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I.BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

I.1. A dolgozatban vizsgalt levél metabolitok jellemzése

A levelekben taldlhatdé metabolitok jelentdsen befolyasoljak a novény egésze szédmara
meghataroz6 bioldgiai funkciokat. Ezek a mennyiségi valtozasok — mas élettani adatokkal
kiegészitve — fontos informaciot adhatnak a levelek fejlettségér6l, stresszélettani allapotarol.
Munkénk soran a fotoszintézishez nélkiilozhetetlen klorofillokkal és a novények stressz elleni
védekezésében is fontos szerepet jatszo fenolos vegyiiletekkel foglalkoztunk. Meghataroztuk
analitikai eljarasok segitségével a levelek teljes klorofill és teljes flavonoid tartalmat, illetve a
non invaziv mdédon meghatarozo optikai eljaras alkalmazasi lehetdségeit vizsgaltuk meg.

A novényélettani kisérletek sordn sokszor nagyszamu mintavételre van sziikség, a
hagyomanyos, levélkivonatok vizsgdlatan alapuld analitikai modszerek talsagosan
idoigényesek. Az elmult évtizedben tobbféle nem beavatkozo jellegli (non invaziv) eljaras
kertilt kifejlesztésre, melyek egyszeri és gyors kivitelezhetdségiik mellett azt is lehetdvé
teszik, hogy ugyanarrél a mintardl a kisérlet soran tobb kiilonb6z6 idépontban is lehessen
adatokat gylijteni. Munkank soran, kiilonb6z6 modell névények mintait felhasznélva, azt
vizsgaltuk, mennyire helyettesitheti a non-invaziv optikai eljardas a hagyomanyos,

levélkivonatokon végzett méréseket.

A dolgozatban bemutatott és tesztelt mérémiiszer a gyartd adatai szerint, a non invaziv
mérésekkel a levelek klorofill és flavonoid tartalmara jellemz6 klorofill- és flavonoid-index
értékeket ad meg. A levélkivonatokban a frisstomegre vonatkoztatott klorofill és fenolos
vegyiilet tartalom mellett, a teljes karotinoid és antocian tartalmat is megmértiik, igy a

bevezetdben ezeket a pigmenteket is attekintem.

I.1.1. Klorofillok és karotinoidok

A Kklorofillok a magasabbrendii novények kloroplasztiszaiban, azon beliil is a tilakoid
membranokhoz kotott pigment-protein komplexekben talalhatoak, klorofill-a vagy klorofill-b
formajaban. Mindkét tipust klorofill molekula négy pirrolgytriit tartalmaz, amelyek
egymassal 0sszekapcsolodva hozzédk 1étre a porfirinvazat.

A gylri kozepén egy Mg atom helyezkedik el, egyik karboxil csoportjahoz pedig egy hossza
szénhidrogénlanc, fitol kapcsolodik. A Klorofill-a és -b kdzott csak egyetlen kiilonbség van,
mig a klorofill-a-nal a II. pirrolgyiiriiben a harmadik szénatomhoz egy metil csoport

kapcsolodik, addig a klorofill-b-nél egy formil csoport (1.4bra).
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1.abra: AKlorofill-a és klorofill-b szerkezeti képlete
Az éabra forrasa: http://mattressessale.eu/tag/chlorophyll-b

CHLOROPHYLL &

Ez a szerkezeti kiilonbség eltérést okoz az abszorpcids tulajdonsdgokban (2. abra), ezért a
levélkivonatokban a teljes klorofill tartalmat két hulldimhossziisdgon mérve hatdrozzuk meg
(m.2.1.).

A levelekben a fotoszintetikus miikodés soran a klorofill molekulak fény hatasara gerjesztett
energia allapotba keriilnek ¢s ez az energia alakul 4t kémiai energiava.

A levelek klorofill tartalmat jelentésen befolyasoljak a fényviszonyok, €s a levél fejlettségi
allapota. A klorofill tartalom a szeneszcencia soran szabalyozottan csokkenhet, de stressz
koriilmények hatdsara még nem szeneszcens levelek is veszithetnek a klorofill tartalmukbdl.
Klorofill tartalmat csokkent6 tényez6 lehet tobbek kozott a magnézium- és a vizhiany, vagy a
nagy intenzitasi napfény hatasara bekovetkez6 a klorofill karosodas.

