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1.Bevezetés
Az amarilliszfélék (Amaryllidaceae) csaladja a Magnoliophyta

torzsbe, azon belill az egysziklieck kladjaba, a spargaviragiiak
(Asparagales)  rendjébe  tartozd6  ndvénycsalad. Szamos
Amaryllidaceae fajt kerti novényként is termesztenek, ezzel szemben
sok vadon termé veszélyeztetett vagy védett Europaban, példaul a
Magyarorszagon is védettnek szamito kikeleti hovirag (Galanthus
nivalis) (Farkas, 1999; Fay és Chase, 1996; Kiraly és mtsai., 2007,
Podani, 2014). Igy e fajok megbrzése természetvédelmi, és
konzervaciobiologiai szempontbol is fontos. Ezen nemzetségek
koziill 6t6t ismeriink kozelebbrél: az  Amaryllis  (amarillisz),
Galanthus (hovirag), Leucojum (t6zike), Sternbergia (vetdvirag),
Narcissus (narcisz) nemzetségeket. A novények megorzésére egyik
alkalmas modszer lehet az in vitro szovettenyésztés, mely jelenthet
kallusz (hegszdvet), sejtszuszpenzids €s protoplaszt tenyészeteket,
valamint ndvényregeneralasi és mikropropagacios eljarasokat. A
szovettenyésztési eljaras azon az elven alapul, hogy megfeleld
koriilmények kozott minden mar specializalodott ndvényi sejt képes
dedifferencialodas  soran  totipotenssé  valni, vagyis az
osztodoképességét visszanyerni, majd differencialatlan sejttdmeget
(kalluszt) és barmilyen szerv- vagy szdvettipust, akar egész ndvényt
is létrehozni (Dudits és Heszky, 2003; Razdan, 2003). A
kalluszosodas természetes és szintetikus citokinin és/vagy auxin

tipust  hormonokkal indukalhatd, mely tOobbszori atoltassal
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folyamatosan  fenntarthatdé  és  szaporithatd. A  ndvényi
szOvettenyésztési eljarasok alkalmazasaval nagyszamu in vitro
kultardkat hozhatunk létre, amelyek késdbb szerepet jatszanak a
faj/csiraplazma meg6rzésében és masodlagos anyagcsere termékek
létrehozasaban. Ez azt jelenti, hogy fenntarthatunk természetes
¢lohelyiikon megtalalhatd, tobbnyire védett fajokat, amelyek
biologiailag aktiv vegyiileteket képesek eldallitani, és laboratoriumi
koriilmények kozott is hatdanyagot termelni. Néhany fontos példa
erre a Galanthus elwesii, Leucojum aestivum és a sarga narcisz
(Narcissus pseudonarcissus) (El Tahchy és mtsai., 2011; Ivanov és
mtsai., 2012). Génbankot alapithatunk, amely farmakogndziai
szempontbol fontos ndvényeket tartalmaz. Az in vitro génbankok
szerepe jelentds, hiszen tenyészedényekben, kontrollalt koriilmények
kozott nevelhetiink és tarolhatunk egyedeket, melyek genetikailag
azonosak az eredeti ¢él6helyrél begylijtott ndvényekkel, és
farmakologiai szempontbdl is jelent6sek. A genetikai azonossag
azonban nem mindig biztositott a szOvettenyésztési eljarasok
alkalmazasa soran, hiszen a sok esetben hasznalt nGvekedés serkent6
hormonok, kiilonos tekintettel a 2,4-diklor-fenoxi-ecetsavra képesek
genetikai variabilitast okozni, ami konzervaciobioldgiai szempontbol
lényeges szempont (Dudits és Heszky, 2003). Az antioxidansokro6l
ismeretes, hogy fontos szerepet jatszanak az él6lények oxidativ
stresszel szembeni védelme soran. A ndvények antioxidans
védodrendszere rendkiviil sok alkoté elembdl tevddik Ossze, amely

Osszehangoltan képes egyiittmiikodni a szervezetet karositd
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szabadgyokokkel szemben, és biztositja a megfelelé miikodést. A
sejtek szamos antioxidans tulajdonsagu folyamattal vagy
molekulaval rendelkezhetnek. Ezek szdmszerti kimutatdsara egyre
nagyobb az igény, ennek megoldasara tobb analitikai eljarast
fejlesztettek ki. Az antioxidansok aktivitdsa a vizsgalt rendszerre
vonatkozo, 0OsszeS antioxidans vegylilet egyiittes szabadgyok
semlegesit6 (,,gyokfogd™) hatasat jelenti, jelen esetiinkben az in vitro
szovettenyésztéssel el6allitott novényi részekre vonatkoztatva (Blois,
1958; Brand és mtsai., 1995).

2.Célkitiizés

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

elsOként a szakirodalomban

b) Galanthus nivalis eredeti él6helyr6l begylijtott névények és
szovettenyésztéssel eldallitott regeneralt ndvények genetikai

variabilitas vizsgalata AFLP modszerrel



¢) Leucojum aestivum (nyari t6zike), Leucojum vernum (tavaszi
tdzike) szdvettenyésztési eljarasanak kidolgozasa és

ndvényregeneralas

d) Sternbergia lutea (6szi vetévirag) szovettenyésztési eljarasanak

kidolgozésa és novényregeneralas a szakirodalomban elséként

e) Novényi szovettenyészet gylijtemény (in vitro védett novények,
mas modellnévények pl Phragmites australis) bévitése és

fenntartasa a Debreceni Egyetem Novénytani Tanszékén

Az eredeti ¢él8helyr6l begylijtott szovettenyésztéssel eldallitott
genetikailag  azonos ndvényeink antioxiddns  aktivitdsanak

meghatarozasa:

f) nem enzimatkius antioxidans aktivitds kimutatasa: a teljes
polifenol tartalom meghatarozasa Folin-Ciocalteu (FC) modszerrel, a
szabadgyokoket semlegesitd aktivitis az ABTS (2,2'-azino-di-(3-
etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

