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Roviditések: 2,4-D - 2,4 —diklér-fenoxiecetsav, BA — benzil-amino-purin, IBA —
indolvajsav, NAA - a-naftilecetsav; MS* —-0,8% agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborg és
mtsai, 1968) és 2% szachardzzal kiegészitett Murashige és Skoog alaptaptalaj (1962), ABA-
abszcizinsav; AA-aszkorbinsav; ABTS -2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav;
DPPH -1,1-difenil-2-pikrilhidrazil; PVP-polivinil-pirrolidon; PMSF-phenylmethylsulfonyl
fluorid; PEG - polietilén-glikollal , F-C - Folin- Ciocalteu elegy

1. Bevezetés és célkitiizés

Az 0Oszi vetdvirag (Sternbergia lutea), a tavaszi tézike (Leucojum vernum) és a nyari
tézike (Leucojum aestivum) a zarvatermék (Angiospermatophyta) torzsébe, azon belll az
egyszikiiek (Liliopsida) osztalyaba és az Amaryllidaceae csaladba tartozik. Az Amaryllidaceae
négy nagy nemzetsegét ismerjiik kozelebbrél. Ezek a Galanthus (hovirag), a Leucojum (tézike),
Narcissus (narcisz), Sternbergia (vetévirag) genusok melyek kozott szdmos védett fajt talalunk
(Kiraly, 2009, Tuba és mtsai., 2007). A Sternbergia lutea, oktdberben virdgzik. A virdgok
kozvetleniil a foldbol hajtanak ki, kedvezd iddjardsi koriilmények mellett. Kedvezdtlen
id6jarasi feltételek mellett a fold alatt nyilik, ott is meg tud termékenyilni. Viragnyilaskor még
nincs levele, mivel késébb hajt ki. A Sternbergia nemzetség legtdbb faja Torokorszagban él.
Magyarorszagon egy fajuk honos, az apré vetévirag (Strenbergia colchiciflora), melynek
felfedezdje, Winter Jakab (a budai egyetem els6 ndvénytan professzora), mint "Colchicum
novum" (= Uj kikerics) kdzolte (1788). Mivel azonban a kikericsekkel rokonsagban nem all,
Kitaibel Pal-tol (1803-ban) megkapta maig is hasznalatos tudomanyos nevét. Magyar neve arra
utal, hogy viragai az 6szi vetések idején jelennek meg. A tavaszi t6zike (Leucojum vernum)
elegyes lomberdok, ligetek, nyirkos, de nem tal nedves rétek lakoja. Viragzasi ideje marcius-
aprilis. Hagymas, ével6 ndvény, levelei tballasuak (Schonfelder, 2001). A nyari t6zike
(Leucojum aestivum) viragaban a hat szabad lepellevél egyenlé hosszasagd (10-18 mm),
harang alakban 0sszehajld. A tékocsany hosszabb, mint a lomblevél. Rovarmegporzasu
novény, melynek termései hisos toktermések (Godet, 1993). Magyarorszagon a puhafaligetek
(fiiz, nyar, éger) védett faja. Aprilis-junius kozott viragzik. A tavaszi tézikéhez hasonl6an

szintén tartalmaz galantamint, ami mérgez6 (Simon, 1997).



Célunk olyan in vitro ndvényi szovettenyésztési eljarasok kidolgozésa, amely Sternbergia
lutea, Leucojum vernum és Leucojum aestivum szovetbank létrehozasat teszi lehetévé.
Differencialatlan sejttomegeket (kalluszokat) hozunk létre megsebzett névényi szervek eltérd
hormon-gsszetétell taptalajra valo iltetése €s tovabbtenyésztése soran. Stabil kallusz vonal
eldallitasat kovetéen szomatikus embridkat illetve organogenezist kivanunk indukalni,
melyeket novényregeneralashoz és antioxidans kapacitas meghatarozasara hasznalunk fel.
Vizsgalataink kiterjedtek az antioxidans kapacitds meghatarozasara. Antioxidans jelentése:
olyan vegyulet, amely az anyagcserefolyamatok vagy stresszreakciok sordn keletkezé szabad
oxigéngyokoket vagy erds oxidalé molekuldkat semlegesiti (Lang, 2002). A szabadgyodkok
nagy reakcioképességli, rovid életi molekuldk, amelyek képesek a szervezet barmely
vegyuletét oxidalni, szerkezetét karositani. Az ¢16 sejtekben az energia felszabadito folyamatok
sorén, természetes mddon keletkeznek peroxid- és szuperoxid gyokok. Ezeket a sejtek a sajat
antioxidansaikkal hatastalanitjak. Bizonyos helyzetekben (példaul stressz, betegség) a szabad
gyokok szama megnd, €s a szervezet igyekszik elegend6 antioxidans termeléssel ezeket
kivedeni (Miller és mtsai., 1993).

Munkank jelentdségét, Gijszertiségét az adja, hogy az Amaryllidaceae szdvettenyészetek
antioxidans kapacitasat kevéssé ismerjuk. Raadasul, a Sternbergia lutea esetében olyan korabbi
tanulmanyrol, amelyben stabil, novényregeneraldsra képes embriogén Kkallusztenyészetek

eléallitasarol szamolnak be, nincs tudomasunk.

2. Irodalmi attekintés

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

A ndvényi szdvettenyésztési eljarasok magukba foglaljak a kallusz, a sejtszuszpenzios és
a protoplaszt tenyészeteket, illetve az in vitro ndvényregeneréaldsi és mikropropagacios
eljarasokat 1is. Amikor a ndvénybdl sejttenyészetet létesitiink, osztodd, még nem
differencialodott (proembriokbdl, kambialis és merisztéma) szdveteket tartalmazo izolatumokat
célszerli taptalajra helyezni. A szovettenyésztési eljarads azon az elven alapul, hogy megfeleld
kortlmeények kdzott minden ndvényi sejt képes dedifferencialdédas soran totipotenssé valni, és
differencialatlan sejttomeget, kalluszt létrehozni (Dudits és Heszky, 2003). A kalluszosodas
természetes és szintetikus hormonokkal, citokininekkel, auxinokkal indukalhato. A sziléard

taptalajra izolalt inokulumokbol (explantatumokbol) a névény olyan része, amely merisztéma-,
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kambialis, parenchima-szovetet tartalmaz) fejlodé kallusz tobbszori atoltadssal folyamatosan
fenntarthatd és szaporithatd. A sejtek differencialodasanak indukcioja szintén lehetséges in
vitro, ezt nevezzik redifferencialédasnak, mely folyamat eredménye lesz a névényregeneracid
(Dudits és Heszky, 2003).