A levelekben eléforduld egyik legfontosabb kiséropigmentek a karotinoidok, amelyek minden
fotoszintetizald szervezetben megtalalhatdoak. Szerkezetiiket tekintve ezek 40 C-atomos
poliizoprének, melyek kettds konjugalt kotéseket tartalmaznak. Két f6 csoportra oszthatok:
karotinok (szénhidrogének) és a xantofillok (oxigént is tartalmazo karotinok). Tobbségiik a
sarga ¢és kék szinli tartomédnyban abszorbedlnak (2. é4bra). Energetikai kolcsonhatasba
kertilhetnek a klorofillokkal, igy a kiilonb6zd karotinoidok részt vesznek a fényenergia
klorofill felé torténd tovabbitasdban, de a fotoszintézis soran nem feldolgozhatd gerjesztési

energia elvezetésével a fotoszintetikus apparatus védelmében is.
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2.abra: A klorofill-a, klorofill-b és a karotinoidok abszorpcios tuladonsagainak szemléltetése.
Az éabra forrasa: http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lecturesfO4am/lect10.htm

1.1.2. Fenolos vegyiiletek: Flavonoidok és antocianinok

Okoldgiai és ndvénykortani szempontbol nagy jelentdségliek a fenolos vegyiiletek, melyek
bioszintézisét a 3. dbra mutatja be. A valtozatos bioldgiai funkciokban eléforduld sokféle
vegyiilet koziil a dolgozatomban két csoportot emelek ki, a flavonoidokat és az antocianinokat.
A flavonoidok nevii vegyiiletcsoport elnevezése Geissmantol ered, mely a latin ”flavus”(sarga)
szObol szarmazik. A csoport tagjainak hasonlé az alapvaza, melyhez hidroxil(-OH) és
metoxi(-CH30) csoportok kapcsolodnak. A ndvényekben szabadon vagy cukorhoz kotve,
glikozidok formdjaban fordulnak eld. A cukormentes flavonoidok az tigy nevezett agliikonok,

melyek glikozidaci6 soran vizoldhatova és stabilabba valnak.
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Figure 2. Simplified pathway of phenolic compound synthesis (adapted from Roland Douce, 2005) — Voie de synthése
simplifiée des composés phénoliques (d'aprés Roland Douce, 2005)

3.abra A fenolos vegyiiletek bioszintézise.
Az é&bra forrasa: Ewané és mtsai. (2012)

Az antocianinok vagy antocidnok a ndvényvilagban igen elterjedt vegyliletek, a novény
¢letében bekovetkezd voros €s sarga szinlivé valo atalakulas, ennek a pigmentnek kdszonhetd.
Az eddigiekkel eltéré modon az antocianinek feloldodnak a vakudlumokban, igy az altaluk
eldidézett szin érzékeny a fényre, hdmérsékletre és legfoképp a kémhatasra. Sziniiket a kozeg
kémhatdsanak megfelelden valtoztatjak, igy indikator jellegliek. Az indikatortermészet a
hidrogénion koncentracidé valtozas kovetkeztében vald elektronszerkezeti atrendezddésnek

koszonhetd, mert ekkor a fénnyel szembeni viselkedés is megvaltozik.

1.2. A pigment tartalom non-invaziv mérése
Az eclobbiekben taglalt vegyiiletek mennyiségi tartalmat, novényi kivonatokbol feltard
analizissel vizsgaljuk, léteznek azonban ugynevezett nem beavatkozo jellegii, vagyis non-

invaziv optikai eljarasok.

Ezek az eszk6zok a leveleken athatold, illetve onnan a detektorba visszajutd fényt mérik, igy
hatarozva meg a levelek klorofill tartalmat (Bilger és mtsai 1997). Ezeknek a klorofill
méroknek az eldnye a gyorsasag és a roncsolasmentes klorofill tartalom meghatarozas

(Marquard és Tipton, 1987; Pinkard és mtsai,2006). Az egyik ilyen eljaras a két voros és



ultraibolya gerjesztéfényt egyidejlileg alkalmazo, a klorofillok illetve a fenolos vegyiiletek

fluoreszcencidjan alapuld mérés.

