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Roviditések:

Auxinok: Citokininek: Egyéb névényi hormonok:

IAA - indolecetsav; BA - benzil-amino-purin; ABA - abszcizinsav;

IBA - indolvajsav; KN - kinetin; GAZ3 - gibberellinsav;

NAA - a-naftilecetsav; ZN — zeatin;

2,4-D - 2.4-diklor-fenoxiecetsav;

ABTS - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil;

DPPH - 2,2'-azino- di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav;

SDS - natrium-lauril-szulfat; PMSF fenil-metil-szulfonil -fluorid; PVP - polivinil-pirrolidon;
GAE - galluszsav ekvivalencia; EtOH - etanol; suc - szachardz;

A kisérletek soran alkalmazott taptalaj: MS* - 0,8 % agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborg et

al., 1968) és 2 % szachardzzal kiegészitett Murashige - Skoog alaptaptalaj (1962);



1. Bevezetés és célkitiizés

A Crocus sativus a vilag egyik legértékesebb fiiszernovénye, ételek, italok izesitésére
szinezésére hasznaljak a bibeszalait (Negbi, 1999). Az Okorban is nagyra becsiilt fiiszernovény
volt. drogja Croci stigma, a szaritott bibeszal. A népi orvoslasban is hasznaltak, mint sedativum,
abortivum ¢és mint emésztésjavito, erds hatdsa miatt, persze a tiladagoldsara is figyelni kellett,
mert mérgezési tiineteket és sulyos esetben halalt okozhat; haldlos adagja kb.~20g. Bibéjében
3 f6 hatdanyag a crocin, picrocrocin €s a safranal talalhat6, amelyeket daganatos betegségek
kezelésére, vérnyomas csokkentésre €s reuma ellen hasznélnak, ezért kedvelt kutatasi témanak
szamitanak (Nair et al., 1991; Escribano, 1996; Abe et Saito, 2000; Magesh et al., 2006).

A Crocus sativus 24 kromoszomas triploid genomja miatt steril névény, csak vegetativ Gton

szaporodik, mas fertilis Crocus fajok hibridizacidjabol ered:
Crocus sativus = C. pallassii x C. orsinii (Negbi, 1999; Plessner et Ziv, 1999). A safranyt a
Mediterraneumban a 11. sz.-tdl, termesztik, még ma is kézzel gylijtik be, utdna szaritjak és még
egyéb munkafolyamatok is kellenek nagyon kevés safrdny begylijtéséhez, hektaronként
csak 7-11 kilogramm a hozam, ezért is olyan draga (Negbi, 1999). Emiatt né az érdekl6édés a
varhatéan koltséghatékonyabb in vitro szovettenyésztéses eljarasok felé, amivel mi is
foglalkozunk. Mar eddig is sok publikaci6 sziiletett a témdban, igy mint a szdvettenyésztési,
ndvényregeneralasi és hatdanyag termelési technikdk. Illetve ezeket kidolgoztdk még mas
Crocus fajokra is.

A Crocus sativus in vitro tenyészetei is képesek hatéoanyagokat és enzimeket is termelni,
ezeket pedig a gyogyaszatban is hasznaljak. Célkitlizéseink kozott szerepel, hogy tobb karpat-
medencei Crocus fajra dolgozzunk ki szovettenyésztési eljarast és szovetbank létrehozasa, mely
konzervaciobiologiai célokat is szolgal az alabbi fajoknal: Crocus banaticus, Crocus
heuffelianus, Crocus tommasinianus, Crocus scepusiensis, Crocus vittatus. Mivel a Crocusok
masodlagos metabolit termelése jelentds, igy célkitlizésiink volt a védett fajok
szovettenyészeteinek polifenol tartalmanak és antioxidans enzim kapacitdsdnak vizsgdlata. Az
antioxidans kapacitassal kapcsolatos eredményeink eldzetes vizsgalatok, amelyek nem terjedtek

ki minden szovettenyészetre, és tovabbi megerdsitésre szorulnak.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A novényi in vitro tenyészetek és jelentoségiik az alap- és az alkalmazott
kutatasokban

A novényi szovettenyésztési eljarasok relative koltséghatékonyak, nagy mennyiséghen
allithato eld olyan ndvény, ami ivarosan nehezen szaporithatd. Lehetséges vele pollen
inkompatibilitds megkeriilése, transzgénikus novények létrehozasa, virusmentes tenyészetek és
novények eldallitdsa, szekunder metabolitok termelése, fajok, fajtdk konzervalasa, genetikai
variabilitds indukcidja.

A novényi szovettenyésztési eljarasoknak  kiilonb6zé tipusai  vannak, Ggymint
sejtszuszpenzio, protoplaszt, kallusz tenyészetek, in vitro novényregeneralas, mikropropagacio.
Elve, hogy az €16 névényi sejtek megfeleld koriilmények kozott dedifferencidlodnak, ezzel pedig
totipotenssé valnak és sebszdvetet (kalluszt) képeznek (Dudits et Heszky, 2003).Sok osztddo,
differencidlatlan sejtet tartalmazd szovetbdl érdemes indulni, Ugymint kambidlis merisztéma
szovet ¢és proembrid. Differenciadlodott szovetbdl kallusz indukcidval dedifferencialodott
szovetet kell eldallitani. Ezt sebzéssel és hormonokkal érjiikk el (Dudits et Heszky, 2003). A
kimetszett novényi szovetbdl képzodott primer kallusztenyészetet tobb passzalassal
felszaporitjuk és stabilizaljuk.

Novényregeneralas soran kalluszbol embriogenezissel szomatikus embri6 jon létre, melybdl
novény fejlédik, vagy organogenezissel, ahol hajtas, ill. gyokér fejlédik (Dudits et Heszky,
2003).

2.2. A novényi szovettenyészetek, és felhasznalasuk a konzervaciobioldogiaban
A konzervéciobiologia 1) szintetikus jellegli tudoméany, mely tobb természet- ¢és
tarsadalomtudomany eredményeit és elveit hasznalja a bioldgiai diverzitds fenntartasa
érdekében. Feladatai és témakorei kozeé tartozik a fajok védelme, védett teriiltek tervezése,
¢léhely-rekonstrukcid, 6koszisztéma védelem, 6kologiai kozgazdasagtan, kdrnyezeti etika.

A ndvényi szovettenyészetek létrehozasa az ex situ konzervaciobiologiai modszerek kozé
tartozik. A gazdasagilag fontos, viszont veszélyeztetett fajok konzervacidbiologiai kutatasait
kiemelt figyelem Ovezi. Szaporitd képleteiket begyiijtik, mesterséges koriilmények kozott
vizsgéaljak a magok fertilitdsat, o©kologiai igényeiket ¢és morfoldgidjukat fokozottan

tanulmanyozzak.



