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1. BEVEZETES

A novényekben keletkezd vegyiileteket két nagy csoportba szokds sorolni, a primer és szekunder
anyagok csoportjaba. E két csoport megkiilonboztetése régi keletli €s a mai ismereteink alapjdn mar
nem felel meg azoknak a kitételeknek, melyeket annak idején megfogalmaztak. A csoportositds alapja
ugyanis az volt, hogy a primer anyagok létfontossdguak, a szekunder anyagok pedig nem. Ez az
osztalyozas a mai napig megmaradt.

A legijabb szemponti elkiilonitést az 6koldgiai biokémiai szemlélet hozta. A primer és szekunder
elnevezés mellett/helyett egyre inkdbb az univerzalis €s specidlis folyamatok és anyagok fogalma kezd
elterjedni. A hazai biogenetikai osztalyozds Vagijfalvi nevéhez flizédik.

A rendszertannak egy viszonylag 4j €s modern 4dga a novényi kemotaxondmia, mely kémiai
jellegeket (primer- és szekunder anyagok, szemantidok) vizsgdl és hasznal a taxondémidban. A
miszeres analitikai technikdk megjelenése kovetkeztében a rendszertannak ez a teriilete gyors
fejlédésnek indult. A novénykémidban a szlrdvizsgdlat elsddleges célja 1j, gydgyaszatilag
hasznosithaté novényi anyagok felkutatdsa. Ehhez nyilvanval6an sok novényfaj mintdibol késziilt
kivonatokat kell mind kémiailag, mind bioldgiailag jellemezni. A kémiai jellemzés legegyszeriibb
moédja a szelektiv kivondst kovetd rétegkromatografids sorozatvizsgalat. Ennek sordn a rétegen
elvilasztott anyagokat specifikus reagensekkel bizonyos vegyiiletcsoportokra (pl. terpenoidok,
fenoloidok) vizsgaljuk, azaz elvégezziik a fajon belilli egyedek vagy fajok eldzetes kémiai
Osszehasonlité vizsgdlatit. A moddszer optimalizdldsa lehetdvé teszi a szétvdlasztott vegyiiletek
kvantitativ mérését. A rétegkromatografia mellett mas kromatografids médszereket is alkalmazhatunk,
pl. GC, HPLC stb. Ma mar a mddszerekhez a molekuldk szerkezetének jellemzését, megismerését
szolgald vizsgdlé miiszerek csatlakozhatnak, pl. HPLC-MS, GC-MS stb.

A szlirévizsgalatoknak a gyakorlati hasznossdgan tdl elméleti jelentdsége is van, mivel a kapott
adatok, kémiai jellemzdk felhasznalhatok a kemotaxonémidban. Ugyanazon a fajon beliil az egyes
egyedek specidlis anyagaiban genetikailag determindlt, jelentds mindségi és mennyiségi eltérések
vannak. Ezek a fajon beliili kémiai eltérések képezik az alapjat az infraspecifikus kémiai taxonoknak.
Még jelentésebb kémiai eltérések vagy azonossidgok lehetnek fajok kozott (interspecifikus kémiai
taxonok).

E disszerticioban 0Osszegezett munka sordn Thymus taxonokat elemeztiink néhany
elvalasztdstechnikai modszerrel é€s véleményt alkottunk az eredmények felhasznédlhatésdgara a
kemotaxonémidban. Modellnovényként négy olyan Thymus taxont valasztottunk, melyek kozott van a
természetes flordban eléforduld (Th. serpyllum) €s vannak termesztett taxonok (Th. vulgaris, Th. x
citriodorus, Th. x citriodorus , Archer’s Gold”). A Thymus genus a Lamiaceae csaldd egyik
legjelentésebb nemzetsége. A kakukkfiivek felhasznédldsa széleskorli (gyogydszat, kozmetika,
élelmiszeripar, stb.). Ezen kiviil sziklakertekben gyakran iiltetik némelyiket esztétikai értékiik és

kornyezeti jelentdségiik miatt. A Th. vulgaris és Th. serpyllum szdmos gyégyszerkonyvben (Magyar



Gydgyszerkonyv, Deutsches Arzneibuch, Pharmacopoeia Europea, Pharmacopoeia Helvetica)
hivatalos drognovény. Taxondémiai szempontbdl igen Osszetett, tobb ,kis” fajbdl allé fajcsoportot
képviselnek. Morfoldgiai sokféleség jellemzo rajuk, attekintésiiket még a taxonok kozotti hibridizacié
is neheziti. Ilyen szempontb6l nem teljesen megismert nemzetségrol van sz, mivel rendszerezésiik
nagyon komplex és bonyolult. Mi sem vallalkoztunk ennek a feladatnak az elvégzésére (a cél a
kemotaxonomiai kovetkeztetés hitelességére iranyult).

Két olyan termesztett taxont valasztottunk (7Th. x citriodorus, Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold”),
melyek kémiai jellemzésére még kevés vagy semmilyen adat nem allt rendelkezésre. Véleményiink
szerint érdemes termesztésben 1évé taxonokkal is foglalkozni, annal is inkdbb, hiszen kémiai
jellemz6ik megismerése bovitheti felhasznalhatésdguk korét.