Az altalunk alkalmazott optikai eljaras neve: Dualex, vagyis dualis exitacio, azaz kettds
gerjesztés (Gualas és mtsai, 2004). A mérés soran a 4.A. abran szemléltetett modon a
levéllemezt a mérdfej két oldala kozé illesztjiik; ugy, hogy a méré- illetve a fluoreszcencia
gerjesztéfény feliilrdl éri a mintat. Az atengedett mérdfény, illetve a gerjesztéssel kivaltott
fluoreszcencia fény intenzitasat a minta alatt elhelyezkedd detektorok mérik (Cerovic €s mtsai,

2012).
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4.4bra: A méréseink sordn alkalmazott Dualex miiszer (A) és az alkalmazott mérési
hulldhosszak bemutatasa (B).
Az abrak forrasai: https://www.interempresas.net/Horticulture/Articles/118519-Estimate-
content-nitrogen-in-leaves-cauliflower-methods.html
Az abra a késziilék leirasban (http://www.force-a.eu/an/dualex-plus.php) talalhaté séma
alapjan kertilt atrajzolasra

A késziilék az alabbiakban ismertetendd eljarasokhoz négy kiillonboz6 hullamhosszisagi
monokromatikus fényt hasznal az ultraibolya (UV), kétféle voros és infravords tartomanyban

(4.B. abra). Ezek koziil a levélszovet, az infravoros kivételével, valamennyi hullamhosszon

7


https://www.interempresas.net/Horticulture/Articles/118519-Estimate-content-nitrogen-in-leaves-cauliflower-methods.html
https://www.interempresas.net/Horticulture/Articles/118519-Estimate-content-nitrogen-in-leaves-cauliflower-methods.html

rendelkezik abszorpcidval, de ezeket kiilonbozd vegytiletcsoportok okozzak.

1.2.1. A Klorofill tartalom meghatarozasa:

A levélben talalhato klorofill molekulak abszorpcidja alapjan lehetséges a klorofill tartalom
becslése. A klorofillok a legtobb fényt a kék és a vords hulldmhosszon nyelik el, a zold és
sadrga tartomdnyban mar kisebb az abszorpcido, mig az infravorés hulldmhosszon

elhanyagolhat6 (2. dbra).

A mérékésziilék a 650 nm-es vords fényt hasznalja, mert ennek abszorpcidjat a levél karotin
tartalma nem befolyasolja (Vanyiné, 2008). A referenciaként hasznalt infravords 940 nm-es
fény a levélszovetben sokkal kisebb mértékben nyelddik el. A mérés 5. dbran szemléltetett
elve szerint minél t6bb voros fény nyelddik el a novény levelében, vagyis minél nagyobb az
infravords fény transzmisszioja a voroséhez képest, annal magasabb a levél klorofill-tartalma

(Vanyiné, 2008; Bullock és mtsai, 1998).
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5.abra: A Dualex miiszerrel torténé klorofill-tartalom meghatarozas alapelve.
Az abra a késziilék leirasban (http://www.force-a.eu/an/dualex-plus.php) talalhat6 séma
alapjan kertilt 4trajzoldsra és kiegészitésre.

1.2.2. A flavonoid-tartalom meghatarozas
A klorofill tartalom esetében hasznalt transzmisszidé mérés helyett a levél flavonoid
tartalmanak becslése fluoreszcencia méréssel torténik, azonban a klorofill jelenléte ebben az

esetben is kulcsfontossagu. Az eljaras alapja, hogy a klorofill molekuldk mind a 650 nm-es



vorés, mind pedig a 375 nm-es UV fényt elnyelik és mindkét gerjesztés kb. 680-700 nm-es
fluoreszcencia emissziot valt ki. Az UV fényt a levélben talalhatd fenolos vegyiiletek is
elnyelik, ezzel csokkentik az UV-gerjesztett klorofill fluoreszcencia emissziot (Goualas és
mtsai, 2004). igy a gyart6 altal ,.flavonoid index”-ként definialt mennyiség, vords és UV fény
altal kivaltott fluoreszcencia intenzitdsok aranya anndl nagyobb, minél tobb klorofilltdl eltérd
UV abszorbeal6 vegyliletet tartalmaz a levél (6. abra). Fontos megjegyezni, hogy az eljarassal
minden 375 nm-es fényt abszorbeald metabolit mérésre keriil. Bar ezen a hullimhosszon a
flavonoidok abszorpcidja jelentés mértéki, mas fenolos vegytiletek jelenléte is befolyasolja a

mérést.
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6.abra: A Dualex miszerrel torténé flavonoid-tartalom meghatarozas alapelve.
Az éabra a késziilék leirasban (http://www.force-a.eu/an/dualex-plus.php) talalhat6 séma
alapjan kertilt atrajzolasra és kiegészitésre.

A fentieckben vazolt, ,,dual excitation” elv alapjan torténé mérés soran varhatd, hogy annak
eredményét a tényleges klorofill, illetve flavonoid tartalom mellett befolyasolhatjak a
levélszovet optikai tulajdonsdgai €és a levélben taldlhatd mas, a mérésekben alkalmazott

megvilagitast elnyeld pigmentek jelenléte is.