Ritka fajokra —féleg abban az esetben, ha a gyogyaszati célokra hasznalt hatéanyagok
hozamndvelése a cél- mikroszaporitasi eljarasokat dolgoznak ki (1. tdblazat). A mddszerhez a
mintakat a faj vagy adott populacio egyedeibdl gyiijtik be. A mintakbol kiindulva az egyedeket
megsokszorozzak, regeneraljak, visszatelepitik az ¢€lohelyek helyreallitisa érdekében
(Heywood et Iriondo, 2003). Példaként emlithetjiik a gyogyszerek, ételek, italok, ruhazatok
alapanyagaul szolgalo Agave genusz tagjait, melyek az amerikai endemikus veszélyeztetett fajok
koz¢ tartoznak (Valenzuela-Zapata, 1997; Garcia-Mendoza, 1992, cit. Ramirez-Malagon et al.,
2008). A Spilanthes acmella a gyodgyszeripar fontos alapanyagai k6z6tt van szamon tartva
(Ramsewak et al., 1999, cit. Saritha et Naidu, 2008). A Harpagophytum procumbens mas néven
az ordogesaklya, hagyomanyos modon nem termeszthetd koltséghatékonyan (Van Haelen et al.,
1983; cit. Kaliamoorthy et al., 2008). A reuma, bérgyogyaszati panaszokra, kohogéscsillapitasra
hasznalt Saussurea lappa, szintén veszélyeztetett novény (cit. Arora et Bhojwani, 1989). A
kigyomaras elleni gyogyszer alapanyaga a braziliai Mandevilla velutina (Biondo et al., 2003).
Az Aloe polyphylla a Lesotho-i hegységekben
(Dél-Afrika) fordul eld és széleskorlien hasznalt a gyogyaszatban, ill. disznévény is (Aubrey,
2002; Chukwujechwu et al., 2002, cit. Bairu et al., 2007). Himalajabol szarmazik a Picrorhiza
kurroa (Thakur et al., 1989, cit. Chandra et al., 2005), melynek indaibol és gyokerébdl kivonatot
készitenek, amit tiidobetegségekre, gyomorpanaszokra alkalmaznak. (Hussain, 1984; Kirtikar et
Basu, 1984, cit. Chandra et al., 2005). Almatlansag, szorongis, magas vérnyomas kezelésére
hasznalatos az indiai fokozottan veszélyeztetett Rauvolfia serpentina
(Ghani, 1998., Ray et Bhattacharya, 2008).

A Leucojum vernum alkaloidjait virusos és rakos megbetegedések kezelésére, illetve ezek
mellett még az acetilkolin-észteraz gatld hatasa miatt az Alzheimer-kor kezelésére is hasznalatos

(Gabrielsen et al., 1992; Pettit et al., 1995; Heinrich, 2004).



Faj explantatum | taptalaj | hormonosszetétel | morfogén valasz | hivatkozas
1 1 Ramirez-
Agave salmiana hajtascstics MS 0.1mg ™ IBA1mg hajtassokszorozddas | Malagon et al.,
BA
2008
1 Ramirez-
Agave . hajtascsucs MS 0.01 mg.1| IBA1 mg hajtassokszorozodas | Malagon et al.,
duranguensis I” BA
2008
. 4.0mg I BA +0.2 .
Spilanthes levél MS | mgItKN+02mgl | hajtas keletkezik Saritha et
acmella LNAA Naidu, 2008.
Spilanthes . 03mgl* BA+0.1 s Saritha et
acmella levél MS mg It 1AA hajtdsfejlodés Naidu, 2008.
Spilanthes . 1 it a1 i s Saritha et
acmella hajtas MS 1.0mg I~ IBA gyokérképzodés Naidu, 2008.
Harpagophytum . * 0.1mg " IAA+5.0 . . .. | Kaliamoorthy
procumbens nédusz MS mg I KN hajtassokszorozodas et al., 2008.
1 1 Arora et
aussurea lappa Siralevé 1 mgl hajtas Bhojwani,
S lapp Csiralevél mMs | 1M9lTBA j j
GA3
1989
Arora et
Saussurea lappa hajtas MS 1 mg I NAA gyokérképzOdés Bhojwani,
1989
Mandevilla . 1 - Biondo et al.,
velutina szarnodusz MS 0.1 mg I~ BA. hajtas 2007
Mandevilla . 1 o . Biondo etal.,
velutina hajtas MS/2 0,5 mg I"NAA gyOkeresedés 2007
.. , 1 Abrie AL et
Aloé polyphylila csira MS 1.0mg I~ BA. kallusz al.. 2001
.. 1 . Chukwujekwu
Aloé polyphylila kallusz MS 3.0mg I~ BA hajtas etal., 2003
.. . 1 Chukwujekwu
Aloé polyphylla hajtas MS hormonmentes gyokér et al., 2003
Leucojum , 1 Pavlov et
vernum termés MS 4mgl-24-D kallusz al. 2007
Leucojum 1,5 mg I'NAA + 2 o Pavlov et
vernum kallusz MS mg I'BA hajtds al.,2007
Picrorhiza . SR Chandra et al.,
KUrroa inda MS - hajtasképzodés 2005
Picrorhiza . 1 - . 1. | Chandraetal.,
KUrroa hajtas MS 0,23 mg I~ BA hajtassokszorozodas 2005
Picrorhiza . 1 . . Chandra et al.,
Kurroa hajtas MS 0,1 mg I~ IBA gyokeresedés 2005
. Ray et
SF;";‘”Zr?t'If:; riigy MS - hajtasfejlodés Bhattacharya
P 2008
Rauvolfia . 1 i . Ray et
serpentina hajtas MS 2mg |~ IBA gydkeresedés Bhattacharya
2008

1. Tablazat




2.3. A Crocus fajok szovettenyésztése

A Crocus sativus csak vegetativ uton szaporodik a hagymagumoival, triploid genomja
miatt (mas safrany fajok hibridje) csak steril virdgjai vannak, ivarosan képtelen szaporodni.
Gomba, bakterialis és virus fertdzésnek vannak kitéve a foldben 1évé hagymagumok, emiatt
csokken a novekedési képességiik (Darvishi et al., 2007). In vitro Uton viszont sterilen
patogénmentesen lehet a ndvényt tomegesen eldallitani (Plessner et al., 1999). Az inokulumok
amiket a mikroszaporitdshoz hasznalunk csakis axenikus koriilmények kozott tarthatok fenn.
Sokszor a kallusz stadium kihagyasaval, citokinin kezeléssel torténik a ndvény mikroszaporitasa.
Az explantatumok lehetnek: kiilonbozd viragrészek, nddusz szovet, csucs- és oldalriigy, de
tobbnyire a hagymagumobol indulunk ki. A kivett ndvényi rész valaszreakciojat szamos valtozo
befolyasolja, tgymint a novény életkora, explantaitumként hasznalt szerv tipusa, taptalaj
Osszetétele, a begylijtés ideje, a hasznélt hormonok és azok ardnya. Folyékony és agarral
szilarditott taptalajt egyarant alkalmaznak kallusz nevelésre és ndvényregeneralasra. T6bbszor is
beszamoltak kiilonb6z6 kutatasok, hogy jobb ndvekedés érhetd el, ha felére csokkentjiik a
Raja et al., 2007). A leggyakrabban hasznalt taptalajok az MS (Murashige etSkoog, 1962), LS
(Linsmaier et Skoog, 1965), N6 (Nitsch et Nitsch, 1969, cit. Dodds et Roberts, 1985), W (White
1963, cit. Dodds et Roberts, 1985) és a B5 (Gamborg et al., 1968) voltak.