A kiilonbozé elvdlasztistechnikai vizsgdlatokat négy taxon esetében mikrobioldgiai aktivitds
szempontjabdl is értékeltiik direkt bioautografia segitségével. A vizsgdlathoz olyan novényi, patogén
baktériumokat valasztottunk, melyeknek novénykortani szempontbdl nagy jelentdségiik van.
Kiemelném az Erwinia amylovora baktériumot, mely a vildg szdmos orszdgaban jelentds gazdaségi

2o

karokat okoz. Az dltala okozott betegség, kozkeletii nevén ,,tlizelhalds” az 1990-es évek végére szinte
valamennyi, Magyarorszdggal hatdros orszdgban megjelent. 1996 tavaszdn a Bdcs-Kiskun megyei
Nyarldrinc hatdrdban egy almaiiltetvényben a betegség fellépését allapitottdk meg. A betegség azéta az
orszdg egész teriiletére kiterjedt. A védekezésben hasznédlt vegyszerek és antibiotikumok a
taplaléklancba keriilve komoly problémdt okozhatnak, ezért hasznosnak latszik novényi eredetl
antimikrobidlis anyagok kutatésa is.

A fitokémiai és mikrobioldgiai vizsgdlatok mellett molekuldris biolégiai mddszerekkel is
probdlkoztunk. A RAPD-markeres polimorfizmus alkalmazasaval genetikai kiilonb6z0ség és/vagy
hasonlésdg allapithaté meg taxonok kozott. Igy DNS szinten kaphatunk informacidkat, melyek
megerdsithetik az emlitett médszerekkel nyert adatok értékelhetdségét.

Vékonyréteg-kromatografias és molekularis bioldgiai vizsgédlatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem
Novénytani Tanszékén végeztiik. A mikrobioldgiai vizsgdlatok a Pécsi Tudomdnyegyetem Orvosi
Mikrobiol6gia és Immunitistani Intézetében, a gazkromatografids analizisek pedig a Semmelweis

Egyetem Farmakognézia Intézetében torténtek. A HPLC mérésekre a Szegedi Tudomdnyegyetem

Farmakogndzia Intézetében, majd a pécsi Szdlészeti €s Bordszati Kutatdintézetében keriilt sor.

2. CELKITUZES

A kutatds sordn szdndékunkban 4llt egy olyan komplex vizsgdlatsorozat elvégzése, mely éltal
lehetové valik a kivdlasztott Thymus taxonok minél szélesebb korli, ma haszndlatos médszerekkel
torténd jellemzése.

A kovetkezd célokat tliztiik ki:
» a kivdalasztott taxonok Osszehasonlitdsa Osszilldolaj tartalom meghatdrozas (Ph.Hg. VII. szerint)

alapjan



« a mintdkbdl izoldlt illéolajok és kivont flavonoid-aglikonok vékonyrétegen torténd elvilasztasa
alapjan a taxonok 0sszehasonlitdsa

e az illéolaj mintdk vékonyréteg-kromatografids és gazkromatografidas mddszerrel torténd
vizsgélatdnak Osszehasonlitdsa

+ a mintdk értékelése a taxondémiai jelent6ségii fenolkarbonsavak (rozmarinsav és kavésav) TLC-
vel kapott mintdzatdnak jellemzése

e HPLC alkalmazésa a fenoloid-0sszetétel megallapitdsara

* az antimikrébds hatds megéllapitisara alkalmas direkt bioautografia optimalizdlasa és
alkalmazasa novénypatogén baktériumokra

» a kivonatokban és az illdolajokban azonositott komponensek baktériumellenes hatdsanak
vizsgélata direkt bioautografidval

e ataxonok DNS-szintii 6sszehasonlité jellemzése RAPD-PCR technikaval

3. ANYAG ES MODSZER
3.1 Mintagyiijtés — Mintael6készités

Vizsgélatainkban négy kiilonb6z6 Thymus taxont (Thymus vulgaris L., Th. serpyllum L., Th. x
citriodorus (Pers.) Schreb., Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold”) hasznaltunk. A novényeket a Hegede
Kertészettdl (Helvécia) szereztiik be, melyeket 2000 tavaszan a Pécsi Tudomdanyegyetem Botanikus
Kertjében (déli kitettségli teriileten) tiltettiik el. A novénymintdkat (fold feletti virdgzé hajtast) 2001,
2002 juniusdban és 2003 augusztusdban gyljtottik be. A begylijtés sordn iigyeltiink arra, hogy a
mintavételezés reprezentativ legyen. Begylijtés utdn a mintdkat szobahdmérsékleten szaritottuk 5
napon keresztiil, majd a feldolgozasig papirzacskékban szdraz, hiivos helyen taroltuk. Kozvetleniil a
mintaelOkészitések eldtt Oroltiik meg a mintdkat kavédardloval (V. szitaméret). A PCR vizsgalatok
esetében tovabbi Thymus taxonokat (Thymus odoratissimus, Th. praecox, Th. serpyllum) vizsgéltunk,
melyeket a budakaldszi Gyégynovénykutatd Intézettdl kaptunk 2003-ban.

A kivonatok elkészitése a vizsgdlandé komponensek és az alkalmazott médszerek kiilonbozdsége

miatt eltérd volt egymastol. A vizsgalatokhoz kizar6lag analitikai tisztasdgu olddszereket hasznaltunk.
3.2 Illéolaj kivonas, dsszilléolaj tartalom meghatarozas

Az ill6olaj kivonds a VII. Magyar Gyogyszerkonyv (1986) szerint eldirt illdolaj-tartalom
meghatarozé késziilékben tortént vizgdzdesztillaciéval. A Thymus vulgaris-hoz és a Th. x
citriodorus-hoz képest a masik két novény esetében szemmel lathatéan kevesebb volt a mérécsében
Osszegyllt desztillatum 3 6ra utdn. Ezért az ill6olaj térfogatanak leolvasdsat gy konnyitettiik meg,
hogy a mérdcsében Osszegyiilt illdolajhoz 0,5 ml n-pentant mértiink. A kapott térfogatot a n-pentan
térfogataval korrigdltuk. Az 6sszilldolaj tartalmat a szaritott drog 100,0 g-ja vonatkoztatva ml-ben

fejeztiik ki (ml/100 g).



