
91. melléklet: Szdja — 5. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézetben
E) 5_SAO:N11MS
£2000
[%]
2
g )/J\\‘\.\
Z o
=] .
34000 167003 oos 5_SAO:N12 MS
£2000 16328.6 T 173003 177055
s o0 : T =
3 16708.4 5_SAO:N13 MS
.g.lOOO- H 17049.8
£ T 113770 177232
Z o] _ -
E .
2 167060 17000 6 5_SAO:N14 MS
4 5007 2=
2
8
E o
3 16702.2 5_SAO:N15 MS
510007 T 170176
g
8
E o
%1000 16704.1 5_SAO0:N16 MS
n A 17014.1
2 o 17708.0
8 17708.0
& 07
2 16702.5 5_SAO:N17 MS
n E A 169995
élOOO 1 173313 17700.0
= ——x
3 a0t 16700.8 5_SAO:N18 MS
] \ 16996.8
£ 059 163323 % 173040  17709.2
E_- 00 H H T = _
360007 16701.2 5_SAO:N19 MS
24000 =
A 170081
£2000 168833 /N S=—- 173325 177003
£ o '
260001 16704.1 5_SAO:N20 MS
54000 ] N 170174
52000_ 163330 S lraisl 177114
£ 07 —— B B e B e i e e —— L
14500 15000 15500 16000 16500 17000 17500 18000 18500 19000
m/z
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92. melléklet: Szoja — 6. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézetben

g 4510.8 5208.7 169_C5_Ex3_HCCAO0:F5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
21097 37467 w ﬁ 5377.9
- P e =
=t 4510.8 5208.7 169_C5_Ex3_HCCAO0:F6 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4524.8 169_C6_ExX3_HCCAO0:F7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
i 5208.8
:ﬂ 5376.8
45245 169_C6_Ex3_HCCAO0:F8 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
- 5208.2
g 37446 | 53774
£ o '
g 4511.4 52253 169_C7_Ex3_HCCAO0:F10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
52000 4 i —
E oo o T e e O I
= 600 4510.9 169_C7_ExX3_HCCAO0:F9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
< 5224.8
G 400 2222 5923.7 6088.1
5 200
£ 07
;'2000 3 45%0_9 5208.7 169_C8_Ex3_HCCAO0:F11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
£10004 37474 43029 ,Jm | s
£ o = N L
i 4510.4 5208.2 169_C8_Ex3_HCCAO0:F12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= : - X n I
3 45233 169_C9_Ex3_HCCAO0:G1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4520001 === 52063
g 3745.3 4604.0 l, 53755
£ 0 A : -
3 4523.3 169_C9_Ex3_HCCAO0:G2 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
£.2000 4 —_— 5207.1
£ 3746.1 | l, 53752
£ O,J\‘:.«;\__T e o e = soeo oo oacenan g . = - e - S e - e
4000 4500 5000 5500 6000 6500
m/z
z /. . o cror J . r
93. melléklet: Sz6ja — 6. minta M/Z értékek kiértékelése lista nézetben
;f 600 251332 5_SAO:N11 MS
& 400
g 200 A
ERRE
31000 3 5_SA0:N12 MS
g 500 ] M
2
E o
3 A0:N13 M:
2 2004 5_SAO:N13 MS
1]
=4
k9]
£ 03
§ 5_SA0:N14 MS
‘% 1004
c
L
£ 04
3 5_SAO:N15 MS
‘% 2004
=4
L
£ 03
2 200 5_SAO:N16 MS
g IOO’WWMWWWW\MMMWW
L
s 0]
3 5_SAO:N17 MS
“~ 200
]
=4
o WWM%WMWWW%
£ 03
i 5_SA0:N18 MS
41000 ]
2
L
s 0 R
31000 E 5_SAO0:N19 MS
7] 3 M A
g 500 e o
£ o0 =
21000 7 5_SAO0:N20 MS
4 500
2 —]
£ b e e e e e e e e e e e r— T f—T—T—T—T—T—T—T"T T 7T
22000 22500 23000 23500 24000 24500 25000 25500 26000 26500
m/z
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94, melléklet: Buza — 3. minta M/Z értékeinek kiértékelése lista nézetben