A szovettenyésztés kiilonboz6 szakaszaiban és az elérendd valaszreakciohoz kiilonbozd
taptalajok hatasosak. A safrany in vitro kulturakban leggyakrabban hasznalt hormonok a
citokininek: KN, BA, ZN, az auxinok: NAA, TIAA, IBA és a 2,4-D, a GA3, az abszcizinsav, és az
etilén voltak (Plessner et al., 1999). A sejtosztddasban szerepet jatszo auxinok egy része
szintetikus, masik fele pedig magaban a szovetben termel6dott. A koncentraciojatol fiigg, hogy
adott szovetben milyen valaszreakciot valt ki, a citokininnel egylitt sziikségesek a tenyészetek
fenntartasaban és fejlddésében. A citokininek aktivaljak a sejtosztddast és a gibberellinnel és
auxinnal ellentétben novelik az osztédoszovetek miikddési idejét, ez pedig a sejtoregedést
gatolja. A citokinin-auxin arany kiilonboz6 valaszt valt ki a tenyészetekbdl: a magas citokinin -
auxin arany a hajtasképzddést segiti eld, forditva pedig a kallusz és gyokérképzdodést valt ki. A
citokininbdl, csakugy, mint az auxinbol kis mennyiség sziikségeltetik a serkentéshez, nagy

koncentracio esetén viszont az ellenkezdjét érjiik el és gatlast okoznak (Plessner et al., 1999).



Mara a GA3 gibberellinen kiviil koriilbeliil még 50 gibberellin hatasu vegyiiletrdl tudunk,
ezek szerepe a sejtosztddas fokozasa és a tobbi fitohormon, valamint a jarovizacid hatdsat
helyettesitik. A fitohormonok egyiitt, interakciok révén fejtik hatasukat, emiatt kiilonbozo
stadiumokban (kallusz indukaldshoz, fenntartashoz, organogenzishez) kiilonb6z6 hormonok és
kiilonb6z6 aranyok és koncentraciok bizonyulnak eredményesnek (Plessner et al., 1999).

Az els6 Crocus mikroszaporitasos kisérlet soran C. sativus hagymagumobodl kalluszt
indukaltak, ezutan sikeriilt a teljes novény regeneralasa. A kisérlet soran hasznalt hormonok:
auxinok az IAA és a 2,4-D (cit. Ascough et al., 2009), citokininek a KN vagy ZN (3-12 mg I}
voltak. A taptalajra ratett explantatumokon el6szor hajtasfejlodést figyeltek meg, mig az etilén
(0,98 g/1) hatasara hagymagumo novekedést és képzést figyeltek meg (Plessner et al., 1990, cit.
Ascough et al., 2009). A Crocus sativus szovettenyésztés egyik oka a koltséghatékonysag, emiatt
a safranal, crocin, picrocrocin kivonas olcsébb, mint hagyomdnyos kézi termesztés esetén,
viszont jelenleg a szovettenyészetekben 1évé novényi részek (foként a bibe- és bibeszalszerl
strukturdkat hasznaljak erre a célra) hatdéanyag tartalma joval elmarad a hagyomanyosan termelt
novények bibeszalaihoz képest, csupan tizede (Sarma et al., 1991). A crocin kihozatal ndvelésére
azonban kidolgoztak egy olyan eljarést, aminek elsd 1épéseként a kalluszokat gyors osztodéasra
birtdk NAA (0,2 mg 1Y) és BA (1 mg I™") jelenlétében. Masodik 1épésben IAA-t (0,2 mg I™) és
BA-t (1 mg I"") tartalmazo taptalajon tenyésztették tovabb, amely fokozta a crocin termelést
(Chen et al., 2003).

C. cancellatus hajtasmerisztémaibol LS taptalajon ami KN-t (4 mg 1) és 2,4-D-t (1 mg I
tartalmazott, embriogén kallusz képzddott, ezekbdl pedig protoplasztokat izolaltak. Legjobban
azok novekedtek, amiket Ca-alginat gyongybe agyaztak, 4-5 héttel késdbb mikrokallusz
képzodést tapasztaltak. A sejtkultirak 2 mg I KN-t, 1 mg I/ 2,4-D és 100 mg I™* aszkorbinsavat
tartalmazé MS taptalajon fejlodtek. Késobb megfigyelték, hogy a mikrokalluszokat tartalmazo
Ca-alginat gydngyokon 0,2 mg I KN és 0,1 mg I* 2,4-D jelenlétében, feles erésségli MS
taptalajon torténé inkubalast kdvetéen embriogén kalluszok jelentek meg, majd 25 mg I* GA3
hozzéadasat kovetden elkezdtek csirazni. A teljes novény regeneralasa 1 mg I'* BA-t és 1 mg I
NAA-t tartalmazo6 feles erésségli MS taptalajon volt megfigyelhet6 (Karamian et Ebrahimzadeh,
2001). LS taptalajon, ami 4 mg I NAA-t és 4 mg I BA-t vagy 4 mg I kinetint és 1 mg I
2,4-D-ét tartalmazott, C. sativus, C. cancellatus, C. michelsonii és a C. caspius hajtas-
merisztémakat tenyésztettek. A szomatikus embriogenezis ezeknél a fajoknal kiilonb6z6 idében

tortént.



Az 1mg I* abszcizinsavat tartalmazo, feles erdsségli MS taptalajra helyezve oket a
szomatikus embriok fejlddésének kiillonbozd szakaszait lehetett megfigyelni. Az embridkat MS
taptalajon, 25mg It GA3 jelenlétében csiraztattadk. A teljes novény regeneralasa érdekében a
kicsirazott embriokat 1 mg I* NAA és 1 mg I BA jelenlétében szintén feles erésségli MS
taptalajra helyezték. A kisérletet 16/8 oras fényperiodusok mellett és 20 oC-on végezték
(Karamian, 2004).

2.4. A Crocus sativus legfontosabb metabolitjai

A Crocus sativus leginkabb tanulmanyozott metabolitja a crocin (1 abra), picrocrocin
(2. abra) és a safranal (3. abra). A protocrocinbdl, két picrocrocin molekula mellett keletkezik a
crocin, ami zsirban és vizben egyarant oldédé karotinoid vegylilet, ami a drog szinért felelds,

emellett depresszio-, rakellenes és antioxidans hatast (Gonda et al., 2012).

1. abra Crocin szerkezeti képlete

A protocrocinbol keletkezik a picrocrocin, ez felel a safrany jellegzetesen keserli izéért.
Egyéb 0sszetevok (pl: flavinok), amik csak alacsonyabb ardnyban taldlhatéoak tobbnyire a
picrocrocinhoz kapcsoltan vannak jelen. A picrocrocin anyagcsere soran alakul at safranalld, ami

a safrany jellegzetes illatat okozza (Gonda et al., 2012).