gyokok gatlasanak mérésével

g) nativ poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) a peroxidiz és

katalaz enzimek aktivitasdnak kimutatisara



3. Anyag és modszer

3.1. A szovettenyészetek indukcioja

Szovettenyészeteket  indukaltunk  Galanthus nivalis  (kikeleti
hovirag), Galanthus elwesii (pompas hovirag), Galanthus woronowii
(Voronov-hévirag), Leucojum aestivum (nyari t6zike), Leucojum
vernum (tavaszi tdzike) és Sternbergia lutea (Oszi vetbvirag)
esetében. Mind a hat fajbdl a szovettenyészetek inditasa azonos
modszer szerint zajlott, melyet szakirodalmak alapjan terveztlink
meg (Bhagyalakshmi és mtsai., 1999; Chen és mtsai., 2005;
Darvishi és mtsai., 2006; Santos és mtsai., 1998). Gyokér, levél és
hagyma explantaitumokat probaltunk ki. A szdvettenyésztési
eljarasokat steril fiilke alatt hajtottuk végre. A ndvényeket €s azok
kiilonboz6 szerveit feliileti sterilezésnek vetettiik ala. Ennek soran, a
novényeket csapvizzel torténd atdblitést kdvetéen 30 percig
Domestos haztartasi fert6tlenitészer 10 v/v %-os oldataba aztattuk,
majd harom alkalommal tiz percig steril desztillalt vizzel atmostuk.
Ezt kovetden a hagymarol levagtuk a levelet és a gyokeret, majd a
hagyma husos alleveleket harom eltéréd auxin/citokinin aranyu
elegyet tartalmaz6 0,8% (w/v) Bacto-agart (Difco, Lawrence, KS,
USA). Difco-agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborg és mitsai.,
1968) és 2% (tdomeg/térfogat) szacharodzzal kiegészitett, Murashige
és Skoog alaptéptalajra (1962) -tovabbiakban MS*- helyeztiikk. A
tenyészeteket 14/10 6ra fény/sotét és 22 + 2°C/18 + 2°C

hémérséklet-perioduson neveltiik holég-sterilezett petricsészékben.



3.2.Galanthus nivalis szévettana

G. nivalis hajtas és kallusz darabok metszésével preparatumokat
készitettiink majd ezeket szovettani vizsgalatoknak vetettikk ald
mikroszkdp segitségével. A folyamat elsé 1épéseként 3.7%-0s
formaldehidben fixaltuk 16 6ran at a kallusz, ill. hajtasdarabokat,
majd 4 6ran at NaCl tartalmu foszfat pufferben (PBS) oldott 40%-0s
szacharozba aztattuk. Ezt kovetéen 30 mikrométer vastagsagu
metszeteket készitettink. A metszetek készitése, hajtas, illetve
kallusz darabokbol tortént, fagyasztdsos technikaval LEICA
Histoslide 2000 mikrotommal. A vizsgalatot egy OLYMPUS
PROVIS AX-70 tipusi fluoreszcens mikroszkop segitségével

végeztik.

3.3. A Galanthus nivalis tenyészetek genetikai variabilitas
vizsgalata

A kutatasok soran a DNS-polimorfizmus vizsgalatdhoz a PCR-
technikdn alapulé AFLP-moédszert (Amplified Fragment Length
Polymorphism) alkalmaztuk. Az AFLP protokolt a Vos és mtsai.
1995-ben kozolt cikk alapjan végeztilk. A restrikcids fragmentek
felszaporitasara egy lépéses PCR reakciot alkalmaztunk. A DNS
fragment mintazat detektalasa poliakrilamid gélelektroforézissel és

eziistfestéssel tortént.



3.4. Enzimatikus antioxidansok vizsgalata: gélelektroforézis és
gélfestés

3.4.1. Novénykivonatok készitése

Az enzimaktivitasok kimutatdsdhoz nyers novénykivonatokat
készitettiink. A ndvényi szdvettenyészetbdl szarmazd mintankhoz
polivinil-pirrolidiont (PVP) adtunk. A PVP mesterségesen el6allitott
anyag, amelyet a szervezet nem vesz fel. A fehér por vizben és
alkoholban olddodik. A vegyiilet kémiai szerkezetébdl adédoan mas
molekulakat szorosan magahoz kot; ezért els@sorban aromak és
vitaminok hordozé anyagént alkalmazzak. Esetiinkben a fenolokat
koti meg. Ezek utan 150 mM NaCl-ot (Reanal, Budapest,
Magyarorszag), 14,6 mM 2-merkaptoetanol (2-ME, Sigma-Aldrich)
10 mM Tris-HCI-t (Sigma-Aldrich) pH 8,0 (Schlereth és mitsai,
2000) tartalmazo6 pufferhez adtuk a ndvényi mintankat 2:1 aranyban.
Az izolalas soran jégben tartott eppendorf csovekben iivegbot és
kvarchomok segitségével dorzsoltiik el a mintainkat. Ezt kovetden
+4° C-on centrifugaltuk (Heraeus Biofuge) 10 percig 13000 rpm-en
(15000 xg fordulaton). A 10 pL feliliszonk fehérje tartalmat
Bradford mddszerével az oldatok 595 nm-en mérhetd fényelnyelése
alapjan  SHIMADZU UV-1601 tipusu spektrofotométeren
hataroztuk meg (Bradford, 1976). Kivonataink 3,5-4 mg ndvényi

anyagot tartalmaztak.



3.4.2. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A peroxidaz enzimek elvalasztasat Laemmli-féle 7,5%-0s nem-
denaturalé poliakrilamid-gélen vittik véghez (Laemmli, 1970). A
fehérje kivonatokat 7,5 % (w/v) poliakrilamid gélen futtattuk 4°C-
on, sotétben. Az elektroforézis és a mintapuffer puffer Gsszetétele
nem tartalmazott SDS-t. A pirogallol peroxiddzok kimutatasara a
nativ gélt inkubaltuk 1 érat 50 mM K,HPO, / KH,PO, pufferben (pH
=7,5), majd hozzaadtunk 20 mM pirogallolt és 5 mM H,0,-t és 15-
30 percig ugyanebben a pufferben aztattuk. Torma gydkér kivonatot
(Armoracia rusticana) hasznaltunk pozitiv kontrollként, amely
ismert kivald peroxidaz tevékenységérél (Hamid és Rehman, 2009).
A guajakol festés soran a géleket 30-60 percig inkubaltuk 10 mM
H,0,.0t tartalmaz6é 100 mM pH: 5,1-es, Na-acetat, pufferben. A
katalaz enzimek kimutatasara szolgaldo gélt 10 mM H,0,.0t
tartalmazo pufferben aztattuk 15 percig. Ezutan kalium-ferricianid
(KsFeCNg) és vas (III)-klorid hexahidratot (FeCls+6H,0) tartalmazo
oldatban 15 percig inkubaltuk. S6tétzoldre festett félt kaptunk ahol a
megjelend enzimsavok atlatszéoan tlinnek ki. A savokat lathato
fényen detektaltuk. Apré békalencse (Lemna minor) levél kivonatot

hasznaltunk pozitiv kontrollként (Petruska és mtsai., 2014).