A novényi szovettenyésztési eljarasok koltsége viszonylag alacsony. Ivaros Gton nehezen
szaporithatd novények tomegesen allithatok elé a mikroszaporitas segitségével. A novényi
szOvettenyészetek alkalmasak pollen-inkompatibilitds megkeriilésére, transzgénikus névények
eloallitasara, genetikai variabilitds indukcidjara (szomaklondlis variabilitds), fajok, fajtak
konzervélasara  (mélyfagyasztott  sejttenyészetek és  embridkulturdk),  masodlagos
anyagcseretermékek (pl. gyégyszerek, gyogyhatadsu anyagok) termelésére (sejtszuszpenzios
tenyészetekben), illetve merisztématenyészetek  segitségével virusmentes ndévények
eldallitasara (Dudits és Heszky, 2003).

A Sternbergia lutea fajt nem csak védett névényként, hanem gydgynévényként is szamon
tartjdk. Olyan anyagokat tartalmaz, amiket a modern orvostudomany is felhasznal a
gyogyitasban, példaul az Alzheimer-kor, csontritkulas, immunrendszeri betegségek
kezelésében (Orhan és mtsai, 2011). A Sternbergia nemzetségben dominans a likorin alkaloid,
emellett tartalmaz galantamint és mas azonos kémiai vazi anyagokat, amik az Amaryllidaceae
csaldd alkaloidjaira jellemz6ek, hemantamin, nartazin (Orhan és mtsai, 2011). Az
Amaryllidaceae csaladba tartozik a tavaszi (Leucojum vernum) és a nyari tézike (Leucojum
aestivum), melyek szintén tartalmazzak ezeket az alkaloidokat. A L. vernum in vitro
tenyésztése sordn kilénbozé novényi novekedést szabalyozd hormonokkal vizsgaltak, hogy
melyik alkalmasabb stabil szOvettenyészet 1étrehozasara. Az embridk fejlédését leginkabb
benzil-amino-purin (BA) és a-naftil-ecetsav (NAA) jelenlétében figyelhették meg (Ptak, 2009).
A nyaéri tézike morfogenezise szomatikus embriogenezis Gtjan mehet végbe és az alkaloid
felhalmozddasat auxinok segitsegével befolyasoltak, igy lehet6ség nyilt a galantamin nevi
anyag alternativ elGallitdsara, amelyet az Alzheimer-kdr tlineti kezelésére hasznalnak fel az
orvostudomanyban. A galantamint az in vitro tenyésztés altal l1étrehozott kalluszokbol mutattak
ki, melynek a taptalaja 2,4-D (25, 50 uM), picloram (25 uM), és dicamba (50 uM) hormonokat
tartalmazott (Ptak és mtsai, 2013).



2.2. Természetvédelmi vonatkozasok

A természetvédelem célja a bioszféra Allapotanak, miikodoképességének,
biodiverzitasanak (biologiai sokféleségének), valamint ezzel Osszefliggésben az ¢lohelyeknek
¢s a természeti tdjnak a megdrzése, karosodasainak megeldzése, mérséklése vagy elharitdsa. A
tudomany és a kozvélemény felismerte, hogy ma a kihalasok korat éljik: a kipusztulas mértéke
példa nélkiili. Az emberi tevékenység hatasara olyan ¢él6lénytarsulasok szlinnek meg, amelyek
kialakuldsdhoz évmillidkra volt sziikség. Magyarorszag az ¢€lohelyek sokféleségének
meglrzése szempontjabol koézéputon halad. Az 6szi vetévirag (Sternbergia lutea) leginkabb
sziklas lejtokon, mezsgyéken, valamint az Gn. garrigue ndévenyzetben, masnéven a mediterran
mészk6fennsikok nem Gsszefiiggd, masodlagos cserjéseiben fordul el6. A napos él6helyet, a jo
vizgazdalkodasu, nem tal agyagos talajt kedveli. A vetévirag nemzetség magyarorszagi
képviseldje az aprd vetdvirag (Sternbergia colchiciflora), ami vedett ndvénynek szamit.
Természetvédelmi értéke 10.000 forint. Hazdnkban a Dunantali-k6zéphegységben és a
Tiszantul déli részén fordul eld, a legnagyobb mennyiségben a Csanadi-pusztakon talalhatd
meg. Régen az Alfoldon is eldfordult, de ezek a termohelyek gyakorlatilag teljesen
megsziintek. A tavaszi tézike (Leucojum vernum) eredeti elterjedési teriilete a Pireneusoktol
Belgiumig, keletre pedig, egészen Ukrajnaig tart. Kzép-Europaban is 6shonos, a Magas-Alpok
kivételével. Mas kontinensekre is betelepitették. Természetvédelmi értéke: 2000 forint. A nyari
tézike (Leucojum aestivum) elterjedési terlilete Dél-és Délkelet-Eurdpaban nedves réteken, de
Kozep-Europdban csak meghonosodva él. Magyarorszagon féleg a Dunantilon illetve az
Alfold egyes részein fordul el (Schonfelder, 2001).

2.3 Vetovirag és tozike fajok szovettenyésztése és ezek fontossaga a
konzervaciobioldgiaban, biotechnoldgidban

A konzervaciobiologiaban kiemelt figyelemben részesitik a veszélyeztetett, esetleg
gazdasagilag jelent6s fajok, fajtdk, genotipusok védelmét. Fokozottan tanulményozzak a
morfologiajukat, Okologiai igényiiket, begyljtik a szaporitd képleteiket, mesterseges

koralmények kozott tanulmanyozzak a magok fertilitdsat, és mikroszaporitasi eljarasokat



dolgoznak ki, hogy ritka fajok egyedszamat, és az altaluk termelt foként gyogyészatban
alkalmazott hatdanyagok hozamat noveljék.

Az amarilliszfélék (Amaryllidaceae) a spargaviraglak (Asparagales) rendjébe tartozo
novénycsalad. Gyakran mutatds viragl, éveld, lagyszari, hagymas ndvények tartoznak ide.
Szdmos nemzetséget kerti névenyként termesztenek, koztik: Amaryllis, amarillisz; Galanthus,
hovirag; Leucojum, tézike; Sternbergia, vetovirag; Narcissus, narcisz. A legtobb 20. szazadi
rendszerezésben mar el6fordultak az amarilliszfélék (Amaryllidaceae). A 2003-as APG II-
rendszer az Amaryllidaceae-t a monocots kladon belll a spargavirdguakhoz, a hagymafélékhez
(Alliaceae) sorolja (Fay 1996; Podani, 2003). A csaladon belul sz&mos védett, ritka fajt tartanak
szamon, emiatt is fontos a szovettenyészetekben térténd szaporitasuk.