HsG CHs
HsC  CHs
OH N0 «
HO Q O
HO O CH,
OH CHs
2. abra Picrocrocin szerkezeti képlete 3. abra Safranal szerkezeti képlete

A picrocrocin hidrolizisébdl safranal €s gliikoz keletkezik. A safrany jellegzetes illatat okozza
¢€s a picrocrocin mellett befolyasolja az izét is. Hatasai kozé tartozik a gorcsoldo-, antioxidans

hatas, illetve GABA receptor stimulalo.



2.5. Crocus sativus antioxidans és polifenol tartalma

Az él6lények biokémiai folyamatai soran lezajld oxidaciés folyamatok soran karos szabad
gyokok szabadulnak fel pl.: szinglet oxigén, H,O,- ezek termelddése stressz hatasara fokozodhat,
a szabadgyokok els6sorban a bioldégiai membranokat karositjdk. Az antioxiddnsok olyan
molekulak melyek képesek csokkenteni vagy akar meggétolni a szubsztrat oxidaciojat. Tobbféle
szerkezetli és funkcioju anyag tartozik ide ugy, mint aminosavak, zsirsavak proteinek/enzimek,
novényi metabolitok és asvanyi anyagok pl fém ionok amelyek kelatokat képeznek (Matkowski,
2008.).

A ndvények oxidativ stressz tlirésében elsdsorban az enzimek: kataldz, peroxiddz és
szuperoxid-dizmutaz valamint szekunder metabolitok, mint polifenolok: flavonoidok
karotinoidok jatszanak jelentds szerepet. Ilyen természetes antioxidans az aszkorbinsav
(5. abra) vagy a galluszsav (6. abra), de ugyszintén megfigyelték a crocin antioxidans hatasat is
(Gonda et al., 2012).

A polifenolok olyan szerves vegyiiletek melyek altalaban a ndvényi szekunder metabolizmus
soran keletkeznek és k6zos jellemzdjiik a nagyszdmu fenol gylirii (4. abra) és kiillonbozd egyéb
csoportok pl.: glikozidok. (Matkowski,2008). A katalaz és a peroxidaz enzimaktivitas vizsgalat
gélelektroforézissel torténik (Sharifi et Ebrahimzadeh, 2009), a polifenolok és egyéb vegyiiletek
,.gyokfogd” képességét Osszpolifenol méréssel, ill. ABTS/DPPH szabadgyok gatlasanak
vizsgalataval allapitjuk meg. (Matkowski, 2008).

Az antioxidansoknak épp tigy, mint a polifenoloknak hasznos élettani hatasaik vannak, igy
nagy szerephez jutnak az élelmiszer €s gydgyszerkutatasokban, szdmos tanulmany foglalkozik
hatasmechanizmusukkal és eldallitasukkal, melyre olcsé alternativat jelentenek a ndvényi
szovettenyészetek (Matkowski, 2008).

O~ __OH

HO OH

4. abra fenol gyiiri

6. abra Gallusz-sav 5. abra L-aszkorbinsav
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3. Anyag és modszer

3.1. A szovettenyészetek indukcioja

A Crocus sativus ¢és C. cancellatus mikroszaporitasra kidolgozott szakirodalom
felhasznalasaval (Plessner et Ziv, 1999; Bhagyalakshmi et al., 1999; Raya et Hassan, 2001;;cit.
Chen et al.2003a; Darvishiet al., 2006) 2007-ben inditotta a tenyészeteket Demeter Zita. A
szovettenyészetek inditasa tobblépcsds folyamat. Eldszor ndvényi részek (explantatumok)
feliiletét sterilezziik az alabbi mdédon. Az explantitumot izolaljuk a névénybdl és megmossuk. A
tovabbi 1épeseket steril fiilke alatt végezziik. Az explantatumokat 70%-os etanolba martjuk kb.
fél percre utdna 3-szor 10 percre 20%-0s Domestos-ban fertdtlenitjiik, figyelve arra, hogy ne
legyenek  buborékok a  feliiletén, mert ott talélhetnek a  mikrobak. Majd
3-szor 5 percig steril desztillalt vizzel oblitjiik le rola a fert6tlenité oldatot. A lefertStlenitett
explantatumot feldaraboljuk, feliileti sériiléseket okozunk rajta a kallusz képzddéshez ¢és
taptalajra helyezziik dket, foként hagymagumokbdl érdemes a tenyészeteket inditani.

A hasznalt taptalaj Murashige és Skoog alaptaptalaj (1962) ami ki lett egészitve 0,8% Difco-
agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborget al, 1968) ¢s 2% szachardzzal és auxint és citokinint
taptalajt talaltuk a legalkalmasabbnak.

A tenyészeteket 14/10 ora fény/sotét és 22+20C/18+20C fény- és hOmérséklet-peridduson
neveltiik holég-sterilezett petricsészékben. Fényen torténd nevelés esetén, a fényerd 60 pmol m™

sec™ volt. De késébb lesotétitett polcokra raktuk, mert jobb névekedést tapasztaltunk.
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3.2. A Crocus magvak csiraztatasa axenikus koriilmények kozott

A  magvakat axenikus kornyezetben neveltik és a beldlik fejlodott csirdkat
explantatumként alkalmaztuk kalluszindukcidhoz. A kovetkezd fajok magjait hasznaltuk fel:
C. banaticus, C. heuffelianus, és C. scepusiensis. A magvak 2007 juniusaban keriiltek
begytjtésre. Egy résziikk 1 honapig 40°C-on pihent, a magok madsik felét szobahémérsékleten
pihentettiik. 21 napot kdvetden feliileti sterilezésen estek at sterilfiilke alatt.

A sterilezés a kovetkez6 moddon zajlott. A magvakat 30 percre domestos 10%-os oldataba
helyeztiik, majd 3-szor 10 percig steril desztillalt vizzel mostuk le réla a fert6tlenitoszert.

A feliileti sterilezés utan, a hiitott és kontroll magvak felét MS* taptalajra helyeztiik, a masik
résziiket pedig 12 6rara 0,5 mg I (1,5 uM) GA3 —t tartalmaz6 folyékony MS*-ban aztattuk, ami
utan szintén szilard MS* taptalajra helyeztiik oket. A taptalajra helyezett magvakat 15°C-on,
sOtétben, holég-sterilizalt petricsészékben taroltuk. Két hét utdn mind a 4 csoport felét 0,5 mg It
(2,2 uM) BA ¢és 0,5 mg It 2,5 uM) NAA hormon-osszetételi MS* taptalajra helyeztiik. Fél év
utan az MS*-n hagyott magvakat 25 mg I (72,5 uM) GA3 tartalma MS*-ra (Ray et al., 2001)
iltettiik at.

3.3. Metabolitok kimutatasa
3.3.1.0sszes polifenol- tartalom mérése

MintaelOkészités: 25 mg szaraz (liofilizalt) kalluszt, névényi részt dorzsmozsarban
poritunk, majd 1ml 30%-0s metanolban extrahaljuk 70°C-on. Ezt 15 perc melegités és 1 perc
Vortex kdveti. A mintat szobahdmérsékletre hiitjiik.