56000 ] 4645.0 Puski Balitus_Ex2_SA0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000
£2000] 35850 6824.1 13642.0
s 0 NN
i 1000 o 46445 Puski Balitus_Ex2_SA0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
ng)‘ 5009 ﬂ}\_
E o
34000 ] 3825.4 54145 Puski Balitus_Ex5_SA0:B11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000 30018 n\ JL 70066 9608.6 13335.0
2 ol oo, l A I .
=
i ] 3825.7 5414.7 96094 Puski Balitus_Ex5_SA0:C11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
;4000 70071 - 133358
$2000 7 Lo 8725.0L e
Z o I PR A I .. S . R R
3 ] 5414.8 Puski-Balitus-_Ex5-1-5-_SA0:D12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
,6000 o e
;‘4000 3825.5
9606.6
52000 L i L 6480.6 13270.0
Z 0 ) L M. e e M . N o P
3 54147 Puski-Balitus-_Ex5-1-5-_SA0:E12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
E i _
£.4000 38255
£2000 70045 9606.8 13334.4
E o
56000 4 5416.4 Puski-Balitus-_Ex5-1-2-_SA0:D11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
40004 3826.5
220004 6484.2 9609.9 13275.1
% 0 .Ll A AL PO P — -
gGDDO 4 38259 54155 Puski-Balitus-_Ex5-1-2-_SA0:E11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
"5 4000 —
g2000] | 1 ) L 7006.8 13331.9
£ o] oy N P R —
3 54143 Puski-Balitus-_Ex5-1-1-_SA0:D10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
<
£.4000 3825.2
£2000 [ 6479.9 9606.3
£ 4 ko di N
f,: x10% 54155 Puski-Balitus-_Ex5-1-1-_SA0:E10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 3825.9
g 059 9607.6
g ) :
£ 004 T B T — T T — — T
10000 20000 25000

95. melléklet: Buza — 3. minta M/Z értékeinek kiértékelése lista nézetben

358Buski Balitus_Ex2_SA0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

ZODANNWWWWWWW

o
L

60 Puski Balitus_Ex2_SA0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

El

s

P

2

]

=

3

= 40

g ZDAWWWWWWmWMWMMWM
£ o]

i ] Puski Balitus_Ex3838.2:B11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
4000 —

g 26090 5759, 3001.9 34182 I 40106

<2000 = 2883.0 - 31348 32791 34182 36962 ¢ “‘3883,0 40105 41261

E ol a A AT A ; / A

i ] Puski Balitus_Ex®834 §:C11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
;40007 26094 759 30025 3418.9 0113

£2000 i 759.7  2882.9 A 31350 32801 418, 36968 , [|3ss3g 40113 41267

£ o A P NN

3 Puski-Balitus-_Ex5-1-53838&D12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
540007 2608.8 3002.0

£2000 27593 28734 /\AL 31345 32947 34926 3696.5 3883 20107 41258

£ olaa S A A A

54000+ Puski-Balitus-_Ex5-1-53834 8:E12 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
< 2608.9 3002.0

£20007 T 27592 28734 31348 32788 34184 3696.6 38833 40107 4126.0

ZE o

34000 = Puski-Balitus-_Ex5-1-23834 8:D11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 2608.9 30025

£2000 T3 27599 28737 31344 320438 34929 36974 |\ [\3ssa3 4OLLT 41272

£ o Jpﬂ,u,fku A

3

Puski-Balitus-_Ex5-1-23838.9:E11 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

31358 320438 3494.0 36969 | (l3ss3s 40112 41264
A

-
£4000 30023
" 30023

N

‘:é 4000 Puski-Balitus-_Ex5-1-13g34@D10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
42000 ] 2608.6 30017 -
5 A 58l e | 3148 32040 34182 36964 | [|38832 40107 41258
=R N, NS ;i J - A A
26000 Puski-Balitus-_Ex5-1-13g389:E10 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
< 4000 2609.0 3002.2
£2000 27593 28733 I\J\ﬂ'\‘_ 3135.1 32049 3418.7 3696.9 38834 40113 41264
=) J\‘,h_,m‘ SUPSU VXVEDwS SRV, V. 5L SRS SO +yn S ONSY. YN SS SY, S - = _./\_m‘/\M O S
2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200
miz
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96. melléklet: Buza — 6. minta M/Z értékeinek kiértékelése lista nézetben