3.4.3. A poliakrilamid gélek kiértékelése
A poliakrilamid géleken megjelend enzimsavok (,,band”-ek)
intenzitasat CpAtlas® gél elemz06 szoftver segitségével értékeltiik ki.
Az adatok éabrazolasdhoz Microsoft Office Excel 2007 és Systat
Sigma Plot 10.0 programokat hasznaltunk.

3.5. Nem enzimatikus antioxidansok vizsgalata

3.5.1.Polifenolmérés

Az Osszes polifenol tartalmat Singleton és Rossi 1965-ben leirt
modositott modszere alapjan mértiik (Grubesic, 2005;_Singleton és
Rossi, 1965). 25 mg liofilizalt (Christ Alpha 1-2 LD fagyasztva
szarito; Martin Christ, Osterode, Germany) névényi szévettenyészet
mintat poritottunk dorzsmozsarban, majd 30%-0s MeOH-ban
extrahaltunk (Disruptor Genie; Bohemia, NY, USA) 70° C-on
15percig. Ezt kovetéen a mintainkat centrifugaltuk (Heraeus
Biofuge) 10 percig 13000 rpm-en 15000 rpm fordulaton. A
felilluszonkat ezutan 8-szorosara higitott Folin-Ciocalteu (FC)
reagenst, 233 mM Na,COzot és 30%-0S MeOH-t tartalmazo
elegyhez adtuk. Galluszsavat alkalmaztunk standardként és a
novényi mintdk Osszes fenol tartalmat galluszsav ekvivalensben
(GAE), mg G DW fejeztiik ki (Jurij és mtsai., 2005). 720 nm
hullamhosszon, Shimadzu UV-VIS 1602  spektrofotométer
(Shimadzu, Kyoto, Japan) segitségével mértik a mintdk

abszorbanciajat.



3.5.2. DPPH és ABTS szabadgyok semlegesité (,,gyokfogé™)
aktivitas vizsgalat

A vizsgalatok soran a polifenol méréshez készitett névényi mintat
hasznaltuk fel. Aszkorbinsavat (AA) és a 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-2-karbonsavat (Trolox) hasznaltunk standardként. A
szabadgyok semlegesité aktivitast elsGsorban a 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-szulfonsav) gydk kation (ABTS * kation)
gatlasi vizsgalataval mértiik (Katalinic és mtsai., 2006; Miliauskas,
2004). 10 mg ABTS-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) 2,6 ml
bidesztillalt vizben oldottunk, ehhez 1,72 mg K-perszulfatot adtunk.
EtOH-val higitottunk, hogy az abszorbancia 0,7 koriil legyen, az
abszorbanciat 734 nm-en mértiik EtOH-al szemben. A gatlas
kiszamitasa szazalékosan a kovetkezd képlettel torténik: [(AO0-Aw) /
A0] x 100, ahol A0 az ABTS * kationt tartalmazé reakcidelegy
abszorbanciajat jelenti a 0. id6épontban és A o a 6. percben mért
abszorbancia. 0,01 g DPPH-t oldottunk 25 ml EtOH-ban, ebbdl
higitottunk, hogy az abszorbancia 0,900+£0,015 legyen. Az
abszorbanciat 515 nm-en mértik EtOH-al szemben. 6 perces
méréseket végeztiink. A gatlas kiszamitasa szazalékosan a kovetkezd
képlettel torténik: [(A0-Acwo) / AO] x 100, ahol A0 a DPPH gyokot
o a 6. perchen mért abszorbancia. A szabadgyokfogd és
peroxidaz/katalaz aktivitasok vizsgalatara, legalabb ot fliggetlen
kisérletet, és két parhuzamos mérést végeztiink minden ndvényi

minta esetében.
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4. Osszefoglalas és ij tudomanyos eredmények
Munkéank soran célkitiizéseink ko6zott szerepelt, hogy nodvényi

szOvettenyésztési eljarast dolgozzunk ki a, Galanthus nivalis,
Galanthus elwessi, Galanthus woronowii, b, Leucojum aestivum,
Leucojum vernum és ¢, Sternbergia lutea eredeti é16helyrél szarmazo

explantatumokbol.

a)Galanthus nivalis kallusztenyészeteket hoztunk létre 2 mg 1™ NAA
+1 mg I BA és 10 mg I NAA +1 mg I BA taptalajon hagyma
explantatumokboél. Ezeket tovabbnevelve a kalluszokon intakt, zold
hajtasok  jelentek meg, melyek stabil fenntartasahoz ¢és
tovabbtenyésztéséhez 2 mg 17 NAA +1 mg I' BA
hormonkombinéciét hasznaltunk. Hajtasképz6dés utan megndveltiik
BA tartalm( taptalajon megindult a hagymaképzés. Ezeket
tovabbnovesztve 2 mg I NAA +1 mg I'' BA tartalmi MS taptalajon
z061d hajtasos hagymat tudtunk regeneralni. Metszeteink és azokbol
készitett fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalataink bizonyitottak,
hogy gydkérképzédés szomatikus embriobol 10 mg 1" NAA +1 mg I
' BA majd 2 mg I “NAA 1 mg I BA hormonkoncentracién nevelt
hagyma explantitumok esetében volt jellemz6. G. nivalisbol
els6ként hoztunk Iétre embriogén kallusztenyészeteket (Resetar és
mtsai. 2014). A G. elwesii és G. woronowii hovirag fajok esetében a
G. nivalis tenyésztése soran tapasztalt megfigyeléseinket vettiik
alapul. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a G. woronowii esetében

magas auxin hatasu hormon koncentracio esetén gyokér és hajtasok
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képzodtek, késdbb ezeket 2 mg I' NAA+ 1 mg I' BA
hormonkoncentracion nevelve hagyma képzodott. A G. elwesii
szOvettenyésztése soran szintén alkalmazott taptalaj kombinacio volt
a 10 mg I'" NAA+ 1 mg I BA és 2 mg I NAA+ 1 mg I BA
hormon 6sszetételti MS* taptalaj, azonban az intenziv zold hajtas és
hagyma megjelenése hosszu tavii atoltasok soran 2 mg 1 NAA+ 2
mg I TAA, tehat csak auxin hormon tartalmi taptalajon kovetkezett
be. Els6ként hoztunk Ilétre G. woronowii tenyészeteket.
Megallapithattuk, hogy kiemelkeddé ndvekedési produkciora képes

novényeink alkalmasak késébbi antioxidans vizsgalatok elvégzésére.

b) A G. nivalis szovettenyészetekkel kapcsolatos AFLP
eredményeink nem mutattak genetikai variabilitast az Gshonos
novények és a szdvettenyésztés soran eldallitott novények kozott.
Védett, vagy veszélyeztetett nGvények in Vvitro szaporitasa esetén a

genotipus megdrzése kiilondsen fontos.