Ezt kdvetéen a mintakat 3percig 13.000 rpm-en centrifugaljuk. A feliilluszobol kb. 700ul
lepipettazunk, ebbdl mérjiik ki a sziikséges mennyiségeket a tovabbi kisérletekhez. A minta
fagyasztoban 1-2 hétig tarolhato
Reagensek:
30%-0s metanol (metanol + bidesztillalt tviz)

Folin- Ciocalteu elegy (8x-ara higitva)

Na,COs oldat (7,42g 100ml ioncserélt vizben vald feloldasa)

Galluszsav oldat (5,1 mg 10ml-es 30%-o0s metanolban higitva, majd ezt 10x-ére higitani 30%-0S
metanollal) ezeket a reagenseket frissen allitjuk dssze, de sziikség esetén egy hétig 4 °C- on lehet

tarolni.

12



Az 6sszes polifenol-tartalom meghatarozashoz a kalibralo oldatsor osszeallitasa a kovetkezd

képen tortént: 1250 ul-hoz F.-C. oldathoz adjuk, a 250 ul MeOH :H20-bdl és galluszsav- vagy

mintaoldatbol

készitett valtozo térfogat

aranyt. mintékat.

Ezt kiegészitjik 1000 pl

Na2CO3oldattal, hogy a kovetkezd galluszsav végkoncentraciokat kapjuk Cgat 0; 6; 12; 18; 24;
30 uM GA, ami 0, 1,02; 2,04; 3,06; 4,08; 5,1 pg/ml mennyiségii GA-t jelent.

Osszeallitasi rend 6sszes polifenol- tartalom meghatarozasahoz, reagens sor sajat méréseinkre

igazitva (2. tablazat).

Sorozat F-C elegy (ul) MeOH (ul) Galluszsav (ul) Na2CO3 oldat (ul)

1. 312,5 62,5 - 250
2 312,5 50 12,5 250
3 3125 37,5 25 250
4. 312,5 25 37,5 250
5 312,5 12,5 50 250
6 3125 - 62,5 250
2. Tablazat

Osszeallitasi rend dsszes polifenol- tartalom meghatirozasahoz, minta sor. (3.tiblazat)

Minta F-C elegy (ul) MeOH (pl) Minta (nl) Na2CO3 oldat (ul)
1.-6. 312,5 50 12,5 250
3. Tablazat

Meérés fotométerrel, 720nm-en, a vak az a reagens, amelyikben nem talalhato galluszsav
(Miliauskas et al. 2004).
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3.3.2.DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) médszer
0,01 g DPPH-t oldunk 25 ml spektroszkopias (HPLC) MeOH-ban, ebbdl higitunk, hogy

az abszorbancia 0,900 + 0,015 legyen. A DPPH gyokképzés gatlasat 515 nm-en detektaltuk
MeOH-lal szemben. 6 perces méréseket végeztiink. Annyi mintat adagoltunk a 2,5 ml DPPH
oldathoz, hogy a gatlasi % értéke 20-80 % kozott alakuljon.
Gatlasi %= (Ao-Ax) /Ao

AO: DPPH oldat abszorbancia értéke (A 0-t minden minta el6tt mérni kell, mert valtozhat).

Aco: a mintat tartalmazé DPPH oldat abszorbancia értéke a 6. perc végén
legalabb 5 pontra illesztjik az egyenest, abbol 50%-os gatlasi értéket szamolunk.

3 parhuzamos mérést végziink (Katalinic, 2006; Miliauskas, 2004).

3.3.3. ABTS (2,2'-azino- di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav) médszer
K-perszulfatbol 16,5 mg-ot oldunk 25 ml bidesztillalt vizben. Az oldat 2,6 ml-jében oldunk

1 ABTS tablettat, vagy 2,6 ml bidesztillalt vizben oldunk 10 mg ABTS-t ehhez 1,72 mg K-
perszulfatot adunk.

Spektroszkopids EtOH-val higitjuk, hogy az abszorbancia 0,7 koril legyen, 734 nm-en
detektalunk etanollal szemben.
6 perces méréseket végziink. Annyi mintat adagolunk a 2,5 ml DPPH oldathoz,
hogy a gatlasi % értéke 20-80 % kozott alakuljon.
Gatlasi %= (Ao-Ax) /Ao

AO: DPPH oldat abszorbancia értéke (AO-t minden minta el6tt mérni kell, mert valtozhat).
Aoco: a mintat tartalmazdé DPPH oldat abszorbancia értéke a 6. perc végén; legalabb 5 pontra
illesztjiik az egyenest, abbol 50%-os gatlasi értéket szamolunk. 3 parhuzamos mérést végziink

(Katalinic, 2006; Miliauskas, 2004).

3.3.4.Mintaelokészités nativ poliakrilamid gélelektroforézishez

Lemérjiik a kallusz/névény/minta nedves tomegét Analitikai mérlegen kimérjiik a PVP-t és
hozzaadjuk a proteaz kivond puffert (Sclereth et al., 2000), benne a PMSF-el.
(phenylmethylsulfonyl fluoride: szerin proteaz inhibitor, a szerin proteazok fehérje hasito
képességgel rendelkeznek). A polivinil-pirrolidon: mesterségesen eldallitott anyag, amelyet a
szervezet nem vesz fel. A fehér por vizben és ectanolban oldodik. A vegyiilet kémiai
szerkezetébdl addddan a polivinil-pirrolidon mas molekuldkat szorosan magahoz kot; ezért
els6sorban aromdk és vitaminok hordozé anyagént alkalmazzdk. Esetiinkben a kataldz és a

peroxidaz aktivitdsokat potencialisan gatlo fenolokat koti meg
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Jégben tartott eppendorf csovet hasznalunk a tovabbiakban. Dorzsolés kvarchomokkal és
iivegbottal, ezutan Vortex 1 perc (rdzatas, sejtek, hogy felnyiljanak)

Folyékony nitrogénben fagyasztas majd centrifugalas 12.000 rpm 10 min. Lepipettazuk egy
tiszta eppendorfba a feliiltiszot. -20 °C- on 1 hétig elall és Gjrahasznéalhato

A peroxidaz és kataldz gél dsszetétele és futtatasa 25-30 mA, hiitdben ca. §°C-on.

A szeparalo gél 7,5 % poliakrilamidot tartalmazott, az SDS-t kihagytuk a gélkészitésnél, hogy

a katalaz és peroxidaz aktivitasokat a nativ gélen vizsgalhassuk.