Az Amaryllidaceae csalad alkaloidjait gyogyaszati célokra hasznéaljak fol, melyeket a
hagymabdl vagy a fold feletti hajtasbol nyernek ki. Az amarilliszfélék alkaloidjai: galantamin,
likorin, hemantamin, nartazin. Az eddigi vizsgalatok Leucojum és Sternbergia nemzetségek
hagymaibdl stabil szOvettenyészet létrehozaséara terjedtek ki. A S. fischeriana hagymajabél
létrehozott kezdeti kallusz tenyészetet 4 mg I* BA és 0,25 mg I NAA és 2 mg I (2,4-D)
hormonokkal kiegészitett MS taptalajon nevelték a tenyészet inditasakor. Ezen nagy szdmban
regeneraltak hagymakat (t6bb mint 80 hagyma/explantatum) (Mirici, 2005). A vetdvirag genus
esetében folytak els6dleges vizsgalatok antioxidans tartalom tekintetében. Ezek a vizsgalatok
csak nativ  (természetes kornyezetben el6forduld) ndvényeken  torténtek  meg,
szOvettenyészetekben nem. Az els6 mérési eredmények a Sternbergia fischeriana faj
vizsgalatdbdl szdrmaznak. A S. lutea, S. fischeriana esetében alacsony antioxidans aktivitas
figyelhetd meg, amelyrdl feltételezhetd, hogy kapcsolatban all a teljes fenol és flavonoid
alacsony tartalmaval. Az antioxidans tartalmi gyogynovényeket altalaban kapcsolatba hozzék a
fenol tartalommal (llkay, 2011). A ndvényregeneralasi kisérletek soran L. aestivum in vitro
kulturdban a hagymabdl MS* taptalajon figyelték meg a novényi ndvekedés szabalyozésat
kiilsnbdz6 auxin/citokinin arény véltoztatasaval. A legjobb eredmény 10 NAA mg I'* + 0,5 BA
mg " hormonos MS* taptalajon érték el, amin kifejlédott hagymakat és gydkereket hoztak
létre (Diop, 2007). A L.aestivum fiatal termésébdl 1étrehozott kezdeti kallusz tenyészetet 4 mg
I* 2,4-D és 2 mg I"* BA hormonokkal kiegészitett MS taptalajon nevelték, majd 1.15 mg I™
NAA és 2.0 mg I* BA hormon &sszetételli MS taptalajra helyezték. Az igy kapott
hajtaskezdeményekbdl igyekeztek kinyerni a felhalmozodott galantamint, amely az
acetilkolinészteraz gatlo hatds mellett, hatékony antioxidans. Korllbeltil nyolcvan
hajtastenyészetbdl voltak képesek kinyerni 2.5 mg 17. A kisérlet bizonyitotta, hogy a
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mesterséges koriilmények kozott nevelt tenyészetekbdl is lehetséges a gyogyaszatban
hasznalatos alkaloidot kinyerni (Pavlov és mtsai, 2004.).

A L. vernum esetében a névényi novekedés sebességének a szabalyozasat figyelték meg
az citokinin-auxin hormonok aranydnak véltoztatasaval. Ha ezekhez abszcizinsavat (ABA)
adtak kombindalva polietilén-glikollal (PEG), akkor a szomatikus embrid érését stimulaltak.
ABA ¢és NAA jelenlétében a novénybdl torpedd-allapota embriok fejlédtek (Ptak, 2009).

A fentiekben emlitett vadon él6, tobbnyire veszélyeztetett Sternbergia és Leucojum
fajok szovettenyésztése kettds jelentdségii: (i) a genotipusok konzervalasat szolgalja, in vitro
szovetbankok létrehozéasaval; (ii) Amaryllidaceae alkaloidok és potencialisan, egyéb

gyogyhatasu metabolitok termelésére alkalmasak lehetnek.

2.4 Az antioxidansok

Az antioxidansok az €16 szervezetben, taplalékban el6forduld ermészetes vagy szintetikus
vegylletek. A sejtekben termeészetes korulmények kozott lejatszodo biokémiai folyamatok,
jellemzdéen az oxidacios folyamatok soran keletkeznek szabadgyokok, amelyek egy bizonyos
részének fontos szerepe van a szervezet normalis miikodésének fenntartasaban, tobbek kozott a
sejtciklus szabalyozasaban, a sejt metabolizmusaban, illetve a szervezet védekezo
mechanizmusaban (Davies, 2000). A szabadgy6kdk olyan reaktiv oxigén-, nitrogén-, kén- vagy
szénkdzpontd  molekulak, illetve molekularészletek, amelyek parositatlan elektronnal
rendelkeznek, ezért rendkiviil agresszivak és rovid életidejiiek, hiszen nagyon gyorsan kémiai
reakcioba lépnek mas vegyiletekkel elektronszerzés céljabol (Cadenas, 1989). Jelen munkéaban,
a szOvettenyészetek vizsgalatai sordn kilonb6zé modszerekkel hataroztuk meg az antioxidans
kapacitast. Az enzimatikus antioxidans kapacitadst a katalazok és a peroxidazok nativ
poliakrilamid gélelektroforézisével, a szabadgyokoket semlegesitd kapacitast az ABTS (2,2'-
azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gy6kdok
gatlasanak meghatarozasaval mértiik, valamint a teljes polifenol tartalmat is meghataroztuk.



2.5 Hatb6anyag tartalom

Az amarilliszfélék hagymaibol nyert alkaloidok: galantamin, likorin, hemantamin,
nartazin. Ezen hatdanyagok felhasznéldsa: a galantamin alkaloid acetilkolineszteraz gatlé
hatéssal rendelkezik. Hasznaljak példaul koros izomgyengeség kezelésere, a curare-vegydlet
hatasa kovetkeztében fellépd izomernyedség megsziintetésére, gyomor, bél, holyagrenyheség
ellen, valamint mutéteknél. Manapsag kedvezO hatasat tapasztaljak az Alzheimer-kor
gyogyitasa terén (Heinrich és Teoh, 2004). Az Amarillydaceae csaldd fajaibol kinyerhetd
hatéanyagok szdmos gydgyaszati terlileten hasznalatosak. Ezeknek a tobbségikben védett fajoknak a

tenyésztése in vitro kortilmények kozott ezért elengedhetetlentil fontos a tudomany és az emberiség

szamara.