¢) Leucojum aestivum és L. vernum esetében is a magas auxin-
alacsonyabb citokinin tartalmi hormonkombinaciot alkalmazva volt
sikeres a kalluszindukcio. Tavaszi tozike esetében 2 mg I NAA+ 1
mg I BA tartalmi taptalajokon a hajtasok, azokon hagymak
megjelenését figyeltiilk meg, embriok megjelenését nem tapasztaltuk.
A L. vernum fiatal hajtasokat athelyeztiik 2 mg 1" NAA 2 mg I IBA
novekedést serkenté hormon Osszetételli taptalajra, amelyen a
hagymak tovabb novekedtek és gyokerek differencialodtak. A nyari

tézike esetében pedig az embriogén kallusz mellett a gyokérzet
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kialakulasat is meg lehetett figyelni 2 mg 17 NAA tartalmu
taptalajon. A novényregeneralasi kisérleteink soran in vitro hagymat
tudtunk létrehozni és gyokérképzést indukalni a mar meglévd
kalluszainkon n6vé hajtasainkbol a nyari és a tavaszi tézike esetében
is. A kalluszokat tovébbtenyésztve azt tapasztaltuk, hogy
amennyiben az auxin (NAA) mellett a taptalaj citokinint (BA) is
tartalmazott, hajtaskezdemények fejlodtek.

d) Sternbergia lutea szovettenyésztése soran a 2 és 5 mg I NAA +1

mg I" BA tartalma tiptalajokon gyors novekedésii kalluszok

képzddtek, melyeken szomatikus embriokat lathattunk. Ezeket
tovabb passzalva 2 mg 1* NAA +1 mg I* BA taptalajon
levélkezdemények megjelenését figyelhettiik meg. Els6ként hoztunk
létre S. lutea szdvettenyészeteket. Az altalanos szabaly szerint, ha a
taptalajban az auxinok és citokininek aranya kiegyenstlyozott, a
fiatal szovetb6l differencidlatlan sejjtomeg (kallusz) jon 1étre.
Azonban, ha az auxin/citokinin arany nd, és az auxin koncentracioja
emelkedik a kalluszon gyokerek jelennek meg. Ha a citokinin
(Dudits és Heszky, 2003). Ezek a morfogenetikus valaszok jol
megfigyelhetéek G. woronowii és L. aestivum kulturak esetében,
ahol auxinok (NAA és IBA kombinalva a G. woronowii, és egyediili
hormonként a NAA L. aestivum esetében) citokininek nélkiil
fejtettek ki gyokereztetd hatast. A NAA ¢és a BA kombinacié a
hajtasok képzodését indukalta a L. aestivum vagy gyenge

gyOkerezteté hatast fejtett ki a G. woronowii esetében. Az IBA
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hormon alkalmazasa soran ismeretes, hogy elsegiti a
gyokérképzddést sok szovettenyészetben (George és mtsai., 2008).
Mivel az auxinok és citokininek is sziikségesek mindkét vegetativ
szerv normdlis differencidlédasahoz (Murashige és Skoog, 1962),
ezért valdszinli, hogy G. woronowii és L. aestivum kultirak is
tartalmaznak endogén citokinineket, melyek sziikségesek mind a
gyokér és a hajtastermeléshez is, igy egy auxin (pl NAA) egyediili
jelenléte a taptalajban, egyiitt az endogén citokininnel eldsegiti teljes
novény fejlodését. Azonban a L. vernum szovettenyésztése soran a
NAA alkalmazasa, mint egyediilli novekedésszabalyozd ¢és

kombinalva BA-val elésegiti a gyokeresedést.

e, Céljaink kozott szerepelt, hogy a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékének szdvettenyészto szobajaban talalhato
névénygyljteményt az Amaryllidaceae csaladbol szarmazoé in vitro
eléallitott védett novényekkel egészitsiik ki (Mathé és mtsai. 2012).
Kijelenthetjiik, hogy sikerrel jartunk.

f) Vizsgalatainkban, a tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy a
sikeresen elballitott in vitro novényeink képesek-e antioxidans
aktvitast mutatni. Gyodgyndvények esetében tudjuk, hogy a
novényben viszonylag nagy mennyiségben fellelhetd fenolos
vegyliletek altalaban korrelalnak a magas antioxidans aktivitassal
(Matkowski, 2008). Szamos tanulmany szamolt be a mi
kutatasainkba is bevont L. aestivum szovettenyésztésérdl (El Tanchy

és mtsai., 2011, Bogdanova és mtsai., 2009), azonban egyikiik sem
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vizsgélta antioxidans aktivitasukat. A G. reginae-olgae hévirag jo
példa az Amaryllidaceae csaladbol, ugyanis magas antioxidans
aktivitast sikeriilt kimutatni magas polifenol szint mellett, a fold
feletti szervekbdl és a hagymabol is (Conforti és mtsai., 2010). A G.
woronowii és S.lutea kultirak esetében (beleértve a S. lutea eredeti
hagymat, ami explantdtumként szolgalt a szovetkultirahoz), magas
polifenol tartalom parosult magas ABTS * kation ,,gyokfogo”
aktivitassal, mig a L. aestivum tenyészetekben alacsony
szabadgyokfogo aktivitas volt kimutathato volt annak ellenére, hogy
a polifenol-tartalma ezen mintdknak magas volt. Osszefoglalva
elmondhat6, hogy bar szovettenyésztési feltételek esetében ismert,
hogy megvaltoztatjdk a szekunder metabolit termelést és az
antioxidans aktivitast (Matkowski, 2008), az ebben a vizsgalatban
részt vett kultarak képesek voltak megOrizni viszonylag magas
antioxidans aktivitasukat. A természetes auxinok jelenléte fontos az
antioxidans aktivitds megbrzése szempontjabol a névény szamara
(Chaabani és mtsai., 2015), az altalunk hasznalt NAA azonban egy
szintetikus auxin. NAA és BA hormontartalmu taptalaj minden
kultura esetében eldfordult, ekkor magas szabadgyok semlegesitd
aktivitas volt kimutathat6, amikor NAA-t hasznaltunk, mint egyediili
novekedés szabalyozot (a két Leucojum faj esetében), nem
beszélhettiink magas aktivitasrdl, igy a BA, egy citokinin, 0igy tlinik,
novelni képes az ABTS * kation gyok befogd aktivitast.
Vizsgélatainkbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a

szovettenyészeteink antioxidans aktivitisa fiigg a fajoktol
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(genotipus), nem pedig a tenyészetekben kialakuld, regeneralt
szovetek tipusatol. Nativ tavaszi tézike virdgok és viraghagymak
viszonylag alacsony antioxidans aktivitassal rendelkeznek, mint
néhany brit gyogynévény (Mantle és mtsai., 2000). Ezzel szemben, a
mi eredeti L. vernum levélmintdinknak magas szabad gyokfogd
aktivitasa volt . A fenti vizsgalatok azt mutatjak, hogy a masodlagos
metabolit tartalom erésen genotipus és szervfiiggd (explantatum

fiiggd) akar egyetlen faj esetében is.