3.3.4.1. Peroxidaz és katalaz gélek mosasa és a festés folyamata
A katalazok és a peroxidazok (Harris et Hopkinson, 1976) nativ gélen torténd kimutatasat a
4. tablazat foglalja 0ssze. Az els6 1épés minden esetben bidesztillalt vizes mosas, ezt koveti a

festés (4. tablazat)

Guajakol festés Pirogallol festés Katalaz festés

. . 50ml bidesztillalt viz +50
1. Bidesztillalt viz mosas 50 mM-0s KoHPO4/KH5PO4

pl H,O, 30%15 perc
1épés (15 perc) puffer pH 7.5 (1 6ra) )
mosas
2. 50 ml 0,1 M Na-acetat 50 mM-o0s K;HPO4/KH,PO,4 0,25 g K3FeCNg +25 ml
1épés | puffer pH 5,1 (15 perc) puffer pH 7.5 49ml (15 perc) viz 15 perc kevergetés
0,415 g FeCl; + 6 H,0O
3. 50ul +H,0, 30%
25ul +H20, 30% +12,5 ml viz 15 perc
1épés (0,03%)
kevergetés

majd + 10 pl guajakol majd + 1ml vizben feloldva
oldat 0.126 g pirogallol

4. Tablazat
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Stabil kallusz vonalak eléallitasa
Tobb fajnal is sikeriilt stabil kallusz vonalakat létrehozni a fenti protokollok és
szakirodalom alapjan.

Crocus banaticus, aminek szarmazasi helyei Szovata (Romania, Maros megye) és Varasfenes
(Roménia, Bihar megye) (7.-12. abrak). Tobbszori atoltassal sikeriilt Oket stabilizalni. MS*
taptalajon neveltiik 6ket, az alabb felsorolt auxin, citokinin hormonokat adva hozzajuk..

-10mg I NAA, 1mg I BA
-5mg I NAA, 5mg I BA
-5mg I NAA, 1mg I BA
-1mg I IBA, 5%cukor

7. abra Crocus banaticus (Varasfenes) 8. abra Crocus banaticus (Szovata) S5mg
10mg I NAA, 1mg I BA, MS* taptalaj I NAA, 5mg I BA, MS* taptalaj

9. abra Crocus banaticus (Varasfenes)
5mg I" NAA, 1mg I'* BA, MS* taptalaj

10. abra Crocus banaticus (Szovata)
1mg I IBA, MS* 5%-0s szacharéz
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11. abra Crocus banaticus (Szovata) Smg 12. abra C. banaticus elé6fordulasa

I NAA, 5mg I BA, MS* taptalaj

A szovatai C. banaticus tenyészetek embriogének voltak, szomatikus embriok keletkezését és

fejlédését mutattuk ki (11. abra).

Crocus heuffelianus Szarmazasi helyei Ukrajna (Pdsahaza) ¢és Romania
(Radnalajosfalva). 10mg I* NAA, 1mg I BA —t tartalmazé MS*, és 1mg I IBA, 5% suc-t
tartalmazd MS*taptalajon neveljiik 6ket, kalluszt és hagymagumot hoztak 1étre (13.-14. abrak).
A C. heuffelianus kalluszok embriogének voltak (Demeter et al., 2010).
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13. abra Crocus heuffelianus (szarmazasi hely:
Radnalajosfalva), 1mg I IBA, 5% suc. Az
embriogén kalluszokbol regeneralt névényeken
feilodé hagymagumokat latiuk.

14. abra C. heuffelianus eléfordulasa
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Crocus tommasinianus szarmazasi helye Gyulaj, a Mecsek kornyékén. Lassan novekvo,
fehér kalluszokat produkalt, 10mg I NAA 1mg I BA és 5mg I NAA 1mg I BA tartalma

taptalajon neveltiik 6ket (15.-17. abrak).

16. abra Crocus tommasinianus 5mg I"*
NAA, 1mg I"* BA, MS* taptalaj

15. abra Crocus

tommasinianus 10mg I™* ~Fay] X
NAA, 1mg I"* BA, MS* tapta- |

A C. tommasinianus
kalluszokon organogenezist
detektaltunk.

17. abra C. tommasinianus eléfordulasa
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A Crocus vittatust 1mg I IBA és 5%suc.-on tartva teljes novényeket, rajtuk
hagymagumokat produkal. Mivel a kallusz stddium megkeriilésével sikeriilt ndvényeket

regeneralni, ezt mikroszaporitdsnak tekinthetjiik. Szarmazasi helye Hargitai Havasok, Erdély,

Romania (18.-19. abrak).
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18. abra. C. vittatus 19. abra C. vittatus eléfordulasa

hajtasmultiplikacio, 5% szacharéz és 1
mg I IBA tartalma MS* taptalajon.
Skala: 10 mm

A Crocus sativus-t szamos taptalajon sikeriilt eredményesen fenntartani (20. abra). A legtobb
tenyészet jol fejlédd kallusz tenyészetett produkalt. 1mg I IBA, 5% szacharézon erdteljes
novekedés volt jellemz6, gyokerek, hagymagumok, valamint hajtasok is keletkeztek.

-10mg I NAA, 1mg I* BA
-5mg I NAA, 1mg I'* BA
-4mg I NAA, 1mg I BA
-2mg I NAA, 0.5mg I BA
-2mg I IAA, 0.5mg I'* BA
-2mg I IBA, 0.5mg I'* BA
-1mg I'* IBA

-0.05mg I'* IBA, 0.5mg I* BA
-0.5mg I IBA, 0.05mg I* BA
-1mg I IBA, 5%cukor

A C. sativus kalluszok embriogének

voltak minden taptalajon (Székely, 2013).

20. abra Crocus sativus 1mg I IBA, 5%
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Crocus scepusiensis Vernarrol (Eszaki-Karpatok, Szlovakia) szarmazik (21.-22. &brék).
Organogenezis figyelhetdé meg rajta, bibeszerli struktarak kialakulasat is megfigyeltiikk. A tobbi

Crocus fajtol eltéréen, ahol hagymagumoé explantatumokbdl nyertiink kalluszokat, itt axenikus

magokbdl nevelt csirandvényekbdl indultunk ki.

":,: ¢ ?.‘-; %
74 ) MR

21. abra Crocus scepusiensis 2 mg 1™ 22. abra C. scepusiensis elé6fordulasa
NAA 4 mg I'* BA MS*,
Bibeszerii stukturak.

-5mg I NAA, 5mg I BA; -4mg I NAA, 2mg I* BA

-5mg I NAA, 1mg I BA; -2mg I NAA, 4mg I* BA

-2mg I NAA, 2mg I BA

hormon 6sszetételit MS* taptalajon neveltiik.

Itt szeretnénk megjegyezni, hogy a jelen vizsgalatban szerepld karpat-medencei vadon €16
Crocus fajok szovettenyésztését, tudomasunk szerint, eldszor kutatdcsoportunknak sikertilt
megvalositani. A C. sativus szovettenyészetek eldallitasarol szamos kutatocsoport szamolt be
(1. Trodalmi attekintés, 2.3. alfejezet, ahol ezt példakkal is illusztraltuk), részben ezen
tanulmanyok alapjan terveztik meg azokat a taptalajokat, amelyeken a tdobbi

Crocus faj/ genotipus sikeres szovettenyésztését is megvalositottuk.
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4.2. A Crocus magvak csiraztatasa axenikus koriilmények kozott

Csupan a magvak tizedét sikeriilt mesterséges koriilmények kozott kicsiraztatni. A kisérlet

elkezdése az elsd és masodik csiranévény a Crocus heuffelianus volt, de ezek elhaltak. A

harmadik a Crocus heuffelianus-tol, a negyedik pedig a Crocus scepusiensis-t6l szarmazo

csirazd mag, egy év utan tortént meg.