II.CELKITUZESEK

Kutatasunk célja: a Dualex mérémiszerrel mérhetd értékek (klorofill- és flavonoid-index)
Osszehasonlitisa a hagyomanyos, levélkivonat készitéssel jaré analitikai modszerek

eredményeivel. Megvizsgaltuk:



e helyettesitheti-€ a non-invaziv optikai eljaras a laboratdériumi méréseket,

e kalibralhatoéak-e a Dualex mérések, vagyis atszamithatoak-e a fenti index paraméterek,

mennyiségi értékekre

e altalanos érvényiick-e a fenti vizsgalatok eredményei, mennyiben befolyasolja ezeket

vizsgalt a ndvény faja, kora, illetve mas pigmentek jelenléte a levélben.

A fentiek fontossagat az adja, hogy megfeleld mennyiségi kapcsolat megallapitadsa esetén, a
Dualex eljards valoban megfelelhet Stresszélettani kutatasokban elvart nagyszamua gyors

mérések elvégzésére.

I11.ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. A felhasznalt novényanyag ismertetése

Mérési paramétereinket harom novényi fajon vizsgaltuk: Gingko biloba (pafranyfenyd),
Euphorbia pulcherrima (mikulasvirag) és Vitis vinifera(bortermii sz616). A névényi anyag a
Pécsi Tudomanyegyetem SzOlészeti ¢és Borédszati Intézetének fajtagylijteményébdl ¢€s
Botanikus kertjéb6l szarmazik.

A Ginkgo biloba novény esetében a levelek szeneszcencia folyamatat kovettik végig. A
mérések szeptembert6l-novemberig zajlottak, egyazon névényen. A pafranyfenyé levelek
magas fenolos anyag tartalommal rendelkeznek, mint pl: flavonol-glikozidok, biflavonoidok
koziil: amentoflavon, bilobetin, ginkgetin, izoginkgetin (Lobstein és mtsai, 1991), ezaltal

kitiing kisérleti novény volt a flavonoid-index vizsgalatokhoz.

Az Euphorbia pulcherrima esetében a novény zold levelét és szines murvalevelét vizsgaltuk,
a mintaink ugyanazon novényrdl szarmaztak. A mikulasvirdg koztudottan magas antocian-
tartalommal rendelkezik (Asen S.,1958), igy e novény segitségével megnézhettiik, hogy ez az

UV abszorpcidval is rendelkez6 kisérépigment, mennyire befolyasolja a méréseinket.

A sz0616levél vizsgalatokat kiilonbozé fajtak Osszehasonlitasaval is kiegészitettiik, ami a
Novénybiologiai Tanszéken folyd kutatasok szempontjabol kiemelkedd jelentdségi.
Tizenharom kiilonb6ozé fajtat vizsgaltunk meg. A sz6l6 levélgyijtések nyaron és
szeptemberben zajlottak le, kiilondsképpen a korai szi idészakot helyeztiik el6térbe, mivel ez

az id6 alkalmas volt arra, hogy egyes szOl6fajtaknal mar a szeneszencia hatasait is
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vizsgalhassuk. A vizsgalt fajtakat Gigy valasztottuk, hogy koztiik tobbféle levélmorfologiaval
¢s genetikai hattérrel rendelkezok is eldforduljanak. Sz6l6 fajtdk a hdrom f6 szarmazési
csoport szerint :

- Vitis vinifera L. convarietas orientalis (keleti fajtak) Afuz ali, Irsai Olivér,

- Vitis vinifera L. convarietas pontica (balkani fajtak) Hdarslevelii. Kadarka, Piros furmint ,
Fehér furmint, Viltozo gohér , Piros gohér, Fehér gohér

- Vitis vinifera L. convarietas occidentalis (nyugati fajtak) Merlot, Olasz rizling, Koshu

sanjagu, V.candicans.

I11.2. Levélkivonatok analizise

A kivonatkészités elott a vizsgalandd leveleken, elészor a 6 levélerek kozotti teriileten a
Dualex (gyarto Force-A, Orsay, Franciaorszag) segitségével megmértiik a Klorofill- és a
flavonoid-indexet, ugyanazon a levélteriileten mind az adaxialis és abaxialis oldalon. Ezek
utan dug6furd segitségével eltavolitottuk azt 8mm atmérdjii részt, ahol az optikai mérés

tortént és ebbdl a levélkorongbol készitett kivonaton végeztiik a laboratoriumi méréseinket.