3.3 Vékonyréteg-kromatografia

Minden rétegkromatografids vizsgédlathoz szilikagél 60 F,ss tipusi (Merck) vékonyréteg
kromatografal6 lapot haszndltunk. A réteglapokat mindig parhuzamosan készitettiik eld, mivel egyik
részét vékonyréteg-kromatografias, masik részét direkt bioautografids vizsgdlatokra hasznaltuk fel. E
célb6l a mintafelvitel elétt valamennyi vékonyréteget 120 °C-on, 3 6ran at szaritészekrényben
hokezeltiink, hogy a szilikagélhez kotott vizet eltavolitsuk, megeldzve, hogy a direkt bioautogréfia
sordn a szilikagél pezsegjen és levaljon az aluminiumlemez hordozérél. A 120 °C-on torténd szdritds
azért is sziikséges, hogy ezzel sterilizdljuk a bioautografias célra felhasznalandé rétegeket. A
denzitometrids mérések minden esetben CAMAG TLC Scanner II tipusi denzitométerrel torténtek.

Négy parhuzamosan elkészitett lemezrdl végeztiik a vizsgalatokat.

3.3.1 Illdolajok vizsgalata

Az illéolaj tartalom meghatarozasokndl nyert illéolajat hasznaltuk fel a vizsgdlatokhoz. A harom
évben begylijtott mintdkat vizsgaltuk. A n-pentdnban felvett illéolajokbdl vakuumdesztilldciéval a
pentant eltavolitottuk. A tiszta illdolajokbdl 20 pl-t 1,0 ml etanolban oldottuk fel. Az etanolos
torzsoldatot hasznaltuk a vizsgalatokhoz. A mintdk mellé sszehasonlitas céljabol standard anyagokat
(timol, karvakrol, linalool, borneol, eukaliptol, citral, geraniol) vittiink fel tivegkapillaris (Minicaps)
segitségével. A kifejlesztast toluol — etilacetdt 93:7 ardnyu eleggyel végeztiik. Az elvélasztis utdn
alkoholos, vanillin — kénsavas elShivéoldatba (Ph.Hg. VII. szerinti) meritettik a megszaradt
réteglapokat. El6hivds utdn 30 perc milva 500 nm-en mértiink denzitometrids médszerrel. Az illolaj
mintdk esetében még tovabbi olddszerek elegyeit (pl. metanol — hexdn, etilacetit — metanol —
kloroform stb.) is kiprébaltuk, azzal a céllal, hogy a timol-karvakrol komponenseket el tudjuk

véalasztani.

3.3.2 Rozmarinsav és kavésav kimutatasa és mennyiségi meghatarozasa

A vizsgalatokhoz a hdrom évben begyijtott mintdkbol metanolos extrakcidval készitett
kivonatokat hasznéltuk fel. A mintdk mellé 6sszehasonlitds céljabol standard anyagokat (rozmarinsav,
kavésav) vittiink fel tivegkapilldris (Minicaps) segitségével. A kifejlesztést toluol — etilformiat —
hangyasav 50:40:10 ardnyu eleggyel végeztiik. A kifejlesztés utdn 30 perc milva 325 nm-en mértiink

denzitométerrel. EIohivo reagenst nem hasznéltunk.
3.3.3 Flavonoid-aglikonok vizsgalata

A hdrom évben begylijtott mintdkbol készitett etilacetdtos kivonatokat haszndltuk fel a
vizsgdlatokhoz. A kivonds sordn savas hidrolizist végeztiink. A kifejlesztés altalunk optimalizalt
oldészereleggyel (kloroform — acetonitril — etilacetat — hangyasav 80:5:10:5) tortént. El6hivoszerként
Naturstoff-polietilénglikol (Wagner et al. 1983) reagenst alkalmaztunk. El6hivas utdn 30 perc milva

366 nm-en mértiink denzitométerrel.



3.3.4 Direkt bioautografias vizsgalatok

A vizsgélatokhoz a kovetkezd baktérium torzseket hasznaltuk: Erwinia amylovora (fertézott alma
mintdbdl izolalt), Erwinia amylovora (fertdzott naspolya mintabdl izolélt), Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (fertézott paradicsombdl izoldlt), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (fertdzott
paprikabdl izolalt), Erwinia carotovora subsp. carotovora (fertézott burgonyabdl izolélt), Erwinia
carotovora subsp. atroseptica (fert6zott burgonyabdl izolalt), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(fertézott babbdl izoldlt). A direkt bioautografids vizsgalat kivitelezésének folyamata 3 {6 részre
tagolhat6. Eloszor reagens baktérium szuszpenzidt készitettiink, majd a vékonyréteg-kromatografids
kiértékeléshez a réteglapokat, melyeket belemeritettik a reagens baktérium szuszpenzidba, majd
megfestettiink dehidrogendz aktivitast detektdlé reagenssel. A reagens baktérium szuszpenzid
elkészitéséhez a tesztbaktériumokat 100,0 ml Bouillon-féle tapoldatban szaporitottuk 24 6ran 4t 28°C-
on folyamatos razatassal (60 rpm). Ezutdn egy olyan baktérium szuszpenzi6t allitottunk eld, melynek
optikai denzitdsa 600 nm-en 0,4 volt. Az elkészitett réteglapokat belemeritettik 50,0 ml reagens
baktérium szuszpenzidba 10 masodpercre, majd 2 perces szdritds utdn parakamraba helyeztiik 28°C-ra
17 éréra. Az inkubdlds utdn a réteglapokat MTT vizes oldatdba meritettiik 10 masodpercre. A festés
utan a rétegeket visszahelyeztilk parakamriba 28°C-ra 4 6rara. Majd a rétegeket 70 %-os etanollal

kimostuk, 5 percig széritottuk. A folyamat végén a réteglapokat azonnal lefotéztuk.
3.4 Fenoloidok vizsgalata HPLC-vel