3.Anyag és modszer

3.1 A szbvettenyészetek indukcidja

A novények explantatumait fellleti sterilezésnek vetettiik ald. Ezeket csapvizzel torténd
atoblitést kovetden 30 percig Domestos haztartasi fert6tlenitdszer 10%-0s oldatiba aztattuk,
majd harom alkalommal tiz percig steril desztillalt vizzel atmostuk. Ezt kdvetéen a hagymarol
levagtuk a levelet és a gyokeret, majd a szOvetdarabkak kiilonboz6 aranyban és
koncentracidban alkalmazott, névényi hormon tartalmd taptalajra tettik.

1. Tablazat Szévettenyeszteshez felhasznalt névényeink

Oszi vetSvirag Nyari tézike Tavaszi tozike
(Sternbergia lutea) (Leucojum aestivum) (Leucojum vernum)
] ] o Bereg siksag, Magosliget/
Szarmazas Albania ) o _
Maérokpapi hatarnél DE Botanikus kert
Szdvettenyészet 2013.03.04./
o 2013. 10. 10. 2012
inditasa 2014.03.06.
NoOveényi rész hagyma hagyma hagyma
10NAA mg I'* NAA o I
INAA mg I 10NAA mg I + 1BA mg I' mg
MS*
Téaptalaj tipusok | 2NAAmg I'+ 1BAmgI* | 2NAAmgI* +1BAmg I X .
1 5NAAmg I+ 1BA mg I
5NAA mg | 4 1
MS™ 2NAA mg I+ 2IBAmg |




A tenyészeteket 14/10 6ra fény/sotét és 22+-20°C/18+-20°C fény- és hémérséklet-

peridduson neveltiik hélég-sterilezett petricsészékben.

3.2 Antioxidans mérés modszerei

3.2.1. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
A nativ PAGE fehérjék elvalasztasara szolgald eljards. Ennek soran igyeksziink olyan

kortlmeények kdzepette elvalasztani a fehérjéket, hogy azok megtartsak nativ térszerkezetiiket.

Minta el6készités:

1.Lemérem a kallusz/ndvény/minta nedves tomegét egy tiszta eppendorfcsdbe

2.

Analitikai mérlegen kimérem a PVP-t és hozzaadom.(a polivinil-pirrolidon: mesterségesen
eléallitott anyag, amelyet a szervezet nem vesz fel. Vizben és alkoholban oldddik. A
vegyiilet kémiai szerkezetébdl addodoan a polivinil-pirrolidon mas molekulakat szorosan
magahoz kot; ezért els6sorban aromak és vitaminok hordozé anyagént alkalmazzak.
Esetlinkben a fenolokat koti meg).

Hozzéadtuk a protedz kivono puffert, benne a PMSF-el. ( Phenylmethylsulfonyl fluoride :
szerin protedz inhibitor, a szerin proteazok fehérje hasito képességgel rendelkeznek)

4. Jégben tartott eppendorfcsdvet hasznaltunk a tovabbiakban
5. Dorzsolés kvarchomokkal és tUvegbottal

6.
7
8
9

Vortex 1min.( razatas, sejtek felnyiljanak)

. Folyékony nitrogénben fagyasztas
. Lecentrifugalas 12.000 rpm 10 min.
. Lepipettaztuk egy tiszta eppendorfba a felliliszot

10.-20 °C- on 1 hétig elall és ujrahasznalhato

A ndvényi minta elkészitése utan dsszeéllitottuk a futtatd gélt, amire felvittik a névényi

mintainkat. A mitakbdl 10-10 ul-t vettink ki, amikhez 10-10 pl mintapuffert adtunk.
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3. Tablazat Gélontés

Szeparalo/alsé gél Gyiijto/felso gél
H,O 5,92 ml 2,736 ml
Tris-HCI puffer 3ml (1,5 M; pH 8,8) 1,25 ml (0,5 M; pH 6,8)
Akrilamid (30%-0s) 3ml 0,95 ml
TEMED 12 ul 12,5 ul
Véakuum (5 perc)
APS (10%-0s) 60 pl 22 ul

Gélmosés:
4. Tablazat Peroxidaz gél mosasa és festés folyamata:

Guiacol festés Pirogallol fetés
1.1épés Bidesztillalt viz (15 min.) 50 mM-o0s K;HPO, /K;HPO puffer;
pH 7,5 (1h)
2.1épés | 50 ml 0,1 M Na-acetat puffer pH 5,1 (15 50 mM-o0s 50 mM-o0s K;HPO,
min.) IK;HPOypuffer; pH 7,5; 49 ml (15
min.)
3.1épés 50 ul + H,0, 30% 25 pl + H,0, 30%
4.1épés + 10 pl guaiacol oldat + 1 ml vizben feloldva 0, 126g
pirogallol

5. Tablazat Katalaz gél mosas és festés folyamata

1.1épés | 50 ml bidesztillalt viz + 50 pl H,0, 30% 15 min. ;moséas

2. 1épés 0, 25g K3FeCNg + 25 ml viz (radnteni) lepipettazni

3. 1épés 0,4165g FeCl3 +H,0; + 25 ml viz kb 15 min. kevergetés
(réonteni)

3.2.2. A nativ gélek kiértékelese

A kapott zimogramok kiértékeléséhez CPAtlas gél elemzd szoftvert, az adatok
abrazolasahoz Microsoft Office Excel 2007 és Systat Sigma Plot 10.0 programokat hasznaltunk
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(4.,5.,6.,7.,8. abra). A CPAtlas programot a zimogramokon megjelent savok (izoenzimek)

tertiletének meghatarozasara, igy azok aktivitasanak jellemzésére hasznaltuk (1.abra).