111.2.1. Klorofill és karotin tartalom meghatarozas

A levélkorongokat elészor analitikai mérleg segitségével lemértiik, majd 1 ml 99, 99%-os
metanollal mozsarban homogén A4llapotira dorzsoltik. Az igy elkészitett kivonatot
laboratoriumi asztali centrifugaval (Eppendorf AG 22331) szobahdmérsékleten 10 percen
keresztiil 1500-as fordulatszamon fugaltuk. A feliiliszobol automata pipetta segitségével 200
ul optikailag tiszta oldatot hasznaltunk fel fotométeres (UV-1800 SHIMADZU 240V IVDD)
pigment tartalom meghatarozasnal. Ezt az oldatot mérés elétt metanollal az Gtszorosére
higitottuk.

A klorofill és karotin tartalmat Lichtenthaler és Buschmann (2001) mddszerével hataroztuk
meg a levélkivonat 470, 653 és 666 nm-en mért abszorpcidja (A470nm, A653nm, A666nm)
alapjan. Ezeket az adatokat a levélmintak friss tomegére vonatkoztatva adtuk meg az aldbbiak
alapjan:

teljes klorofill tartalom = Kl-a + Kl-b

Kl-a: (15,65 x A666nm ) - (7,34 x A653nm )

Kl-b: (27,05 x A653nm ) - (11,21 x A666nm )

Karotin: (1000 x A470nm - 2,86x Kl-a 1,29 x Kl-b) / 245
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111.2.2. Teljes fenol tartalom meghatarozas

A flavonoid-indexszel jellemzett mennyiség vizsgalatdhoz a levélmintak teljes fenolos
vegyiilet tartalmat vizsgaltuk meg. Ennek tobb oka volt: egyrészt a flavonoidokon kiviil jelen
levé tobbféle mas fenolos vegyiilet jelenlétével fennalld lehetséges kapcsolatot . Masrészt
nem taladltunk a flavonoidok csoport vegyiileteit szelektiven, mas fenolos vegyiiletek
kizarasaval mennyiségileg azonosito,spektrofotométeres eljarast. Az irodalomban flavonoid
meghataroz6 modszerként hasznélatos eljarasrél korabban megéllapitast nyert, hogy tobbféle
nem flavonoid vegyliletre is érzékeny (Csepregi és mtsai 2013). Megjegyezziik, hogy a
kutatas folytatasaként elképzelheté az egyes flavonoidokat kiilon-kiilon azonosité, HPLC
eljaras alkalmazasa, ez azonban tilmutat a jelenlegi dolgozat céljain.

A fenoltartalmat Singleton és Rossi (1965) altal leirt spektrofotometriass médon, Folin-
Ciocalteu reagens segitségével hatarozzuk meg. Az eljaras alapelve, hogy a reagens a fenolok
hidroxid-csoportjaval kék szinli komplexet képez. Az oldat abszorbanciaja aranyos a kivonat
fenoltartalmaval. Az 6sszes fenoltartalmat galluszsavra vonatkoztatva hatdrozzuk meg

A sziikséges reagensek: metil-alkohol és desztillalt viz 1:1 aranya keveréke; Folin-Ciocalteu
reagens 1:10 aranyu higitasa; 6%-0s natrium-karbonat (Na,CO3) oldat; 0, 3 mM-os galluszsav
oldat (metil-alkohol és desztillalt viz elegyével higitva). A mérés el6tt a higitott galluszsavval
kalibracids gorbét készitiink. A minta Ossztérfogata 1100 pl, amely 500 pl Folin-Ciocalteu
reagensb6l, 50 pul MeOH-bol, 50 pl mintabol, (5 perc utan hozzaadott) 500 pl Na,COs
oldatbol all. Az oldatokat ezutan 90 percig s6tétben inkubaltuk, majd A=760 nm -en mértiik az
abszorbanciat, spektrofotométer segitségével (UV-1800 SHIMADZU 240V 1VDD).
Mintanként harom parhuzamos mérést végeztiink. A mért abszorbancidbdl a kalibracios gorbe

segitségével hataroztuk meg az 6sszes fenoltartalmat mg galluszsav/ml egységekben.