Ezek szintén megalltak a novekedésben és fejlodésben, ezért szarasokkal megsebeztiik dket és

10mg I NAA ¢és Img I"! BA tartalmu MS* taptalajra helyeztiik 6ket. 2 és fél honap utan relative

gyorsan novo, élénksarga elsé generacios kalluszok képzddtek, ezekbdl pedig életképes 2. és 3.

generacids kalluszokat képeztiink. (23. dbra)

23. abra Crocus heuffelianus 2.generacios kallusz 10
mg I NAA, 1 mg I BA tartalmi MS* taptalajon.

Az elsO kisérletsorozatban a
taptalajok nem tartalmaztak
hormonokat, mig a masodikban
0,5mg 1" NAA-t és 0,5 BA-t
tartalmaztak a jobb csirazas
segitése érdekében. Csak a
Crocus heuffelianus és a Crocus
scepusiensis csirazott a
kisérletben szerepld fajok koziil.
Minden csirazott mag
hidegkezelésben részesiilt. A
csirazas 2 honap és 1 év kozott
valosult meg. A  Crocus

heuffelianus  magok  mind

hormonmentes MS*-en, mind a hormont tartalmazé taptalajon csiraztak, de a GA3 jelenlétének

nem volt hatasa a hormonkezelt taptalajok esetében. A Crocus scepusiensis hormont tartalmazo

talajon kezdett el csirazni és a csirazott magok hideg- és GA3 kezelésben is részesiiltek.

Osszességében a magok jobb csirazast mutattak hormont tartalmazé MS*-on, GA3 kezelés utan.
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4.3. Osszes polifenol- tartalom mérése
Néhany safrany minta 6ssz-polifenol tartalma. A névényi hormonokhoz rendelt szamok a
mg I-ben kifejezett koncentraciokat jelentik. Valamint az (+) atlag szoras értékeket abrazoltuk.

GAE: galluszsav-egyenérték (5. tablazat.)

) Osszfenol tartalom (GAE,
Minta

1, .
m Szaraz tome ., _ ..
99 & A vizsgédlt mintdkban az Ossz-

1. Crocus sativus

9,96+ 1,5 polifenol tartalom mérések soran eltérést
kallusz, 10NAA + 1BA

tapasztaltunk a szdvettenyészetek és az

2. Crocus scepusiensis

10,56 + 2,11 eredeti a ndvényi mintak kozott.
kallusz, 2NAA + 0,5BA

GAE  (polifenol  tartalom) ha

3. Crocus banaticus

14,9 +2.81 magasabb, mint 12-20 mg g* akkor
kallusz, 5SNAA + 5BA

magas szintlinek mondhatd. (Miliauskas

4. Crocus banaticus 250+ 1.64 et al. 2004; Daniels et al. 2011). A

hajtas, eredeti névény

szovettenyészetekben alacsonyabb Ossz-

5 Tablazat polifenol tartalom mutathato ki az eredeti
novényhez viszonyitva, de ahhoz elég
magas, hogy érdemes legyen a tenyészetek tovabbi vizsgalata, az optimalis polifenol termelés

kidolgozasa.

4.4. Szabadgyok semlegesité kapacitas

Az antioxidans kapacitds meghatarozasara elézetes méréseket végeztiink ABTS-el és DPPH-
val. Ha az ABTS* kation gatlasi szdzaléka magasabb, mint 60 % akkor beszélhetiink egy relativ
magas gyokfogo kapacitasrol.(Miliauskas et al. 2004).

Magas antioxidans kapacitast detektaltunk a kovetkez6 tenyészetekben, ABTS kation gatlast
mérve: Crocus sativus (10 mg I NAA/L mg I BA) kallusz tenyészetekbol 71,18%-os gatlast,
C. banaticus Sovata 5 mg I NAA/5 mg I BA- 60,05%-os gatlast és C. sativus kallusz- és
gyokér tenyészetbdl 91,14% gatlast, valamint nativ ndvényekben C. banaticus Sovata hajtasbol
86,33%- os gatlast mutattunk ki (6.tablazat).
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Fajok Taptalajok Ao ABTS gatlasi
%
1. C. scepusiensis 2mg I NAA/0,5 mg I BA | 0,620 16,89%
2. C. scepusiensis 2mg I NAA/0,5 mg I BA | 0,538 27,79%
3. C. scepusiensis 2mg I NAA/0,5 mg It BA | 0,464 37,80%
4. C. sativus 10 mg I NAA/L mg I BA | 0,215 71,18%
5. C. sativus 10 mg I NAA/L mg I BA | 0,463 37,93%
6. C. sativus 10 mg I NAA/L mg It BA | 0,347 53,49%
7. C. banaticus Sovata 5mg It NAA/5S mg I* BA | 0,544 27,01%
8. C. banaticus Sovata 5mg I NAA/S mg I BA | 0,369 50,54%
9. C. banaticus Sovata 5mg I NAA/S mg I: BA | 0,298 60,05%
10. C. sativus hagymagumo eredeti novény 0,260 60,05%
11. C. sativus kallus gyokér 1 mg I'* IBA/5%suc. 0,64 91,14%
12. C. heuffelianus Posahaza
hagymagumé-+Hevél eredeti novény 0,350 53,08%
13. C. sativus hajtas eredeti novény 0,333 55,36%
14. C. banaticus Sovata virag eredeti névény 0,337 54,83%
15. C. banaticus Sovata hajtas eredeti névény 0,102 86,33%
16. C. banaticus Sovata hagymagumo eredeti névény 0,501 32,84%
17. C. heuffelianus Pésahéza kallusz | 10 mg I NAA/L mg I BA | 0,425 |  43,03%

6. Tablazat ABTS mérések és eredmények

A méréseket elvégeztiik DPPH-val is (7. tablazat) de az itt kapott értékek nem érték el az
etalonként megnevezett 60% os gatlasi értéket, ennek oka a DPPH eltéré szerkezetében rejlik.