A DPPH gydk mérésének elénye, hogy kereskedelmi forgalomban
kaphatd és igen stabil, de er6sen fény-, oldoszer-, pH -és
oxigénfiiggd is (Cao és Prior, 1998). A mi esetiinkben nem ez a
modszer mutatta a legjobb szabadgyok semlegesitd aktivitasi
értékeket. Mintaink DPPH gyok megkdtési képessége alacsony volt.
Szbvettenyészeteink koziil a 2 mg 1" NAA+ 1 mg I BA taptalajon
nevelt S. lutea szomatikus embri6 eredetli regeneralodott

hajtasainknak volt a legmagasabb értéke, amely kozel 40%-0s Volt.

g) Tobb szovetkultira esetén voltak eltérések a szabadgyokfogd
aktivitas és a peroxidaz tevékenységek kozott. A legszembetiindbb
példa a G. woronowii és S. lutea, ahol az embriogén kallusz és a
regeneralt hajtasok is kivald szabadgyokfogd  aktivitdssal
rendelkeztek, mig az enzimatikus antioxidans (pirogallol
peroxidazok) tevékenysége alacsony, vagy nem kimutathato.
Szakirodalom szerint azonban, a nem enzimes antioxidans reakciok,

mint az ABTS * kation gatlasi vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
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,,Zyokfogd” képesség a valtozatos oxigéngyokok révén (Katalinic és
mtsai. ,2006; Miliauskas és mtsai. ,2004), és az enzimes antioxidans
vizsgalatok, mint a peroxidaz aktivitdis mérése, nem mindig
korrelalnak egyméssal. gy a G. woronowii és S. lutea esetében kis
molekulatdmegti vegyiiletek (polifenolok), és nem enzimatikus
antioxidansok voltak felel6sek a magas antioxidans aktivitasért. A S.
lutea és L. vernum tenyészetek esetében a guajakol peroxidaz
aktivitasok 2-ME nélkiili kivonatok esetén viszonylag magasak
voltak. Mivel a 2-ME-r6l ismert, hogy gatolja bizonyos peroxidazok
aktivitasat (Chanwun és mtsai.,, 2013), ezt a vizsgalati eljarast
elvégeztiik 2-ME jelenlétében és hidnyaban is. A spektrofotometrias
vizsgalat azt mutatta, hogy a 2-ME kifejezetten gatlo hatassal volt a
guajakol peroxidaz aktivitasokra, szemben a pirogallol-peroxidazzal.
Konkrét aktivitds (mM oxidalt guaiakol min™ mg protein™) 2-ME
hianyaban a S. lutea esetében 32,84%-a, és a L. vernum esetében
60,31%-a a torma kivonatok aktivitasanak. Azt azonban
elmondhatjuk, hogy minden Amaryllidaceae szovettenyészet,
peroxidaz aktivitasa jelentdsen alacsonyabb volt, mint a kontrollként

ismert torma gyokeér kivonatanak enzimaktivitasa.

A katalaz enzim nem igényel semmilyen szerves koszubsztratumot a
H,0, lebontasadhoz. Aktivitasat kozvetleniil meghatarozza a jelenlévo
H,0, koncentracié (Choen és mtsai., 1970; Lang, 1998; Smirnoff,
2005). Kisérleteinkben, a szovettenyészeteinkben a katalaz enzim
aktivitas kozel azonos értékeket mutat, vagy magasabbat az eredeti

¢léhelyrél begytijtott novényeinkhez képest, ahogyan a L. vernum 2
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mg I" NAA taptalajon nevelt mikroszaporitott névényi mintank
esetében is. Azonban ezek az értékek messze elmaradnak a L. minor
vagyis a pozitiv kontroll mintanktol. Ami arra enged kévetkeztetni,
hogy az eredeti él6helyr6l begylijtott ndvényi mintdink és a

szOvettenyészeteinkben is a katalaz enzim aktivitasa alacsony.

A nem enzimatikus vizsgalatok alapjan a legmagasabb értékek a
kovetkezéképpen alakultak:

-Az 0sszes polifenol tartalom az eredeti ¢l6helyrdl begytijtott
novények esetében a S.lutea levél és L. vernum levél kivonatok
esetében volt a legmagasabb. Szovettenyészeteink koziil pedig a: G.
woronowii, szovettenyésztéssel eléallitott hajtis 2 mg 17 NAA+ 1
mg I BA taptalajon nevelve és a S. lutea embriogén kallusz 2 mg 1™
NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelve érte el a legmagasabb értéket.
-ABTS * kation gatlas TEAC értékre vonatkoztatva két kultira
esetében mutatott magas antioxidans aktivitast a G. woronowii és a S.
lutea szovettenyészetek esetében 2 mg 17 NAA+ 1 mg I* BA
hormont tartalmazo taptalajon. Eredeti él6helyrél begytijtott
novényeink esetében a legmagasabb értéke a S.lutea levél és L.
vernum levél kivonatoknak volt.

-Mintaink DPPH gyok megkotési képessége alacsonynak bizonyult,
egyediil a szovettenyészeteink koziil a 2 mg I'* NAA+ 1 mg I BA
taptalajon nevelt S. lutea szomatikus embrid eredetli regeneralddott
hajtasainknak volt magasabb értéke, amely kozel 40%-0s volt.

-Tehat a legmagasabb nem enzimatikus antioxidans aktivitast az

eredeti él6helyrdl szarmazo novényeink koziil a S. lutea levélben és
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a L. vernum levélben mértiik. Szovettenyészeteink koziil pedig S.
lutea és a G. woronowii 2 mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon

létrehozott ndvényeinknek volt a legmagasabb aktivitasa.

Az enzimatikus antioxidans aktivitds vizsgalatok alapjan a
legmagasabb értékek a kovetkez6képpen alakultak:

-A pirogallol-peroxidaz enzimaktivitas a szovettenyészetek koziil a 2
mg I NAA+ 1 mg I BA taptalajon nevelt S. lutea kalluszok esetén
volt a legmagasabb, de Gsszehasonlitva jelentésen alacsonyabb volt,
mint az A. rusticana gyokér kivonat esetében. A nem enzimatikus
antioxidansok vizsgalatanal jol szerepld S.lutea levél esetében
azonban nem volt kimutathat6 és a L. vernum levél esetében nagyon
alacsony volt.