111.2.3. UV-abszorbeal6 pigmenttartalom

A teljes UV-abszorbeald pigmentek meghatarozasara a levélkivonatainkat 280-400 nm
hullamhosszon lemértiik spektrofotométer segitségével (UV-1800 SHIMADZU 240V IVDD),
majd az Excell programban abrazoltuk eredményeinket. Az abszorpcios gorbe alatti teriiletet
integraltuk, majd a friss levéltomegre vonatkoztatva adtuk meg az értékeinket. (Mirecki és
Teramura, 1984).

Ugyanigy jartunk el az UV-A és UV-B abszorbedld pigment kiszamitasanal is. Kiilonbség a
megmért hulldmhossz tartomanyban van, mig UV-A meghatidrozdsnal a 315-400 nm-es
tartomanyt, addig UV-B abszorbealé pigmentnél a 280-315 nm-es tartomanyt integraltuk.
(Majer és mtsai, 2014)
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111.2.4. Antocian tartalom meghatarozas

Az antocian tartalom meghatarozasahoz Giusti és Wrolstad (2001) moédszerének modositott
valtozatat hasznaltuk. Ehhez a levélkivonatok abszorpcios spektrumat vettiik fel el6szor
semleges, majd alacsony pH-n. Utobbit 2 ul 3, 7 % soésav hozzaadasaval értikk el. Az
antocianokra jellemzd, alacsony pH-n 530 nm koriili maximumal rendelkezé abszorpcios
savot a goOrbe alatti teriilettel jellemeztilk, amihez a semleges pH-n mért spektrumot
hasznaltuk referencianak.

111.2.5. Az adatok értékelése

Az adatainkat Excell program segitségével dbrazoltuk és elemeztiik. Két vizsgalt paraméter
szignifikanciajat 5% szinten a korrelacios egyiitthato statisztikai elemzésével ellendriztiik (t-
proba, n-2 szabadsagi fokkal, ahol n a mérések szama). A jo korrelaciot mutatd adatsorok
esetében linedris regresszios egyenest is illesztettiink, itt az illesztést a determindcios

egyiitthatoval (R?) jellemeztiik.
IV. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

IV.1. Pigment tartalom valtozasok nyomonkdvetése szeneszcencia soran (Gingko biloba
kisérletek)

A levélkivonatok vizsgalata azt mutatta, hogy a szeneszcencia soran a Gingko levelek klorofill
tartalma az eltelt napok szama fliggvényében intenziv csokkenést mutatott (7.abra), mig a
karotinoid tartalma sokkal kisebb mértékben csokkent (8. abra). Ez az eredmény 6sszhangban

van a szeneszcencia ismert folyamataival (Dhindsa és mtsai,1981).
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7.4bra G.biloba levélkivonat klorofill tartalom valtozdsa szeneszcencia soran. A méréseket
2013.szeptember 30-an kezdtiik, ez felel meg a nulladik napnak.
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8.abra G.biloba levélkivonatok teljes karotin tartalmanak valtozasa szeneszcencia soran. A
méréseket 2013.szeptember 30-an kezdtiik, ez felel meg a nulladik napnak.

A fenti, levélkivonatokon végzett mérések eredményeit dsszehasonlitottuk a kivonatkészités
elétt mért Dualex eredményekkel. Utobbiak esetében a szini és fondki értékek atlagat
tekintettiik a teljes levélre jellemzonek. A kivonat teljes klorofill tartalmat a levelek atlagos
klorofill indexével Osszehasonlitva, azt tapasztaltuk, hogy analitikai mdédon meghatarozott

mennyiség igen szoros kapcsolatban all az optikai médon megallapitott mennyiséggel, a két
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adatsor kozott lineéris kapcsolat volt, melyet magas (R? = 0,9392) determinécids egyiitthatod
jellemzett (9. abra). A kisérlet soran azt is kijelenthetjiik, hogy ezt a kapcsolatot nem
befolyasolta a levelek karotinoid tartalma, a szeneszcencia eldtt all6 magas klorofill és
karotinoid tartalmu levelekben ¢éppugy fennallt az Osszefiiggés, mint az elérehaladott

oregedésii, magas karotinoid €s alacsony klorofill tartalmt levelekben.

50
5 a0 |

2

=

s 30 |

5

-~

z

2 20 |

=

X

3

3 10 R2 = 0,9392

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Klorofill tartalom (ng /mg levél friss tomeg)

9.4bra G.biloba levélkivonat klorofill tartalomanak és a leveleken mért Dualex klorofill-index
értékek Osszefiiggése

A Dulaex flavonoid-index és a kivonatokban mérheté metabolit tartalom Gsszehasonlitasahoz
kétféle paramétert vizsgaltunk. Egyrészt a miiszer UV abszorpcion alapuld miikddési elve
(részletek 1.2. fejezet) miatt a kivonat UV-A abszorpcids képességét(ugyanis a Dualex miiszer
az UV-A segitségével hatarozza meg a flavonoid tartalmat), masrészt a levélkivonatok teljes
fenolos vegyiilet tartalmat, amit a spektrofotmetrias flavonoid-szelektiv modszer hianya (1.2.)
miatt valasztottunk.