File Analysis Windows Help
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Lane # Peak# Channel Rf Area
1 1 Greyscale 0.295 100 -
12 1 Greyscale 0.193 674
12 12 Greyscale 0.363 542
3 1 Greyscale 0.026 1419 =
3 12 Greyscale 0.354 12891
3 3 Greyscale 0512 1302 =
n 1 Grevscale 0.485 59 =

1.4bra Poliakrilamid gélelektroforézis kiértékelése CP Atlas program segitségével
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3.2.3.0sszes polifenol- tartalom mérése

Mintael6készités:

Reagensek

25mg széraz (liofilizalt) kallusz, névényi rész poritasa dérzsmozsarban
extrahalas: 1ml 30%-os metanolban 70°“-on 15 min. melegités
sejtfeltaré 1min.

hiités, szobahémérsékletre (23 °©)

centrifugélas 13.000 rpm 3min.

felulUszé lepipettazasa tiszta eppendorfba (700pl)

ebbdl mérem ki a sziikséges mennyiségemet a tovabbi kisérletekhez

a minta fagyasztoban 1-2 hétig tarolhatd

30%-0s metanol (metanol+bidesztillalt viz)

Folin- Ciocalteu elegy (8x-ara higitva)

Na,COsoldat (7,42g 100ml ioncserélt vizben valé feloldasa)

galluszsav oldat (5,1 mg 10ml-es 30%-0s metanolban higitva, majd ezt 10x-
ére higitani 30%-0s metanollal)

ezeket a reagenseket frissen allitom 6ssze, de sziikség esetén egy hétig
hiitében lehet tarolni

6. Tablazat 6sszes polifenol- tartalom meghatarozasahoz sziikséges reagens sor

Sorozat F-Celegy (ul) | MeOH (ul) | Galluszsav (ul) | NayCOgsoldat

(1)
1. 3125 62,5 - 250
2. 3125 50 12,5 250
3. 3125 37,5 25 250
4. 3125 25 37,5 250
5. 312,5 12,5 50 250
6. 3125 - 62,5 250
7. 3125 50 12,5 pl 250

névényi minta

Mérés fotométerrel (SHIMADZU UV-1601 tipusu spektrofotométerrel), 720nm-en, a vak az a

reagens, amelyikben nem talalhat6 galluszsav.

13




3.2.3. ABTS* kation inhibiciéjanak vizsgalata

A Kisérlet soran 25 mg novényi mintat poritottunk, majd extrahaltuk (1 ml 30%-0s
methanolban 70 °C-on) 15 percig. Utdna sejtfeltaroval 1 percig razattuk, lehiitottiik és 13000
rpm-en 3percig centrifugéaltuk. A feliiliszot tiszta eppendorfba lepipettaztuk (700 ul), ebbdl
kimértlik a sziukséges mennyiségemet a tovabbi kisérletekhez. A mintakat 1-2 hétig lehet
fagyasztdban tarolni (Singleton, 1965; Grube 2005).

Aszkorbinsav (AA) oldatot allitottunk 6ssze. 3,2 mM AA oldatot készitettink 30%-0s
metanollal. Kimértink 11,2mg AA-t és 20ml 30% metanolban oldottunk.

2,6 ml bidesztillalt vizben feloldottunk 10 mg ABTS-t ehhez 1,72 mg K-perszulfatot
adtunk. Tiszta MeOH-val higitjuk, hogy az abszorbancia 0,7 korll legyen. 734 nm-en
detektalunk metanollal szemben. 6 perces méréseket végeztiink. Annyi mintat adagoltunk a 2,5
ml ABTS oldathoz, hogy a gatlasi % értéke 20-80 % kozott alakuljon.

A vak oldat a tiszta metanol, majd az els6 minta 1 ml higitott ABTS (aminek az
abszorbanciaja 0,7 koruli). Utana lemérjuk az ésszeallitott AA standart sort.

-40 uM 50 pl AA+50 pl 30%MEOH

=20 M 25pl AA+75 pl 30%MEOH

-10 M 12,5ul AA+88 ul 30%MEOH

-5uM 6 pl AA+94 pl 30%MEOH

Ezekbol 25-25 pl-t adtunk az 1 ml higitott ABTS-hez és 6 perces méréseket végeztiink (6
percig inkubaltuk a ndvényi mintdkat ABTS-ben, ezt kovetden fotometraltuk). Az elére
elkészitett névényi mintainkbol is 25-25 pl-t adunk az 1 ml higitott ABTS-hez és szintén 6

perces méréseket vegeztink.

3.2.4. DPPH* inhibiciojanak vizsgalata

A mintdk elokészitése €s tarolasa, valamint az AA standard oldatok eldallitasa ugyantgy
tortént, mint az ABTS* kation inhibici6 vizsgalata soran.

0,01 g DPPH-t oldottunk 25 ml spektroszkopias (HPLC) MeOH-ban (tiszta metanol),
ebbdl higitottunk, hogy az abszorbancia 0,900+0,015 legyen. 515 nm-en detektalnuk MeOH-lal
szemben.

6 perces méréseket végeztink. Annyi mintat adagolunk a 2,5 ml DPPH oldathoz, hogy a gatlasi

% ertéke 20-80 % kozott alakuljon.
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A vak oldat a tiszta metanol, majd az els6 minta 1 ml higitott DPPH (aminek az
abszorbanciaja 0,9 koruli). Utana lemérjuk az dsszeallitott AA standart sort.

-40 uM 50 pl AA+50 pl 30%MEOH

-20 M 25pl AA+75 pl 30%MEOH

-10 M 12,5ul AA+88 pl 30%MEOH

-5uM 6 pl AA+94 pl 30%MEOH

Ezekbdl 25-25 pl-t adtunk az 1 ml higitott DPPH-hoz és 6 perces méréseket végeztink.
Az eldre elkészitett novényi mintainkbol is 25-25 pl-t adunk az 1 ml higitott DPPH-hoz és

szintén 6 perces méréseket végeztink.

4. Eredmények és megbeszélésik

4.1 Stabil kalluszvonal es hajtastenyészet eléallitasa

Stabil kallusz-vonalakat tudtunk eléallitani S. lutea, illetve L. aestivumbol.

Az 6szi vetévirag (Sternbergia lutea) hagymabol 2 mg I NAA 1 mg I* BA, 5 mg I NAA, 10
mg I NAA 1 mg I'* BA és 2 mg I NAA hormon &sszetételii MS* taptalajon inditottunk el
szovettenyészetet. 2 mg I-1 NAA 1 mg I-1 BA tartalmu taptalajokon a kallusz megjelenése volt
megfigyelheté és ezen értiik el a kalluszok gyors novekedését (1. abra g). Gyokér- és levél
kezdemények létrehozasat is megkiséreltiik, ami sikeresen létrejott 2 mg 1-1 NAA 1 mg I-1 BA
tipusd hormonos taptalajon (1. &bra g és h). Ha a hagyma explantdtumokat MS* tipusu
taptalajra tettiik, ami nem tartalmaz novekedést serkenté hormonokat, akkor a szovettenyészet
bulbusain gyokérképzodést figyeltiink meg. A S. lutea szovettenyésztésérdl gyakorlatilag nem
talaltunk korabbi irodalmi adatokat. Kijelenthetjiik, hogy ebben a fajban elsék kozott sikertilt
novenyregeneralasra képes embriogén kallusztenyészetet eléallitanunk.