-A guajakol-peroxidaz enzim aktivitisa az Gsszes szovettenyészetben
és eredeti él6helyrél szarmazd ndvényben alacsony vagy nem
kimutathat6 volt.

-A katalaz enzim esetében a legmagasabb aktivitas értéket a
szdvettenyészetek koziil a L. vernum 2 mg I'* NAA téptalajon nevelt
mikroszaporitott novény érte el. A tobbi szovettenyészeti minta ettél
messze elmaradt, valamint az eredeti élohelyrél szarmazd mintaink
kozil is csak a G. woronowii levél és L. vernum hagyma mutatott
aktivitast.

Uj tudoményos eredmények:

1.A G. woronowii és S. lutea szdvettenyésztése ebben a kutatidsban
valdsult meg elészor. A G. nivalis esetében, pedig el6szor irtunk le
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kallusztenyészeteket szomatikus embriokbdl (Resetar és mtsai.,
2014).

2.Négy fajbol (G. woronowii, L. vernum, L. aestivum, S.lutea) in
vitro 1étrehozott novények antioxidans aktivitasat els6 alkalommal
nekiink sikeriilt elemezni és a természetben talalhatdo egyedekkel
Osszehasonlitani.

3. Leucojum aestivum és a Sternbergia lutea esetében szomatikus
embriokbol neveltiink hajtasokat vagy teljes novényeket. Ezzel
szemben, in vitro hajtasokat vagy egész novényt lehetett eléallitani
Galanthus woronowii és Leucojum vernum explantaitumokbol
szomatikus embrid képzddése nélkiil.

4.A fenti in vitro tenyészetekben els6ként mi irtuk le az antioxidans
aktivitasokat. A vizsgalataink soran bebizonyitottuk, hogy az in vitro
tenyészetek jo szabadgyok semlegesitd aktivitasukat megodrzik, az
explantaitum forrasként hasznalt eredeti élGhelyrdl szarmazo
novények kiilonbozo szerveivel ezek az aktivitasok 6sszemérhetoek.

5. A G. woronowii és a S. lutea kultarak, a magas nem-enzimatikus
antioxidans aktivitasuk kapcsan, farmakologiai célokra potencialisan
felhasznalhatoak, amely tovabbi kutatasokat helyez kilatasba.

5.Ké6szonetnyilvanitas
Koszonetet szeretnék nyilvanitani témavezetomnek: Dr. Mathé

Csabanak a sok hasznos gyakorlati és elméleti tanacsért, Dr. Mikoné
Dr. Hamvas Martanak, Dr. Demeter Zitanak, Freytag Csongornak,
Kalydi Fruzsinanak és Juhasz Gabriella Petranak, hogy munkajukkal

segitették a dolgozat 1étrejottét. Koszonetemet szeretném kifejezni

20



Dr. Mészaros Ilonanak, Dr. Vasas Gabornak, Dr. Gonda Sandornak,
Dr. Suranyi Gyulanak, Dr. Papp Laszlonak, Dr. Mosolygo-Lukacs
Agnesnek, Dr. Molnar V. Attilanak, Garda Tamasnak, Mizsei
Edvardnak, Barabas Evanak, Szabé Katalinnak, Barna Erzsébetnek
és a SOTE Farmakognézia Tanszék munkatarsai koziil Prof. Dr.
Sz8ke Evanak, Dr. Balazs Andrednak és Dr. Ficsor Emesének a
nélkiilozhetetlen szakmai segitségéért, a Novénytani Tanszék
minden dogozbdjanak, szakdolgozojanak a segitékészségéért ¢Es
egyiittmikodéséért, a sziileimnek, és a férjemnek, hogy tamogattak a

tanulmanyaimban, a munkamban.

A disszertacio a Kereskedelmi Bank Rt. altal 1étesitett, és a DE TEK altal
gondozott Universitas Alapitvany tdmogatasaval, és Debreceni Egyetem
Tehetséggondozd Program (DETEP) segitségével johetett létre, melyek
lehetdve tették a kisérletek elvégzéséhez sziikséges vegyszerek €s eszkdzok

beszerzését.

21



English summary

1. Introduction

Nowadays, basic knowledge on nature is important for the education
of future generations. This dissertation deals with tissue cultures of
the Amaryllidaceae family, in particular the Galanthus, Leucojum
and Sternbergia genera. For Amaryllidaceae in vitro culture methods
were developed for a significant number of endangered and
economically important taxa. Several of them may serve as sources
for pharmacologically important compounds (alkaloids, lectins) as
well. The aim of this study was to produce tissue cultures capable of
efficient plant regeneration from European naturally occurring
protected and/or pharmacologically important Amaryllidaceae
species, and to test them for antioxidant activities in order to select
tissue cultures that scavenge efficiently oxygen radicals. Bulb
explants were collected from Galanthus nivalis, G. elwesii, G.
woronowii, two Leucojum species and Sternbergia lutea- G. nivalis
and Leucojum species being Hungarian isolates. Mostly o-
naphthalene acetic acid (NAA) and benzyladenine (BA) were used
as growth regulator combinations for the induction and maintenance
of tissue cultures and further antioxidant activity studies. Total
phenolic content, % inhibition of ABTS radical (ABTS*) cation,
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DPPH inhibition, peroxidase and catalase enzyme activities on
native polyacrylamide gels were studied and showed differences
between cultures. We also aimed to study the genetic polymorphism

of G. nivalis tissue cultures.

2. Aims of this study
a) to develop in vitro culture methods and plant regeneration from

Galanthus nivalis , Galanthus elwesii, Galanthus woronowii. G.
woronowii cultures and G. nivalis embryogenic calli were produced

for the first time.

b) to develop in vitro culture methods and plant regeneration from

Leucojum aestivum, Leucojum vernum

c) to develop in vitro culture methods and plant regeneration from

Sternbergia lutea for the first time

d) analysis of genetic polymorphism of G. nivalis tissue cultures

e) to broaden the plant tissue culture collection at Department of

Botany, University of Debrecen

f) determination of phenolic contents and free radical scavenging
capacities of the above tissue cultures. Total phenolic content was
assayed by a modified Folin-Ciocalteu (FC) method, free radical

scavenging capacities were assayed with the aid of: ABTS (2,2"-
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azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulphonic  acid), DPPH  (1,1-
diphenil-2-picrylhydrazyl).

g) to assay the activities of enzymatic antioxidants (peroxidases and
catalases) of the above tissue cultures on native activity

polyacrylamide gels.