A 10. abran az UV-A abszorbedld képességet hasonlitottuk Ossze a flavonoid indexszel. Az

abra azt mutatja, hogy a két paraméter kozott talalhato kapcesolat, de a korrelacié gyenge.
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10.4abra G.biloba levélkivonat UV-A abszorbealo pigment tartalom és a leveleken mért Dualex
flavonoid-index osszefiiggése

A 11. dbrén lathato, hogy a teljes fenoltartalom és a Dualex altal mért flavonoid index kdzott
gyenge a kapcsolat, nem volt statisztikailag szignifikans korrelacié kimutathato. Ennek egyik
lehetséges magyarazata, hogy a flavonoid-index meghatarozasahoz hasznalt Dualex

meghatarozas hullamhosszan (375 nm) a fenolos vegyiileteken kiviil méas metabolitok is

elnyelnek.
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11.abra G.biloba levelek flavonoid indexe a levélkivonatainak teljes fenol tartalmanak
fliggvényében
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Elképzelheté azonban az is, hogy a vizsgalt G.biloba mintak flavonoid illetve fenolos

vegyiilet tartalma nem valtozott elég nagymértékben ahhoz, hogy a kiilonboz6 eljarasok kozti

Osszefliggéseket megvizsgalhassuk, igy a méréseket megismételtiik egy ujabb modell névény

csoporton.

1V.1.2. Pigment tartalom valtozasok vizsgalata kiilonboz6 Vitis vinifera fajok leveleiben

A kiilonb6z6é genetikai hatterli sz6l6levelek kivonatai valtozatos atlagos fenol tartalommal

rendelkeztek (12. abra), és a non-invaziv modon mért flavonoid-index paramétereik is

sz¢€lesebb tartomanyban valtoztak, mint az elézdekben ismertetett kisérlet eredményei (13.

abra). A 14. abran azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 szol6fajtak dsszfenol-tartalma mennyire

all kapcsolatban a flavonoid- indexszel. Hasonlé eredményt kaptunk, mint pl. a G.biloba

esetében (IV.1.1.), a két paraméter kdzott nem volt statisztikailag szignifikans korrelacio.
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12. abra Kiilonboz6 sz616 fajtak levélkivonataiban mért dsszfenol tartalom. Az oszlopok
magassaga az atlagos értéket, a hibasavok a standard deviaciot mutatjak. Minden oszlop

harom mérés adatainak felel meg.
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13.4bra Kiilonb6z0 sz616 fajtak és flavonoid indexiik. Az oszlopok magassaga az atlagos
értéket, a hibasavok a standard deviaciot mutatjak. Minden oszlop harom mérés adatainak

felel meg.
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14.abra Kiilonboz6 sz0616 fajtak leveleinek flavonoid indexe a levélkivonatainak teljes fenol
tartalmanak fiiggvényében

A szdlolevelek kivonataiban mért kiilonbozo, széles tartomanyban valtozatos klorofill
tartalma a Gingko kisérletekhez hasonloan jo korrelaciot (r = 0.822) mutatott az optikai
eljarassal meghatarozott klorofill-indexszel. A Gingko kisérlethez hasonloan itt is lehetséges
volt egy linearis korrelacio megallapitasa, bar a determinécids egyiitthato (R* = 0.6759)

kisebb volt.
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15.4bra Sz616 levél kivonatok klorofill tartalmanak és a leveleken mért Dualex klorofill-index
értékek Osszefiiggése. Az abra a 13. és 14. dbrak adatai alapjan késziilt, azonban nem
fajtanként atlagolt adatokat tartalmaz, hanem minden pontja egy-egy levélmintanak felel meg.