A 2003 augusztusdban begyljtott mintdkbol készitett metanolos (nem hidrolizdlt) és 2 N
kénsavval tortént savas hidrolizis utani metanol — viz — ecetsavas kivonatokat egyarant megvizsgaltuk.
A méréseket Perkin Elmer Series 200 késziiléken végeztik el, LiChospher RP18, 5 um-es
0,7 ml/perc, az injektaldsi térfogatot 20 ul, az oszloptér hémérsékletét 45°C értékre allitottuk be. A
gradiens elicid soran ,,A” eluensként metanol — viz — ecetsav 10:88:2, ,,B” eluensként metanol — viz —
ecetsav 90:8:2 ardnyd elegyét és ,,C” eluensként metanolt alkalmaztunk. Az aldbbi gradiens
programmal dolgoztunk: 0-15 perc: 85%-15%-0%, 15-18 perc: 70%-30%-0%, 18-30 perc: 60%-40%-
0%, 30-35 perc: 0%-100%-0%, 35-37 perc: 0%-85%-15%, 37-48 perc: 0%-70%-30%, 48-50 perc:
85%-15%-0%. Detektélas: fenolkarbonsavak esetében 280 nm, flavonoidok esetében pedig 360 nm,
valamint a standard anyagok esetében diddasoros detektorral UV-VIS spektrumokat (200-500 nm)
vettiink fel csucstisztasdg-vizsgalat céljabol. Kvalitativ azonositds kiilsé standardok alkalmazédsédval,

retencids idok és UV-VIS spektrum alapjan tortént.
3.5 Illéolaj gazkromatografias vizsgalata

A hdrom évben begyjtott mintdkbdl Ph.Hg. VII. szerinti késziilékben tortént az ill6olaj kivonds.

Az ill6olajmintakbdl a vizet 10-10 ml pentannal kirdzva és 0,5 g vizmentes natrium-szulfiton szlirve

mentesitettilk. A méréseket FISONS GC 8000 (Carlo Erba) késziiléken végeztiikk, Rt-BDEXsm



/////

vivigdz 4ramlisit 6,8 cm’/perc értékre llitottuk be. Programozott és izoterm hSmérsékleti
munkamddszer kombindldsaval dolgoztunk, az injektalt oldat térfogata 0,8 pl, az injektor
hémérséklete 210°C volt. A detektalds langionizacids detektorral tortént. Az ill6olajok jellemzd
komponenseit az illéolaj fokomponensére, illetve egy megadott ,.belsé standardra” vonatkoztatott
relativ retencidjuk meghatarozasaval azonositottuk. A komponensek szdzalékos értékelése

teriiletnormalizacidval tortént.
3.6 RAPD-PCR vizsgalatok

A vizsgélatokhoz sziikséges novényi DNS-t ,friss” (fagyasztott) kakukkfli mintakbdl izolaltuk
DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen) segitségével. A DNS mintdkat az izolalds utan tisztitottuk. A kapott
DNS termék mennyiségét 1 %-os agardz gélen futtattuk és a mintdk saverdsségébol kovetkeztettiink a
benniik 1évé DNS koncentricidjara. A DNS mennyiség tesztelésére a RAPD reakcidkat kiillonbozd
DNS higitasokkal végeztiik. Optimalis higitdsnak tekintettiik azt az eredményt, amelynél a gélen
lathaté mintdzat a legmegfelelébbnek (értékelhetdnek) tiint. A Thymus vulgaris, Th. serpyllum, Th. x
citriodorus, Th x citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében a 20-szoros, a Th. odoratissimus esetében a
30-szoros, a Th. praecox esetében az 50-szeres, a két budakaldszi Th. serpyllum esetében a 40-szeres
higitdsok voltak haszndlhaték a PCR reakcidkhoz. A tovabbi vizsgdlatokban ezekkel a templat
higitasokkal dolgoztunk.

A megfelel6 DNS templat higitas kivdlasztdsa utin a RAPD-PCR-hoz sziikséges reakcidelegyet
mértilk Ossze. A reakcidkat a megbizhaté eredményesség érdekében haromszoros ismétlésben
végeztilk. A RAPD analizist 86 dekamer primerrel (pl. OPA, OPB, OPI stb.) (Operon Technologies,
Alameda, CA.) végeztiik. A PCR csoveket PTC-200-as tipusi Termocyclerbe (Perkin Elmer, USA)
helyeztiik és elinditottuk a programot. Az alkalmazott program (RAPD 2) a kovetkezd volt: 1. ciklus
94 °C 2 perc, 2. ciklus 94 °C 10 masodperc, 3. ciklus 36 °C 30 masodperc, 4. ciklus 72 °C 1 perc, 5.
ciklus 35-szor 2-3-4-es 1épések, 6. ciklus 72 °C 2 perc. A program végén az elegyhez 5 pl 2 x STOP
oldatot mértiink, majd 1,5 %-os agar6z gélen futtattuk a mintdkat 110 V-on 2 6ran at. Az
elektroforézis utdn a géleket azonnal lefényképeztik UV fény alatt BioDoc-It System (UVP Inc.,
Kalifornia) géldokumentécids berendezéssel. A lefotézott gélképeket UP-895CE tipusu video graphic
printerrel (Sony, Japan) nyomtattuk ki. Az amplifikicids termékek bazispar hosszisdgit a mintdkkal
egyiitt futtatott 100 bp-os DNS Ladder Plus (Fermentas) segitségével tudtuk megallapitani.