3 104 18 Tetel Buza 1_B1 081 MS, BaselineSubiggiyglgSasasieed
4 057 2899.3 31706 338838 3985.9 42724
g 094 A ” e o M A
S X104 - -
E 20070 2297.8 2450.4 2670.4 2815.0 18 Tetel Buza 47_C7 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
6 27 /= —_ 3045.3 3848.2 4527.1
£ of
S x1047 2669.8 18 Tetel Buza 24_B3 0:B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
< 6
< ¢ 2168.0 24105 2814.4
£33 ] ) > | | 30059 31741 33286  3554.3 37366 38856 4066.7 43308 45245 4675.1
S YT 21 Wl \,J\'wu\_,vJ L T Y TSSO Ny SV WU Y WS IS ST W W
g x10:< 2540.9 18 Tetel Buza 6_B5 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 2151.3 2297.3 - 2798.7 31412
g€ 2 T 2990.1 £ 33012 35001 37065 38849 40677 40752 45242 4681.0
£ 97 I W
S x104 2670.2 18 Tetel Buza 88_B7 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
S 47 22982 24510 T 2858 9846
- 20703 22982 . .
2 2] 29848 3156632950 .00 37376 30722 41680 45253
2 ol N S WOV W
560007 2480.1 18 Tetel Buza 91_B9 0:B9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 4 2064.1 2200.5 3566.6 3948.8
4 gggg 7202122005 53507 26662 20067 31369 3800.7 43392 46751
g 23507 26662 2906.7 31369 38097 4339.2 28061
£ 07
3 XlOZA 21515 25412 27002 18 Tetel Buza 20_B11 0:B11 MS, BaselineSubtracted, Smoothec
5 L] m 30281 31742  3399.9 3555.0 3885.4 44728 46816
2 _Aﬂ}\w”\.‘_ . AN Ao A N
£ 07
5 x104 27978 18 Tetel Buza 25_C1 0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
) 2150.8 27978
sS4 == 2409.12540.4 31554 4569.4
ﬁ == 34985 38837 4329.7 ==
= 9 I O S N
S X107 Tetel Buza 88_C3 0:C3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
& s063.0 22017 2669.62802.7 21757 217 36148 - g Y
g 21— 24808 -, 4 30139 | 382LT | 37377 38870 40021 42758 45258
g 0 eV AW Mol qu\JJ\“W"wJ\} (VLY Y Ny g ') P ST SOV WUV, 0 | N SRR, S VAU WSO ST \v\ S| D
g 33795 18 TegpbBeza 50_C5 0:C5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
£10009 50720 28774 3523.8 1 3
@ 20020 2676.3 3166.2 == 3880.0 4241.7 4388.9
g
= 0- T g g g g T g g g g T g g g g T g T g g T g g g g T
2000 2500 3000 3500 4000 4500
m/z

97. melléklet: Buza — 6. minta M/Z értékeinek kiértékelése lista nézetben

5 x10§< 5217.7 18 Tetel Buza 1_B1 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
= 9277.7 13615.7
@ 37709 6808.6 —_— - 15289.6
g " -
2 40%2670.4 18 Tetel Buza 47_C7 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5]
£ o
3 xlOé: 2669.8 18 Tetel Buza 24_B3 0:B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
[} 47 4715.7
E ool R
E 91 MM
3 X104 12669.6 18 Tetel Buza 6_B5 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g 4 [35001 52198
5]
"é. 914_ wh dy
3 X104 12670.2 18 Tetel Buza 88_B7 0:B7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
g 24 # 8225.79576.4
£ o il
36000 1 7585.2 18 Tetel Buza 91_B9 0:B9 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
54000 35668 45106 eae | 8480598346
£ 2000 —— 280 ) === 122118
£ o
3 XlOZA 2670.0 18 Tetel Buza 20_B11 0:B11 MS, BaselineSubtracted, Smoothec
g 2 38854 62823.4195
2.
3 X10% 27078 18 Tetel Buza 25_C1 0:C1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
S 91373
¢ 45694 7345.7 114392
E oW
5 x10%] 3614.9 18 Tetel Buza 88_C3 0:C3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
5 — 5220.6
2 2‘% | | R 74355
£ 04 Y YN S
= 4000 63326 18 Tetel Buza 50_C5 0:C5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
ug)' 2000 33795 47433 9565.011040.8 22050.8
£ oA
g g g T g g g g T T g g g T g g g g T g T g g T
5000 10000 15000 20000 25000
m/z

164



98. melléklet: Buza — 6. minta M/Z értékeinek kiértékelése lista nézetben

5 x104] 5814.8 18 Tetel Buza 1_B1 0:B1 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

" 3 5701.8 6808.6

g ! J’L_/L 63231 pdges 66002 T 69831 73520 19326

5 0

i 18 Tetel Buza 47_C7 0:C7 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

e AWWWW%WWM

2

7}

£ of

3 18 Tetel Buza 24_B3 0:B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

£.4000

@

£2000 | . f

P L S O NV UV SO S WY W S ]

i x104 6281.4 18 Tetel Buza 6_B5 0:B5 MS, BaselineSubtracted, Smoothed

g 05 AJL\ 5817.3

2 i

£ 00

36000 18 Tetel Buza 887%%% selineSu}g&a}?d, Smoothed

£4000 72374 Y Y558 3

g 2000 A\J\/\MWMMM\ MMM

E o

36000 18 Tetel Buza 91 B9 (07B89\8, BaselineSubtracted, Smoothed
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