IV.1.3. Klorofill tartalom mérése magas antocian tartalmu szovetekben (Euphorbia

pulcherrima Kisérletek)

Harmadik modell névényként E.pulcherrima levelekkel és murvalevelekkel végeztiink

kisérleteket. Ezek koziil teljesen zold, teljesen vords, illetve a két szin kozti atmenetet

képviseld mintdkat valasztottunk. A kiillonb6z0 mintacsoportokat, kiilonboz6 antocidn

tartalom jellemezte.(1.tablazat)

E.pulcherrima mintak Antocian
szinezettsége tartalom

Piros-1 16,593
Piros-2 14,457
Piros-3 12,537
Piros-4 11,056
Piros-5 10,907
Piros-6 11,328
piros-zold-1 8,184
piros-zold-2 0,829
piros-zold-3 0,968
piros-zold-4 1,006
piros-zold-5 4,497
piros-zold-6 3,909
z0ld-piros -1 1,941
z0ld-piros -2 1,658
zold-piros -3 1,613
zold-piros -4 2,198
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z0ld-piros -5 1,548
z061d-piros -6 1,421
z01d-2 0
z61d-3 0
z0ld-4 0
z61d-5 0
z61d-6 0

1.tablazat E.pulcherrima mintak antocian tartalma

A 16. abran bemutattottak szerint az antocian tartalom nem volt befolyassal a Dualex klorofill
meghatarozas sikerére: a kivonatok klorofill tartalma és a mintak klorofill-indexe kozott jo
korrelacio volt (r = 0.763). A két adatsort itt is kalibralo egyenessel 6sszekapcsolhato linearis
kapcsolat jellemezte, bar a mas fajokkal végzett kisérleteben tapasztaltaknal kisebb
determinéacios allandoval (R? = 0.5835)
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16.abra: E.pulcherrima kivonatok klorofill tartalmanak és a mintakon kivonatkészités el6tt
mért Dualex klorofill-index értékek 0sszefliggése. (A) a kiillonb6z6 antocian tartalommal
jellemzett mintakat elkiilonitve (B) az dsszes adatot egylitt abrazolva.

Az eredményekbdl két kovetkeztetést vonhatunk le: Egyrészt az antocian jelenléte, a
karotinoidokhoz hasonloan, nincs jelentdés befolyassal az optikai uton torténd klorofill
meghatarozas sikerére. Masrészt, a haromféle modellkisérlet klorofill tartalom — klorofill-
index Osszefliggéseit megvizsgalva megallapithatjuk, hogy a kiilonb6z6 ndvénytajok
vizsgalatai kiillonb6z6 linearis Osszefiiggéseket adtak, tehat a klorofill-index atszamitasat
jelentdsen befolyasoljak a vizsgalt levelek optikai tulajdonsagai, igy minden tanulmédnyozni

kivant faj esetében meg kell hatarozni a kalibracios Osszefiiggést.

V. OSSZEFOGLALAS

Az eredményeink alapjan kimondhatjuk, hogy a Dualex, mint non-invaziv optikai
mérdmiszer jo kiegészitést adhat kutatasaink soran, de nem helyettesitheti teljes mértékben a
laboratériumi eljarasokat. Ezt bizonyitja, hogy, mig a klorofill tartalom esetében egy linearis
korrelaciot tapasztaltunk, addig a fenolos vegyiileteknél nem volt ilyen szoros a kapcsolat.

Megallapitottuk, hogy:

e a klorofill-index meghatarozasa helyettesitheti a levélkivonatbol torténd klorofill
meghatarozast. Célszerii az adaxialis és az abaxialis oldalon mért klorofill-index

értékek atlagat hasznalni.

e a Dualex mérés kalibralhatd, a klorofill-index adatok atszdmithatdak frisstomegre

vonatkoztatott klorofill tartalomra.

e a mérést nem befolyasolja jelentdsen mas pigmentek (karotinoidok vagy antocianok)

jelenléte

e ugyanazon a fajon beliil ezt a kalibracio kiilonb6zo fajtdkra is érvényes, az eredményt

pedig nem befolyasolja a levelek kora (Gingko szeneszcencia kisérleteink).

e azonban kiilonbozé novényfajok esetében 1) kalibracidos 0Osszefliggést kell
megallapitani. Ennek oka feltehetéen a kiillonbozd levelek kiillonbozd optikai
tulajdonsagaiban (pl. szoveteken beliili vagy szovethatarok kozti fényvisszaverddeés)

keresendo.
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Vizsgéalataink alapjan kijelenthetjiilk, hogy a Dualex miiszer megfeleld kalibralds utan
alkalmas stresszélettani kutatdsokban elvart nagyszamu gyors mérések elvégzésére és a
klorofill-index jol helyettesiti a levélkivonatbol torténd klorofill mérést. A flavonoid-index és

a tényleges metabolit tartalom Osszefiiggésének megallapitasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikség
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