3. Materials and methods

3.1. Establishment of tissue cultures

Leaf, root and bulb scale explants from G. nivalis, G. elwesii, G.
woronowii, L. aestivum, L. vernum, S. lutea were surface sterilized
for 30 min. with 10% (v/v) Domestos solution, followed by three
washes with sterile ion- exchanged water. Explants were placed on
culture media consisting of MS basal medium (Murashige Skoog,
1962) supplemented with Gamborg’s vitamins (Gamborg et. al.,
1968) 2 % (w/v) sucrose (Molar, Budapest, Hungary), 0.8 % agar
(Difco, Lawrence, KS, USA) and growth regulator combinations
involving a-naphthalene acetic acid (NAA), indole-3-butyric acid
(IBA) and indole-3-acetic acid (IAA) as auxins and benzyladenine
(BA) as a cytokinin. In general, 2-4 explants were transferred to Petri
dishes containing culture media solidified with 0.8 % (w/v) Bacto-
agar (Difco, Lawrence, KS, USA). Physical conditions of in vitro
culture were 14/10 (light/dark) photoperiod (white fluorescent light,
10 umol m? s) with temperatures of 22/18 + 2°C. Regeneration

potential of tissue cultures was evaluated after 32-38 days of
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subculture in at least five independent experiments, followed by their

analysis for antioxidant capacities.

3.2. Method of microscopical analysis of G. nivalis tissue cultures
For microscopical analysis tissues were fixed overnight in 3,7% (v/v)

formaldehyde in phosphate buffered saline (PBS). After fixation,
samples were washed with PBS and placed in 40% (wi/v) sucrose for
16 h to protect tissues during freeze sectioning. Tissues were
embedded in TBS tissue freezing medium (TBS, Durham, NC,
USA). Sections of 10-15 mm thickness were made by a Leica Jung
Histoslide 2000 microtome (Leica, Nussloch, Germany). Sections
were collected in PBS. Sections of embryogenic calli or regenerated
shoots/ plants of 15-20 um thickness were examined under bright-
field with an Olympus Provis AX-70 (Olympus, Tokyo, Japan)
fluorescence microscope. Autofluorescence of cell walls was

examined at 320-360 nm excitation wavelengths.

3.3. The analysis of genetic polymorphism of G. nivalis tissue
cultures

The amplification of fragments from restriction digestion was
performed by one-step PCR reaction. The detection of DNA
fragments has occurred with polyacrylamide gel electrophoresis and
silver staining. Az AFLP procedure was performed following Vos et
al. (1995).
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3.4. Peroxidase and catalase activity gels

The activity of peroxidase and catalase was assayed on
polyacrylamide gels. Enzymatic H,O, scavenging (peroxidase)
activities were analyzed on native 7.5 % polyacrylamide gels. Crude
enzyme extracts of plant tissue samples were prepared in a buffer
containing 150 mM NaCl (Reanal, Budapest, Hungary), 14.6 mM 2-
mercaptoethanol (2-ME, Sigma-Aldrich) in 10 mM Tris-HCI
(Sigma-Aldrich) pH 8.0 (Schlereth et.al., 2000). Buffers were added
at a 2:1 buffer: tissue FW ratio. After repeated centrifugations at
15,000 rpm with a Heraeus Biofuge, the protein contents of 10 pL of
supernatants were checked with the Bradford method (Bradford,
1976) followed by their loading onto the gels. Each sample
contained 3.5-4 mg (FW equivalent) of plant material. Guaiacol
peroxidase activity gels were prepared and analyzed (Demeter et. al.,
2010). For the detection of pyrogallol peroxidase bands, native gels
were incubated in 50mM K,HPO,/KH,PO, buffer, pH 7.5, then
stained for 15-30 min in the same buffer containing 20 mM
pyrogallol and 5 mM H,O,. The oxidation product (purpurogallin)
was detected as a pattern of dark-brown coloured bands. Root
extracts of horseradish (Armoracia rusticana) known for high
peroxidase activities (Hamid et. al., 2009). were used as positive
controls. Their activity was considered as 100% and all activities of
Amaryllidaceae tissue cultures were compared to this value.
The gel for the detection of catalase enzymes was incubated in 10

mM H,0, and 50 ml water for 15 minutes, then incubated for 15
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minutes in a solution containing potassium ferricyanide -
Ks[Fe(CN)g]- and iron (I11) chloride hexahydrate (FeCl;.6H,0). We
obtained a dark green coloration where the enzyme activity bands
appeared. Bands were detected in visible light. Native gels for
catalase showed high activities for Lemna minor shoots used as

positive controls (Petruska et al., 2014).

3.5. Data analysis
Gels were analyzed with the aid of CP Atlas® software. Total band

intensities were calculated on the basis of peak areas given by the
enzyme activities, then plotted with the aid of Systat Sigma Plot 10.0

® software.

3.6. Total phenolic content and free radical scavenging activity

For the determination of phenolic contents and free radical
scavenging capacities, samples of tissue cultures were lyophilized in
a Christ Alpha 1-2 LD freeze dryer (Martin Christ, Osterode,
Germany) and extracts were prepared in 30 % (v/v) methanol.
Samples were incubated in a waterbath for 15 min at 70 °C for
improving the efficiency of extraction, then subjected to prolonged
tissue disrupting with a Disruptor Genie (Bohemia, NY, USA) and
centrifugated (15,000 rpm, Heraeus Biofuge), then supernatants were
used. This method was efficient as proven by the absence of
polyphenols after a second extraction from the same lyophilisate. For
the photometric procedures presented below (assay of total phenolic
content and ABTS*/DPPH* inhibition), the ratio between samples
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and 30% methanol was set up to obtain a supernatant containing 25
mg DW mL™ plant material. These supernatants were used for
spectrophotometric assays- where each ml of reaction mixtures
contained 0.5 mg DW of plant material for achieving the most
accurate results. Total phenolic content was assayed by a modified
Folin-Ciocalteu (FC) method as described (Singleton and Rossi,
1965; Grubesic et. al.,2005). Briefly, 8-fold diluted FC reagent and a
final concentration of 233 mM Na,CO3 was used in the assay. A7y
of samples was measured with a Shimadzu UV-VIS 1602
spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) and this photometer
was used for the assay of free radical scavenging capacities as well.
Gallic acid was used as standard and total phenolic content of plant
samples was expressed as gallic acid equivalent (GAE), mg g™* DW.
Free radical scavenging activity was measured by the 2,2’-azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation (ABTS*
cation) inhibition assay as described (Miliauskas et al., 2004;
Katalinic et al., 2006). ABTS was purchased from Sigma-Aldrich,
St. Louis, Mo., USA. Briefly: for the ABTS* cation inhibition,
ABTS radical was produced with potassium persulfate (K,S,0g) and
the solution diluted with ethanol to reach an A;3, value of 0.7. Plant
samples were added thereafter. The percentages of radical inhibition
were calculated according to the following formula: [(Aq.AL)/Aq] X
100, where Aq is the absorbance of ABTS* cation at the start of the
scavenging reaction and A, is the absorbance at the 6™ minute of the
reaction.  Ascorbic acid (AA) and  6-Hydroxy-2,5,7,8-
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tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) were used as
standards. AA equivalents and Trolox equivalent antioxidant
capacities (TEAC) were calculated, based on the extrapolation of
ABTS* cation inhibition values to the calibration curves of
standards. 0,01 g DPPH diluted with 25 ml EtOH to reach an Asgs
value of 0,9. The percentages of radical inhibition were calculated
according to the following formula: [(A¢.A,)/Ag] X 100, where Ay is
the absorbance of DPPH at the start of the scavenging reaction and

A, is the absorbance at the 6 minute of the reaction.