A L. vernum esetében az in vitro tenyészet létrehozasat 10 mg I NAA 1 mg I BAés2 mg I
NAA 1 mg I BA tipust taptalajon inditottuk el szintén a névény hagymajabél. 2 mg I NAA 1
mg I BA tartalm( taptalajokon a hajtasok, azokon hagymak megjelenését figyeltiik meg. A
fiatal hajtasokat athelyeztik 2 mg 1" NAA 2 mg I IBA novekedést serkentd hormon
Osszetételll taptalajra, amelyen a hagymak tovabb novekedtek és gyokerek differencialodtak (1.

dbra a és c). Ptak a tavaszi t6zike novény novekedés szabalyozasi kisérletében a legjobb
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eredményt ugy érte el, ha a kalluszokat abszcizinsavval és polietilén-glikollal befolyésolta, igy
torpedo-allapott embridkat hozott létre (Ptak, 2009).

A nyari tézike (L. aestivum) hagymajabél 2 mg I NAA, 5 mg I NAA 1 mg I BA és 10 mg
I NAA 1 mg I'* BA hormon &sszetételti MS* taptalajokon inditottunk el novényregeneralasi
kisérletet. A kallusz mellett a gyokeérzet kialakulasét is meg lehetett figyelni 2 mg I* NAA
tartalmu taptalajon. (1. abra d, e, f). Sok szdvettenyesztési kisérletet inditottak L. aestivummal,
ahol az auxin/ citokinin arany valtoztatasaval befolyasoltak a tenyészetek morfogenezisét. MS*
taptalajon inditottak el a szovettenyésztést, majd 10 uM pikloram és 0,5 uM BA segitségével
kalluszokat fejlesztettek. 10 uM NAA ¢s 0,5 uM BA arany mellett hagymakat és gyokereket is
produkaltak a kalluszok (Diop, 2007). Az ¢ esetiikben is a legjobb eredményeket magas NAA
koncentracid jelenlétében figyelték meg, az in vitro tenyészetben a novény ndvekedéset

leginkabb az a-naftilecetsav befolyasolta.

7. Tablazat Stabil kallusz vonal kialakitasa és ndvenyi szervek regenerélasa

Stabil kallusz vonal

Novény ) ) Hajtés Hajtés + gyokér
kialakulasa
Sternbergia lutea 2NAA mg I*+ 1BAmg | 2NAA mg I*+ 1BA | 2NAAmg I +1BA mg I
(6szi vetévirag) I mg I 1 MS*
Leucojum vernum 2NAA mg I + 2 NAAmg I+ 2 IBA
( tavaszi tézike) 21IBAmg I* mg I
Leucojum aestivum
2NAA mg I 2NAA mg I 2NAA mg I

(nyari tézike)
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2. 4bra

2. abra. Néhany jellegzetes Leucojum és Sternbergia lutea tenyeszet. (a) L. vernum regeneralt
névény 2 mg I NAA + 1 BA mg I™'tartalm( taptalajon; (b) L. vernum, hajtasmultiplikéci6 1
mg I NAA mellett; (c) L. vernum, ndvényregeneralas 2 mg I NAA + 2 mg I IBA tartalmi
taptalajon; (d) L. aestivum, embriogén kallusz fejlédése 2 mg I NAA mellett; (e) L. aestivum,
ndvényregeneralas embriogén kalluszokbél (2 mg I NAA) és (f) a regeneralt novények
gyokérzete; Sternbergia lutea embriogén kalluszon regeneral6 hajtasok 2 mg I" NAA + 1 mg I
'BA (g) és 5 mg I NAA + 1 mg I'* BA (h) tartalm0 taptalajokon. Skalak: 500 pm (a-d, g, h) és

2mm (e, f)
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4.2 Novényregeneralasi Kiserletek

A novényregeneralasi kisérleteink soran in vitro hagymat tudtunk létrehozni (2. abra a,b, c,
e, g, h) és gyokérképzést indukalni a mar meglévd kalluszainkon névé hajtasainkbol. A
kalluszokat tovabbtenyésztve azt tapasztaltuk, hogy amennyiben az auxin (NAA) mellett a
taptalaj citokinint (BA) is tartalmazott, hajtaskezdemények fejlédtek. Ez a jelenség akkor is
megfigyelheté volt, ha egyébként az auxin/citokinin arany magas volt (2. &bra). A magas
auxin/citokinin arany altalaban a gyokérképzddésnek kedvez (Dudits és Heszky, 2003). A L.
aestivum esetében az auxin 6nmagaban is elegend6 volt a hajtasképzeshez (2. e &bra). Ennek
valoszinli oka, hogy a tenyésztett szovet magas endogén citokinin tartalommal rendelkezett. Az
6szi vetbvirag (Sternbergia lutea) novényregeneralasi kisérleténél megfigyelheté volt a 2 mg I
NAA 1 mg I" BA hormon 6sszetételiit MS* taptalajon a kalluszok tovabbi névekedése. A
kalluszokon intakt, zold hajtasok jelentek meg (2. dbra g), amit stabilan fent lehetett tartani
ezzel a hormonkombindcidval, illetve azok novekedése és multiplikéacioja is stabilizalodott. A
S. lutea esetében ez a taptalaj tipus volt a legkedvezobb a bulbusok kifejlédéséhez, illetve azok
késébbi novekedéséhez és fejlodéséhez. Tapasztalataink alapjan, ha az auxin hormon aranyat
megemeljik 5 mg I NAA 1 mg I'* BA, akkor még tbb hagyma képzédik a kalluszokbdl,
illetve azokon hajtds is megjelenik. (2. abra h). A tavaszi t6zike (L. vernum) esetén azt
tapasztaltuk, hogy miutan biztonsaggal tudtunk hajtasindukciot létrehozni, mas
hormonkombinacidkat alkalmazva, 2 mg I NAA 2 mg I IBA tartalmi taptalajon megindult a
hagymaképzés. (2. a, b, ¢ &bra). Ezen a hormondsszetételii taptalajon tudtuk a legtébb hagymat
reprodukalni. Ezen a taptalajon figyelhetttk meg a gyokér kialakulasat is a
szovettenyészetiinkben. (2. abra a)

A nyari tézike novényregeneralasi kisérletet tobb tipusi hormonos taptalajon inditottuk el,
amiken vegul stabil Kkallusz-vonalakat tudtunk el6allitani. Azt tapasztaltuk, hogy ha
megndveljuk az auxin aranyt 2 mg I-1 NAA és citokinint nem alkalmazunk mellé, akkor
tomeges gyokérképzodés alakul ki a kalluszok mellett (2. abra e, f).