(Miliauskas et al. 2004)

23




DPPH gatlasi

Fajok Téptalajok Ao %
vak 0,861
1. C. scepusiensis 2mg I NAA/0O,5 mg I* BA | 0,838 4,88%
2. C. scepusiensis 2mg I NAA/0O,5 mg ' BA | 0,828 6,02%
3. C. scepusiensis 2mg I NAA/0,5 mg It BA | 0,807 8,40%
4. C. sativus 10 mg I NAA/L mg I BA | 0,705 19,98%
5. C. sativus 10 mg I NAA/Img ' BA | 0,83 5,79%
6. C. sativus 10 mg I NAA/L mg I BA | 0,801 9,08%
7. C. banaticus Sovata 5mg " NAA/Smg ' BA | 0,832 5,56%
8. C. banaticus Sovata 5mgI* NAA/Smg I BA | 0,785 10,90%
vak 0,892
9. C. banaticus Sovata 5mg I NAA/Smg I BA | 0,788 13,97%
10. C. sativus hﬁg}rfmagum(’), eredeti eredeti novény 0,826 0.83%
noveny
11. C. sativus kallusz és gyokeér 1 mg I'* IBA/5%suc. 0,664 27,51%
12. C. heuffelianus P6sahaza
hagymagumé-Hlevél eredeti novény 0,596 34,93%
13. C. sativus hajtas eredeti novény 0,646 29,48%
14. C. banaticus Sovata virag eredeti névény 0,439 52,62%
15. C. banaticus Sovata hajtas eredeti novény 0,728 20,52%
vak 0,896
16. C. banaticus Sovata agymagumo eredeti névény 0,883 4,33%
17. C. heuffelianus Posahaza kallusz | 10 mg I NAA/L mgI* BA | 0,872 5,53%

7. Tablazat DPPH mérések és eredmények
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4.5. Enzimaktivitas mérések

A Crocus mintdk pirogallol peroxidaz aktivitdsat nativ poliakrilamid gélen vizsgaltuk. A

mintak koziil kiemelked6 eredményt mutat a 6. C. sativus hajtas eredeti novény, de még igy is

1 2 S8R P

5 6 7 8 9 110} S ar

Relativ savintenzitas 1611 928 1823 1423 2510 4059 322 1920 349 2026 0 6772

24. abra pirogallol peroxidiz kimutatasa nativ gélen*

elmarad a referenciaként hasznalt torma aktivitdsdhoz képest (24.4bra). A szOvettenyészet

mintak koziil a C. scepusiensis és a C. heuffelianus/ Posahaza kalluszok aktivitasa, valamint a

C. sativus szovettenyészet eredetli gyokerei szamitanak kimagaslonak (24. abra). A C.sativus

tenyészetek szabadgyok semlegesitd kapacitasa is magas volt (8. tablazat), ezért ez a kultura

fokozott jelentdségli. A C. scepusiensis és a C. heuffelianus tenyészetekben ugyanakkor alacsony

ABTS* kation és DPPH* gatlas értékeket mértiink, tehat e mintdk szabad gydk semlegesitd

kapacitasa mérsékelt, de a peroxid-semlegesitd képességiik magas.

*Jelmagyarézat:

1: C. sativus 10 mg I NAA 1 mg I BA

2: C. sativus 2 mg I'* IBA 0,5 mg I BA

3: C. scepusiensis 2 mg I NAA 0,5 mg I BA

4: C. banaticus Szovata 5 mg I NAA 5 mg I'* BA
5: C. heuf. Posahaza 10 mg I NAA 1 mg I'* BA
6: C. sativus hajtas eredeti novény

7:C. sativus hagymagumo eredeti novény

8: C. sativus gyokér szdvettenyészetbol

9: C. heuf. Posahaza hajtas eredeti novény

10: C. heuf. Pésahaza hagymagumo eredeti ndvény
11: C. heuf. Pésahaza virag eredeti ndvény

T: Armoracia rusticana torma gyokér
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A katalaz  enzimaktivitdis mérés soran  tobbnyire az  eredeti  novények:
C. sativus hajtas eredeti novény és C. heuffelianus/ Posahaza hagymagumo eredeti ndvények
mutattak magas értékeket, de a C. scepusiensis 2 mg I NAA 0,5 mg I'* BA és a C. heuffelianus
Pésahdza 10 mg I* NAA 1 mg I BA taptalajokon fenntartott szdvettenyészetek is biztatd

Relativ savintenzitas 779 172 4938 563 3256 6674 1595 478 0 3658 0
25. abra katalaz izoenzimek kimutatasa nativ gélen™

eredményeket produkalt. Fontos megjegyezni, hogy ugyanezek a szdvettenyészetbdl szarmazo
mintak mutattak magas peroxidaz aktivitast is (1. fent).
*Jelmagyarazat:

1: C. sativus 10 mg I NAA 1 mg I BA

2: C. sativus 2 mg I'* IBA 0,5 mg I BA

3: C. scepusiensis 2 mg I NAA 0,5 mg I BA

4: C. banaticus Szovata 5 mg I NAA 5 mg I'* BA
5: C. heuf. Pésahaza 10 mg I NAA 1 mg I"* BA
6: C. sativus hajtas eredeti novény

7:C. sativus hagymagumo eredeti novény

8: C. sativus gyokér szovettenyészetbol

9: C. heuf. Pésahaza hajtas eredeti nGvény

10: C. heuf. Pésahaza hagymagumo eredeti n6vény
11: C. heuf. Posahaza virag eredeti novény

26



5. Osszefoglalas

A Crocus banaticus, Crocus heuffelianus, Crocus tommasinianus, Crocus scepusiensis,
Crocus vittatus és a Crocus sativus fajokbol sikeresen inditottunk és stabil kallusztenyészeteket
hoztunk 1étre. Ezaltal tobb karpat-medencei faj van az in vitro gyiijteményiinkben, amelyeket
megorizhetiink ¢és késobbi kisérletekhez felhasznalhatunk. Eltéré auxin-citokinin ardnyokat
hasznalva sikeriilt kalluszképzést indukalni, és a hormonaranyon valtoztatva, differencidlodasra
késztetni az explantditumként hasznalt névényi részeket. Minden, a jelen munkaban szerepld
karpat-medencei vadon ¢l6 faj esetében, tudomdsunk szerint kutatécsoportunknak sikeriilt
eloszor novényregeneralasra képes kallusztenyészeteket eldallitani. Ezek a tenyészetek
potencialisan felhasznalhatoak genotipus megOrzésre, amely azért is jelentds, mert e fajok
védettek.

Crocus heuffelianus és Crocus scepusiensis magokat csiraztattunk auxin és citokinin
hormonokat tartalmazo, illetve azoktél mentes MS* taptalajon. A magokat el6zdéleg hideggel és
GA3-mal kezeltiik. A kicsirdzott magokbdl stabil kallusz vonalakat hoztunk 1étre.

Tobb fajnal végeztiink eldzetes méréseket antioxidans kapacitisra, enzimaktivitasra. A
szovettenyészetek, szinte mindig alulmaradtak az eredeti ndvényekhez képest. Ennek ellenére, a
C. sativus és a C. banaticus szovettenyészetek magas szabadgyok semlegesitd kapacitast
mutattak, C. scepusiensis és C. heuffelianus (Pdsahdza) tenyészetek ugyanakkor magas
enzimatikus antioxidans kapacitast mutattak. A C. sativus szovettenyészetek gyokérképzo
kalluszait kiilon kiemeljiik, hiszen ezekben a szabadgyok semlegesito kapacitas és a peroxidaz
aktivitds 1s magas volt. Ezeket a tenyészeteket érdemes tovabb vizsgdlni, az antioxidans

kapacitas optimalizalasa érdekében.

6. Koszonetnyilvanitas
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