A primerekkel kapott polimorf sdvokat egy bindris, prezencia-abszencia tipusu adatmatrixba
rogzitettiik [(1) — az adott pozicidban jelenlévd sav, (0) — az adott pozicidban hidnyz6 sav]. A tavolsag
métrixot az UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic averages) metddussal klaszter-
analizisre hasznéltuk a SYN-TAX 5.0 programcsomag (Podani 1993) felhasznaldsdval. Az adatokbdl a
program segitségével kiszdmoltuk a taxonok egymdshoz viszonyitott genetikai tdvolsagat Jaccard

index alapjan.



4. EREDMENYEK
4.1 Osszillolaj tartalom

A 2001-ben gytjtott mintak illdolaj tartalma (ml/100 g): Thymus vulgaris — 0,63, Th. serpyllum —
0,13, Th. x citriodorus — 0,36, Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” — 0,23. A 2002-ben gyiijtott mintdk
illéolaj tartalma (ml/100 g): Thymus vulgaris — 0,56, Th. serpyllum — 0,09, Th. x citriodorus — 0,3, Th.
x citriodorus ,,Archer’s Gold” — 0,19. A 2003-ban gyljtott mintdk ill6olaj tartalma (ml/100 g):
Thymus vulgaris — 0,49, Th. serpyllum — 0,06, Th. x citriodorus — 0,29, Th. x citriodorus ,,Archer’s
Gold” - 0,16.

4.2 Tll6olaj vékonyréteg-kromatografias vizsgalata

Alkoholos vanillin-kénsavas eléhivds utdn a rétegeken a vegylilet szerkezetétdl fiiggden eltérd
szamu €s szinll komponenst tudtunk detektdlni. Az ill6olajok mellé felcseppentett standard anyagok
segitségével egyértelmiien tudtuk azonositani a kiilonboz6 kemotipusokat. A 2001., 2002. és 2003. évi
mintdk esetében hasonlé eredményeket kaptunk. A Thymus vulgaris, Th. serpyllum és Th. x
citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében mind a harom évben a timol-karvakrol, mig a Th. x citriodorus
esetében a geraniol volt a fokomponens. A hR; értékek nem kiilonboztek jelentés mértékben
ugyananndl, de kiillonb6z6 években begyiijtott mintaknal.

A timol-karvakrol komponensek elvalasztasa esetén az optimalizdlds nem volt eredményes, mivel
a kiilonb6z6é oldészer kombinécidk alkalmazdsdval sem tudtuk elvdlasztani a mintdkban a két
komponenst. A kovetkezd oldészerelegyek esetében kiilonosen nem volt megfeleld az elvalasztas,
mivel a komponensek a fronthoz kozel futottak, ezért magas volt a hR; értékiik: aceton — hexan (1:1),
etanol — hexan (1:1), etilacetat — hexan — kloroform (2:8:10), acetonitril — hexan (1:1), etilacteat —

hexan (1:1), etilacetat — hexan (8:2).
4.3 Illoolaj gazkromatografias vizsgalata

Ml6olaj vizsgalataink eredménye alapjan harom kiilonboz6 kemotipust tudtunk elkiiloniteni. A
harom kiilénb6z6 évben begyiijtott mintdk osszetétele hasonld volt, elsdsorban az egyes komponensek
mennyiségi ardnyaiban volt kiillonbség.

A Thymus vulgaris esetében mind a harom évben a timol (2001. évi mintdndl 37,1 %, 2002. évi
mintdndl 45,6 %, 2003. évi mintdndl 34,7 %) volt a fékomponense az ill6olajnak. Mellette még a p-
cimol (27,4-32,9 %), y-terpinén (1,31-9,42 %) és a karvakrol (3,03-4,63 %) voltak a jellemzd
komponensek. Ezen kiviil egyéb minor komponenseket is sikeriilt azonositani, mint pl. az a-pinént, 3-
pinént, kamfént, limonént, linaloolt, borneolt, bornil-acetatot, 3-kariofillént.

A Thymus serpyllum illéolaj Osszetétele hasonlé volt a Th. vulgariséhoz. F6 komponense az
olajnak szintén a timol volt (2001. évi mintanal 17 %, 2002. évi mintanal 32,8 %, 2003. évi mintanal

53,7 %). A timol mellett jellemzd komponensek voltak a p-cimol, y-terpinén, cisz-linalooloxid,
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linalilacetét, bornil-acetét, B-kariofillén és a karvakrol. A B-pinén, kamfén és limonén komponensek
kis mennyiségben voltak kimutathaték. A 2001. évi mintdban 0,05 %-ban eukaliptolt sikeriilt
azonositani.

A Th. x citriodorus esetében mind a harom évben a geraniol (2001. évi mintanal 43 %, 2002. évi
mintdndl 39,2 %, 2003. évi mintdnal 37,8 %) volt a legnagyobb mennyiségben jelen az olajban. A 6
komponens mellett az olajban levd citrdl komponens jelenlétével magyardzhaté a novény jellegzetes —
citromra emlékeztetd — illata. A citrélt két izomerpérjanak (transz, citrdl A = geranidl + cisz, citrdl B =
nerdl) keverékeként azonositottuk az illéolajban. A timol mindhdrom évben 1 % alatt volt jelen a
mintdkban. A 2001. évi olajban nem volt értékelhetd mennyiségben jelen az a-pinén, B-pinén és a
kamfén. A geraniol, neral és geranidl komponensek mellett egy aciklusos monoterpént, a nerolt
sikeriilt kimutatni a 2002. és 2003. évi mintdkban.

A Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold” illdolajandl mar nem tapasztaltuk a jellegzetes, citromos
illatot, melyet a vizsgalatok ald is tdmasztottak. Az illdolajbdl ugyanis nem volt kimutathaté sem a
geraniol, sem a citrdl. Ill6olaj Osszetételében inkabb a Th. vulgarishoz és Th. serpyllumhoz volt
hasonlé. A f6 komponens azonban nem a timol, hanem a karvakrol volt (2001. évi mintanal 55,1 %,
2002. évi mintanal 43,5 %, 2003. évi mintanal 68,3 %). A timol csak a 2001. és 2003. évi mintakban
volt jelen 1 % alatti mennyiségben, a 2002. évi mintdban nem volt kimutathat6. A karvakrol mellett a
p-cimol és a y-terpinén jelenléte volt jellemzd. A tobbi minor komponens mindig 10 % alatti

mennyiségben fordult eld.

4.4 Rozmarinsav ¢és kavésav vékonyréteg-kromatografias kimutatasa és mennyiségi

meghatarozasa

Vékonyréteg-kromatografias €s denzitometrids modszer segitségével rozmarinsavat és kavésavat
tudtunk kimutatni és mérni mind a négy Thymus taxonbdl. A mennyiségi mérések alapjin
megallapithat6, hogy a kdvésav kisebb mennyiségben volt jelen a mintdkban, mint a rozmarinsav. A
két komponens hR; értékében (rozmarinsav: 38, kdvésav: 57) mutatkozé 19-es kiilonbség megfeleld
elvdlasztdst jelent. A két fenolsavnak UV dltal indukalt kék fluoreszcencidjuk van, vagyis az emisszid
semmilyen el6hivészert nem igényelt. A rozmarinsav mennyisége 1,96 — 10,09 pg/mg, a kavésav
mennyisége 0,05 — 0,2 pg/mg kozott véltozott a kiilonbozd években begylijtott mintdknal. A
rozmarinsav mennyisége a 2003-ban gyiijtott Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében volt a
legnagyobb (10,09 pg/mg). A kdvésav mennyisége a 2002-ben gyiijtott Th. vulgaris esetében volt a
legtobb (0,22 pg/mg). Altalinossagban elmondhatjuk, hogy a 2003-as mintdk esetében volt mindig a
legnagyobb a rozmarinsav mennyisége, a kdvésav mar nem mutatott ennyire egységes képet. A
rozmarinsav a 2001-es mintdknal a Th. x citriodorus (5,34 pg/mg), a 2002-es mintdkndl a Th. x
citriodorus ,,Archer’s Gold” (4,96 ng/mg), a 2003-as mintdkndl a szintén a Th. x citriodorus
,Archer’s Gold” esetében volt a legtobb (10,09 ug/mg). A kdvésav mennyisége a 2001-es mintdknal a
Th. serpyllum és a Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” (0,09 — 0,09 pg/mg), a 2002-es mintaknal a Th.
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vulgaris (0,2 pg/mg) és a 2003-as mintdkndl szintén a Th. vulgaris (0,15 pg/mg) esetében volt a
legnagyobb.

4.5 Flavonoid-aglikonok kimutatasa vékonyréteg-kromatografiaval

A 2001., 2002. és 2003. évi mintdk esetében hasonl6 eredményeket kaptunk. A hR; értékek nem
kiilonboztek jelentés mértékben ugyananndl, de kiilonbozd években begylijtott mintdknal. ElShivas
utan természetes fényben és UV 366 nm alatt is megvizsgaltuk a réteglapokat. A vizudlis értékelés és a
denzitometrids mérések alapjan azt tapasztaltuk, hogy a naringenin és az apigenin kis mennyiségben
van jelen a mintdkban. A luteolin és az eriodiktiol viszont mind a négy taxonban nagyobb
mennyiségben fordult el6. A kovetkezd tdjékoztaté hR; értékeket mértiik az egyes azonositott
komponensekre: luteolin — 21, apigenin — 35, naringenin — 48, eriodiktiol — 32. Az apigenint csak a

Thymus serpyllumban sikeriilt kimutatni.
4.6 Fenoloidok vizsgalata HPLC-vel

A flavonoid-aglikonok TLC vizsgdlatdnak eredményeit részben aldtdmasztjdk a HPLC
vizsgélatok, de figyelembe kell venni, hogy a rétegkromatogréfia esetében etilacetatban, mig a HPLC-
nél metanolban, illetve metanol-viz-ecetsav elegyében oldottuk fel a mintdkat. Mérési tapasztalataink
alapjan tudjuk, hogy az etilacetit gyors parolgdsa miatt nem alkalmas a HPLC-s vizsgalatokhoz, mert
a komponensek gyorsan ,jonnek le az oszloprél”, elvalasztasuk, felbontdsuk (rezolicié) nem
megfeleld.

A Thymus vulgaris esetében a nem hidrolizdlt mintdban 7 komponenst tudtunk azonositani. A
fenolkarbonsavak koziil a kdvésav és a rozmarinsav egyardnt kimutathat6 volt. A metanolos
kivonatban a f6 komponens a rozmarinsav, melynek az altalunk alkalmazott eluensrendszer esetén 24
perc koriili a retencids ideje. A kdvésav kisebb retenciés iddvel, kb. 11 perc, jellemezhetd. A TLC-s
vizsgalatoknal emlitettiik, hogy a rozmarinsav nagyobb mennyiségben volt jelen a mintdkban, mint a
kavésav. Ezt a megéllapitasunkat a HPLC vizsgalatok is igazoltdk. Két ismeretlen flavonoidot és egy
flavonolt, valamint 33 perc koriili retencids id6nél a naringenint sikeriilt kimutatni UV-VIS spektrum
alapjan. A savas hidrolizis utdn elddllitott mintdban mar 9 komponenst azonositottunk. 6 perces
retenciés id6nél a p-hidroxi-benzoesavat, 27 percnél egy flavonoid-aglikont, az eriodiktiolt sikeriilt
kimutatni. A rozmarinsav és a kdvésav mellett az UV-VIS spektrum alapjan 3 fenolkarbonsavat
azonositottunk. A naringenint viszont nem tudtuk a hidrolizalt mintaban elvéalasztani.