4. Summary of results

a)Galanthus nivalis callus cultures were created from bulb explants
on media containing 2 mg I NAA + 1 mg I* BAand 10 mg I'* NAA
+1 mg I BA. These calli developed intact green shoots after stable
maintenance and cultivation at a 2 mg I* NAA +1 mg I* BA
hormone combination. From these shoots, bulblets could be
regenerated on 2 mg I NAA +1 mg I"* BA containing, modified MS
medium. G. elwesii and G. woronowii callus cultures were created
from bulb explants on 2 mg I* NAA +1 mg I BA and 10 mg I
NAA +1 mg I BA containing media. G. elwesii calli produced
intense green shoots with bulblets during long-term subculture on 2
mg I NAA + 2 mg I"* IAA, thus a medium containing only auxin

hormone was used. In case of G. woronowii callus at high auxin
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concentration roots and shoots were formed, the whole plants
produced bulblets on a later stage on 2 mg I NAA +1 mg I™* BA.

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

¢) For Leucojum aestivum and L. vernum lowering auxin content of
media was successful in callus/culture initiation and maintenance.
For spring snowflake 2 mg I NAA +1 mg I BA containing medium
resulted in shoot and bulblet formation. When young shoots were
transferred to 2 mg I* NAA +2 mg I IBA containing medium, the
bulbs have continued to grow and roots differentiated. For summer
snowflake next to the callus formation, whole plant formation with a
complete root system, was observed in the presence of 2 mg I"! NAA
d) During the initial tissue culturing of Sternbergia lutea on 2 mg I"*
NAA and 1 mg I"* BA, embryogenic calli with shoot differentiation
were induced. Shoot multiplication was stimulated at 2 mg I NAA+
1 mg I* BA hormone composition.

e) f) In our studies, we looked further for plants produced in vitro
with potentially high antioxidant activity. High polyphenol content
coupled with a high cation ABTS * radical scavenging activity was
observed in the case of G. woronowii and S.lutea cultures, while the
cultures of L. aestivum had low free radical scavenging activity
although the polyphenol content of these samples was high. DPPH

radical scavening activity in our tissue cultures was low. Tissue
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culturing of Sternbergia lutea on 2 mg I* NAA and 1 mg I BA
resulted in the highest DPPH radical scavening activity. In
conclusion, although tissue culture conditions are known to alter
secondary metabolite production and antioxidant activity
(Matkowski, 2008), the cultures involved in this study were able to
maintain a relatively high antioxidant activity. From our
examinations it can be concluded that the antioxidant activity
depends on the species (genotype) and not the nature of in vitro
regenerated tissues.

g) There were differences between the free radical scavenging
activity and peroxidase activities of the tissue cultures examined. For
G. woronowii and S. lutea low molecular weight compounds
(polyphenols), and non-enzymatic antioxidants have been
responsible for the high antioxidant activity, rather than enzymatic
reactive oxygen scavengers. Spectrophotometric assay showed more
pronounced inhibition of guaiacol peroxidase activities by 2-ME,
than for pyrogallol peroxidase (data not shown). Specific activities
(mM oxidized guaiacol min™ mg protein™) in the absence of 2-ME
were 32.84% of horseradish extracts for S. lutea and 60.31% for L.
vernum. In the absence of 2-ME guaiacol peroxidase activity of S.
lutea and L. vernum extracts was relatively high. For each tissue
culture of Amaryllidaceae, pyrogallol peroxidase activity was
considerably lower than in the positive control - horseradish extract.
Native gels for catalase showed high activities for Lemna minor

shoots used as positive controls and low activities for our tissue
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cultures and native organs used as explants. Among tissue cultures,
the highest activities were detected in Leucojum vernum plants and
L. aestivum embryogenic calli grown on 2 mg I NAA. Low or no
activities were detected in G. woronowii cultures, L. vernum plants
grown on 2 mg I* NAA and 1 mg I* BA and Sternbergia lutea

cultures.

The highest polyphenol content and radical scavenging activity:
-High polyphenol content coupled with a high cation ABTS * radical
scavenging activity was observed in the case of G. woronowii and
S.lutea cultures, and S.lutea leaves, L.vernum leaves.

-DPPH radical scavening activity in our tissue cultures was low.
Tissue culturing of Sternbergia lutea on 2 mg I* NAA and 1 mg I
BA resulted in the highest DPPH radical scavening activity.

The highest peroxidase and catalase activity:

- The highest catalase activities were detected in Leucojum vernum
plants and L. aestivum embryogenic calli grown on 2 mg I* NAA.
Low or no activities were detected in G. woronowii cultures, L.
vernum plants grown on 2 mg I* NAA and 1 mg I* BA and

Sternbergia lutea cultures.
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Scientific significance of the results of this PhD thesis:

In summary, we have successfully created tissue cultures in six
Amaryllidaceae species. These cultures have potential significance in
terms of the gene bank in Central Europe and several of them being
endangered Amaryllidaceae species found in Europe. We analyzed
antioxidant activity for the first time in the four species (G.
woronowii, L. vernum, L. aestivum, S.lutea) of plants established in
vitro, and compared them to specimens found in nature. We
regenerated shoots or whole plants from embryogenic calli and
somatic embryos in Leucojum aestivum and Sternbergia lutea. In
contrast, in vitro shoots or whole plants could be produced from
Galanthus woronowii and Leucojum vernum explants without
somatic embryo formation. Tissue culturing of G. woronowii and S.
lutea was established for the first time in this study. In our studies we
provided evidences for the conservation of their excellent free
radical neutralizing activity. These activities are comparable with
various organs derived from the original habitats. The G. worronowii
and S. lutea cultures have the potential to be used for
pharmacological purposes because of their high non-enzymatic

antioxidant activity, however further investigations are required.
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