Tehat elmondhatjuk, hogy Kisérletiink sikeres volt. Biztonsaggal kijelenthetjik, hogy a
novenyregeneralasi kisérletink sordn sikeresen tudtunk kallusz-vonalat fenntartani, illetve

egész novenyeket, hajtasokat és hagymakat regeneralni.
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4.3 Antioxidans vizsgalatok eredményei

Enzimatikus (poliakrilamid gélelektroforézis, katalaz, peroxidaz aktivitas gélek) antioxidans
meghatarozast es szabadgyok semlegesité kapacitas (ABTS*, DPPH* gétlas), valamint
polifenol tartalom meghatarozast alkalmaztunk a vizsgalataink sordnA katalaz rendkivil
elterjedt Fe-porfirin tartalmi enzim a novényi szovetekben. A sejtek katalaz tartalma
elsdsorban a peroxiszémakban és glioxiszémakban lokalizalt, a kloroplasztisz nem tartalmaz
katalazt. A katalaz funkcioja a mérgez6 hidrogénperoxid bontasa. A peroxidazok kiilonboz6 H-
donorokat (RH2) képesek eloxidalni H,O, vagy szerves peroxidok (ROOH) jelenlétében,
kozottiik kiilonbozd fenolokat is. A peroxiddazoknak nagy szerepe van a ligninszintézisben
(Lang, 2002). Az enzim meghatarozasa azon alapul, hogy a szubsztratumként hasznalt
pirogallol hatdsukra narancsszinli purpurogallinna oxidalodik és a keletkezett festék
mennyisége aranyos az enzim aktivitdsdval. A polifenolok és altaldban a novényi fenolos
vegyuletek-napjaink egyik legnépszeriibb, élelmiszerekkel és taplalkozas-élettannal kapcsolatos
kutatasi teriiletét jelentik. A polifenolok ugyanakkor analitikai szempontb6l egy meglehetésen
inhomogén, tobb ezer vegyuletet magaba foglalé csoportot jelentenek, melyek egyik f6
tulajdonsaga, hogy antioxidans hatassal rendelkeznek. Kimutatasukra szolgalé modszer, mely a
gyakorlatban is elterjedt, a Singleton és Rossi modszerere épll (Singleton és Rossi 1965). A
reakcio a Folin-Ciocalteu elegy alkalmazasara épit: az ebben 1évo foszfowolframsav — (
H3PW1,040) és foszfomolibdénsav (HsPMo01,04) oxidéalja a fenolos komponenseket, és a
keletkezett kék elszinezddés aranyos a fenolos vegyiiletek mennyiségével. Mintaink gyokfogo
kapacitasat az aszkorbinsavra vonatkoztatott ABTS es DPPH gyokfogd modszerekkel mértik
meg. A stabil DPPH gyok megkdtésén alapulé antioxidans kapacitds mérés Blois (1958)
nevéhez fiizodik. Az ABTS modszer Miller és munkatarsai nevéhez fiizheté (1993). A reakcio
oxidacion alapszik, ha a mintaban antioxidansok vannak jelen, akkor a szabadgyotkokkel

reagalva a szinintenzitas csokkenni fog, és a minta elszintelenedik ( Stratil és mtsai.,2007).
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8. Tablazat Nem enzimatikus antioxidans vizsgalati eredmények

Minta

Osszes polifenol
(GAE, mg g™

szaraztdmeg)

gatlasi %

ABTS

AA
egyenérték

mg ml™

AA
egyenérték
pM

gatlasi %

DPPH

AA
egyenérték

mg ml™

AA
egyenérték
UM

Leucojum vernum,
mikroszaporitott

novény,

2NAAmg I

6.5+1.91

32.76 £1.61

1.05+0.08

5.82+1.18

0.43 +0.09

2.47 +0.55

Leucojum
aestivum,
embriogén
kalluszbol
szarmaztatott
hajtas
2NAAmg I

12.67 £ 2.06

51.73 +7.89

1.82+0.34

10.35 +1.96

8.03+1.91

0.61+0.16

3.51+0.91

Sternbergia lutea,
embriogén kallusz,
2NAAmg I* +
1BAmgI*

1513 +1.7

80.1+10.04

497 +0.59

28.03 +3.26

17.94+3.9

1.6 £0.26

9.1+15

Sternbergia lutea,
szomatikus embrid
eredetii
regeneralédott
hajtasok,

2NAAmg I* +
1BAmMgI*

16.65+3.1

93.85+1.54

55+0.6

31.23+0.34

35.33+8.64

3.15+0.73

17.93 +£4.15

Eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a Sternbergia lutea 2 mg I NAA+1 mg I'* BA-on

regeneralt hajtasok birnak a legmagasabb polifenol tartalommal. A vetvirag mintdk a

Leucojum fajokhoz képest magasabb gyokfogd kapacitassal birnak, melyet mind az ABTS és

DPPH modszer alatamasztott (4. tablazat). Az enzimaktivitds vizsgalataink azonban nem

0sszehasonlithatéak a mintdink gyokfogd kapacitasaval, mert a peroxidaz és katalaz

vizsgalatok soran kevés aktivitas volt jellemz6 a Sternbergia fajok esetében a kozonséges

torma (Armoracia rusticana) illetve az apr6 békalencsébdl (Lemna minor) készitett mintainkkal
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szemben. A tOzike fajok magasabb enzimaktivitast mutattak a Sternbergia lutea kallusz és

regeneralt hajtas mintatol is (3. abra).

b,
3.4bra Nativ gélek, peroxidaz gél pirogallolfestés (a), katalaz gél (b)

Lv: Leucojum vernum, mikroszaporitott névény, 2 NAA mg It

La: Leucojum aestivum, embryogenic kalluszbol szarmaztatott hajtas, 2 NAA mg I

SK: Sternbergia lutea, embriogén kallusz, 2 NAA mg "+ 1BA mg I

SH: Sternbergia lutea, szomatikus embrié eredetii regeneralodott hajtasok, 2 NAA Mg I+

1BAmMg It
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Peroxidaz gél pirogallol festés

5—30 1112 15

Line Peak Rf Area Area

9, 1 0.473 1180

10. 1. 0.324 662

10. 2 0.572 631

11. 1 0.0683 321

i 35 it 0.587 3749

11. 3 0.767 934 HArea
12. 1 0.745 318

9: Lvernum 2NAA
10:L. aestivum 2NAA
11: Armoracia rusticana
12:SK-Sternbergia lutea kallusz 2NAA 1BA
13:SH- Sternbergia lutea hajtas 2NAA 1BA