A Thymus serpyllum esetében a nem hidrolizalt mintdban 8 komponenst azonositottunk. Ezek
koziil 3 flavonol, 3 flavonoid és 1 fenolkarbonsav tipusi. A rozmarinsav a f0 komponense volt a
kivonatnak. A kavésavat azonban nem sikeriilt kimutatni. A hidrolizalt mintdban 11 komponenst
azonositottunk. A nem hidrolizalt mintdhoz képest egy flavonol tipusi komponens jelent meg 9
percnél. A Th. vulgarishoz hasonléan a p-hidroxi-benzoesav itt is jelen volt a mintdban. A

fékomponens szintén a rozmarinsav, de mellette 11 percnél a kdvésav is elvalt. A rozmarinsav mellett
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az eriodiktiolt azonositottuk jelentés mennyiségben. Emellett még a luteolin és az apigenin is elvélt a
mintdban.

A Thymus x citriodorus esetében a nem hidrolizalt mintdban 7 komponenst azonositottunk (3
flavonol, 2 flavonoid, 2 fenolkarbonsav). A rozmarinsav fokomponense volt a mintanak. A kavésavat
a Th. serpyllumhoz hasonléan nem sikeriilt kimutatni a metanolos mintdban. A hidrolizélt kivonatban
13 komponenst tudtunk meghatdrozni, koztilk a rozmarinsavat és a kdvésavat. Egy eddig ismeretlen
fenolkarbonsav 31 perces retencids idénél nagy mennyiségben elvédlt a mintdban. A 3. legnagyobb
cstiics a kromatogramon a p-hidroxi-benzoesavé. Az ismeretlen flavonol és flavonoid komponensek
mellett azonban két aglikont, az eriodiktiolt és az apigenint azonositani tudtuk a spektrum alapjan. A
19 perces retencids idejii fenolkarbonsav a ferulasav.

A Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében a nem hidrolizalt mintdban 6 komponenst
sikeriilt azonositani. A rozmarinsav most is f6 komponens volt. A kdvésavat nem sikeriilt kimutatni. 3
falvonolt és 1 flavonoidot az UV-VIS spektrum alapjan hatdroztunk meg. A hidrolizalt mintdban 12
komponens jol elvalt egymdstdl. A f6 komponens rozmarinsav mellett jelentds mennyiségben a p-
hidroxi-benzoesav, valamint egy ismeretlen fenolkarbonsav jellemezte a mintat. Sikeriilt a kdvésavat,
az eriodiktiolt és az apigenint azonositani. A nem hidrolizalt mintdkat sszehasonlitva elmondhatjuk,
hogy a Th. serpyllum, Th. x citriodorus és a Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” metanolos
kivonatainak HPLC-s ,ujjlenyomata” hasonld. A naringenint egyediil a Th. vulgarisban tudtunk
kimutatni. A hidrolizalt mintdkndl is els6sorban a Th. serpyllum, Th. x citriodorus és a Th. x
citriodorus ,,Archer’s Gold” kromatogramja hasonlé egymdshoz. Az apigenint ebbdl a harom
taxonbol sikeriilt kimutatni. Az eriodiktiol azonban mind a négy taxonndl, a hidrolizalt mintaknal jelen

volt.
4.7 Direkt bioautografias vizsgalatok

Vizsgalataink kezdetén sikeresen optimalizaltuk a mddszert a névénypatogén baktériumokra.
Szdmukra a 26-28 C° inkubacids hémérséklet bizonyult megfelelének. A 0,4 extinkcié eléréséhez az
inkubéci6 idejét 24 orara kellet novelni a reagens baktérium szuszpenzid elkészitésekor. A baktérium
szuszpenzidba és az MTT vizes oldatdba merités esetén elegendd volt a 10 madsodperc. A
tesztbaktériumok koziil a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria torzsek és a Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola bizonyult a legérzékenyebbnek a bioautografias rendszerben. Az MTT vizes oldatdba
merités utdn ezeknél a torzseknél a gatlasi zondk, a sotétkék hattérhez képest, mar 2 6rds inkubdacids
id6 utdn jelentkeztek. Az Erwinia torzsek esetén azonban az egyértelmii eredményekhez kb. 24 6rés
inkubdlas sziikséges. A rétegek kiértékelése vizudlisan, a gatldsi zondk dtmérdjének mérésével tortént.
Az eltérés a parhuzamos mérések kozott nem volt jelentds (+ 1 mm).