4. bra. Peroxidaz gél pirogallol festés kiértékelése CPAtlas program segitségével és Microsoft

Office Excel 2007 programmal

Kataldz gél
30000
Line Peak Rf Area
3. i 0.443 3713 BT bt
10. L 0.531 2970 20000
i 2 EE 0.667 24662
12. i 0 0 TR000
13. 1 0 0 oG
9: Lvernum 2NAA 5000
10:L. aestivum 2NAA o
11: Lemna minor
12:SK- Sternbergia lutea kallusz ZNAA 1BA
13:SH- Sternbergia lutea hajtds 2NAA 1BA

5. &bra. Katalaz geél kiértékelése CPAtlas program segitségével és Microsoft Office Excel 2007

programmal
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6. abra. Sternbergia lutea, Leucojum aestivum és Leucojum vernum szovettenyészetbol

készitett mintak katalaz aktivitasanak relativ 6sszsav intenzitasa (a) és zimogramja (b)
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7.4bra. Sternbergia lutea, Leucojum aestivum és Leucojum vernum szovettenyészetb6l készitett

mintak guajacol peroxidaz aktivitasanak relativ 6sszsav intenzitasa (a) és zimogramja (b)
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LR

8.4bra. Sternbergia lutea, Leucojum aestivum és Leucojum vernum szovettenyészetbdl készitett

mintak pirogallol peroxidaz aktivitasanak relativ 6sszsav intenzitasa (a) és zimogramja (b)
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5. Osszefoglalas

A novényi szdvettenyésztés alkalmas konzervaciobiologia szempontbdl jelentés fajok
eléallitasara in vitro korilmények kozoétt. Szamos szakirodalom szamol be az Amaryllidaceae
csaladba tartozo védett fajokbol kidolgozott szovettenyésztési eljarasokrol. Példaul a L. vernum
in vitro tenyésztése soran kiilonb6z6 névényi novekedést szabalyozd hormonokkal vizsgaltak,
hogy melyik alkalmasabb stabil szovettenyészet létrehozéasara. Az embriok fejlédését leginkabb
benzil-amino-purin (BA) és a-naftil-ecetsav (NAA) jelenlétében figyelhették meg (Agata Ptak,
2009).
Célkitlizéstink volt in vitro novényi szovettenyésztési eljardsok kidolgozésa, amely Sternbergia
lutea, Leucojum vernum és Leucojum aestivum kallusztenyészetek 1étrehozasat teszi lehetové.
Stabil kallusz-vonalakat tudtunk eldallitani S. lutea, illetve L. aestivumbol. Az 6szi vetévirag
(Sternbergia lutea) hagymabdl 2 mg I-1 NAA 1 mg I-1 BA, 5 mg I-1 NAA, 10 mg I-1 NAA 1
mg I-1 BA é 2 mg I-1 NAA hormon 0Osszetételi MS* taptalajon inditottunk el
szovettenyészetet. 2 mg I-1 NAA 1 mg I-1 BA tartalmd taptalajokon a kallusz megjelenése volt
megfigyelhetd és ezen értiik el a kalluszok gyors novekedését. Gyokér- és levél kezdemények
létrehozasat is megkiséreltiik, ami sikeresen létrejott 2 mg I-1 NAA 1 mg I-1 BA tartalmd
taptalajon. Ha a hagyma explantdtumokat MS* taptalajra tettilk, ami nem tartalmaz névekedést
serkenté hormonokat, akkor a szdvettenyészet bulbusain gyokérképzodést figyeltiink meg. A S.
lutea szOvettenyésztésér6l gyakorlatilag nem talaltunk korabbi irodalmi adatokat.
Kijelenthetjiik, hogy ebben a fajban els6k kozott sikeriilt novényregeneraldsra képes embriogén
kallusztenyészetet eléallitanunk. A Leucojum vernum esetében kallusz képzddést nem
tapasztaltunk, de hajtds multiplikacio kovetkezett be 2 mg I NAA 1 mg I BA tartalmd
taptalajokon, majd 2 mg I NAA 2 mg I* IBA novekedést serkenté hormon osszetételii
taptalajon nevelve megfigyelhetd volt a gyokerek megjelenése mellett a hagyma ndvekedése is.
A nyari tézike (Leucojum aestivum) hagyma explantatumokbol sikeresen allitottunk eld stabil
kallusz tenyészeteket 2 mg I'* NAA hormonésszetételi taptalajon.

Tovabbi kutatasi célkent a szbvettenyészeteink antioxidans kapacitasanak vizsgalatat

tiztik ki. Méréseink enzimatikus €s nem enzimatikus antioxidansokra vonatkoztak.
Elmondhatjuk, hogy sikeresen alkalmaztuk a PAGE (poliakrilamid gélelektroforézis) (katalaz

¢s peroxidaz enzimaktivitdas mérése), ABTS, DPPH gyokfogd kapacitast méré modszereket.
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Mintainkat kiértékelve elmondhat6, hogy a Sternbergia lutea 2 mg I NAA 1 mg I BA
tartalmu téptalajon nevelt szovettenyészetbOl készitett mintdk szabadgyok semlegesitd
kapacitasa a legmagasabb, ezzel szemben az enzimaktivitasuk mind a katalaz, mind a peroxidaz
vizsgalataink soran kevésse vagy alig detektalhatonak bizonyultak (6.4bra). Az enzimaktivitas
vizsgalataink azonban nem 0Osszehasonlithatbak a mintaink szabadgyok semlegesito
kapacitasaval. Mind az L. aestivum, mind a L. vernum esetében jol detektalhatd katalaz és
peroxiddz enzimaktivitast mértink, ugyanakkor a Sternbergia lutea mintaknal alacsonyabb
ABTS* és DPPH* gatlast tapasztaltunk (6.,7.,8. abra, 7.tablazat) Osszességében elmondhatjuk,
hogy munkank ujszer(i volt a Sternbergia lutea szovettenyészetek létrehozasat illetéen. A
szakirodalomban nem taldlhato adat az Amaryllidaceae fajok ilyen jellegli antioxidans
kapacitasanak jellemzésére. Kutatasi munkank eldrevetiti egy Sternbergia és Leucojum in vitro
szovetbank létrehozésat, és tovabbi méréseket terveziink a szdvettenyészeteink és az eredeti

ndvények antioxidans kapacitasanak 6sszehasonlitasara.
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