A kontrollként rétegre felvitt gentamicin (2 pg) mind a 8 baktérium torzsre gatlé hatdssal volt. A
legnagyobb gatldsi z6ndt (5 mm) a Pseudomonas torzs esetében tapasztaltunk. A Xanthomonas

torzseknél 4 mm, az Erwinia torzseknél 3 mm gatlasi zonat mértiink.
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Teszteltiik a rétegkromatografias kifejlesztések soran alkalmazott oldészereket is. Eredményeink
szerint a toluol, etilformidt, etilacetat, etanol és kloroform nem volt gatlo hatdssal a
tesztbaktériumokra, tehat nem befolyésoljak a direkt bioautogréfids detektalast. Ezzel szemben keriilni
kell az olyan kifejleszto elegyeket, melyek hangyasavat és/vagy acetonitrilt tartalmaznak, mivel ezek
gatoltak a baktériumok novekedését. A flavonoid-aglikonok és rozmarinsav-kavésav TLC-s vizsgalata
sordn az altalunk hasznalt kifejlesztd elegy tartalmazta a hangyasavat és az acetonitrilt, ezért nem
tudtunk antibakteridlis hatdst kimutatni. A rozmarinsav és kdvésav nem mutatott antibakteridlis hatdst
a novényi baktériumokkal szemben a bioautogrifids rendszeriinkben. Az eredményeink alapjin
megallapithatjuk, hogy csak az ill6olajok és a kifejlesztés nélkiili flavonoid-aglikonok mutattak gatld
hatdst. A Th. vulgaris esetében az illdolajban csak a timol-karvakrol mutatott antibakteridlis hatast
mind a 8 torzs esetében. A standard anyagok koziil a timol, karvakrol és linalool szintén gétl6 hatasu
volt. Nem mutatott gatlé hatdst a borneol és eukaliptol standard.

A Th. serpyllum esetében az ill6olajban a timol-karvakrol mutatott gatlast. A Pseudomonas és
Xanthomonas (VES10) torzsek esetében egy ismeretlen komponens is gatlé hatdsa volt. A standardok
kozil a Th. vulgarishoz hasonldan a timol, karvakrol és linalool esetében tapasztaltunk gétldsi zonat.
A Th. x citriodorus ill6olajdban a fékomponens geraniol, valamint a citral mutatott gatlé hatdst. A
standardok koziil a timolnak, karvakrolnak, citralnak, geraniolnak €s linaloolnak volt gitlé hatdsa. A
Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében a Th. vulgarishoz hasonl6 eredményeket kaptunk.

Altalanossigban elmondhatjuk, hogy az illéolajban a TLC-vel tortént elvalasztds utdn azonositott
fokomponensek mutattak gitlé hatdst a direkt bioautogrifids rendszerben. A gazkromatogréfias
eredményeink szerint a fékomponensek mellett minor komponensek is eléfordulnak az illdolajban.
Ezek mennyisége azonban olyan kevés, hogy elvalasztas utan, bioautografidsan mar nem detektalhatd
antibakteridlis hatdsuk.

Az autentikus standardok koziil a timol (5-9 mm) és karvakrol (5-8 mm) antibakteridlis hatdsa
volt a legnagyobb. Ugyanakkor a borneol és eukaliptol esetében még a 20 upg-ndl nagyobb
koncentracidéban sem kaptunk gatlasi zénat. A geraniol, linalool €s citral egymashoz hasonl6 aktivitast
mutatott.

A tesztelt flavonoid aglikonok koziil a naringenin és eriodiktiol (3-15 mm) baktériumellenes
hatdsa volt a legjelentsebb. A baktériumok koziil a naringeninre az Erwinia amylovora almabdl és
naspolyabdl izolalt torzse volt a legérzékenyebb, az eriodiktiolra pedig a Xanthomonas paradicsombdl

izolalt torzse.
4.8 RAPD-PCR vizsgalatok

A 8 kakukkfti taxonbdl sikeresen tudtunk novényi DNS-t izoldlni. A legértékelhetobb RAPD
mintazatokat a kovetkezd primerekkel kaptunk: OPA-03, OPI-07, OPI-12, OPN-03, OPN-04, OPN-
05, OPN-06, OPO-04, OPO-20, OPP-08. Az eredmények kiértékelését ezekkel a primerekkel kapott

mintdzat alapjan végeztiilk. Megallapithatjuk, hogy a vizsgélt primerek koziil az OPN primercsalad
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tagjai a leghaszndlhatébbak a Thymus nemzetség genetikai varidbilitdsanak és polimorfizmusdnak
vizsgdlatara.

Az elébb emlitett 10 primerrel 141 polimorf savot kaptunk, melyeknek szdma a primertdl fiiggéen
véltozott. A legpolimorfabb mintazatot az OPN-04 primerrel kaptuk, a polimorf sdvok szdma 21. A
legkevesebbet (11 db) az OPN-06 primer esetén tapasztaltunk. Az egyes sdvok (v. fragmentum)
hossziisaga 400-2000 bazisparig (bp) valtozott. A RAPD mintdzatok kiértékelésénél csak a polimorf
sdvokat érdemes analizdlni (amelyekben kiilonbség van az egyes mintdk kozott). Az altalunk SYN-
TAX 5.0 programmal, Jaccard koefficienssel elkészitett dendogram, amely 10 Operon primerrel kapott
141 polimorf fragmentum alapjin végezte el a kiértékelést, a 8 taxont 2 alcsoportba sorolta. Az elsd
alcsoportba a 2, 3, 4 és 8-as szamu taxonok, a masodikba az 5, 7 és 6-os szamu mintdk tartoznak.
Ennek megfelelden az elsd alcsoportba tartozik a Thymus serpyllum (2), Th. x citriodorus (3) és Th. x
citriodorus ,,Archer’s Gold” (4), melyek az Egyetem Botanikus Kertjébdl, valamint a Th. serpyllum
(8), mely Kesztolcrdl szarmazik. A masodik csoportba a Th. odoratissimus (5) (Diésjend, Nyiredi-rét),
a Th. serpyllum (7) (Boldogtanya) és a Th. praecox (6) (Cs6vdr) tartozik. Az elsd alcsoporton beliil a
Th. x citriodorus (3) és a Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” (4) kdzott szorosabb kapcsolat figyelhetd
meg, 58 %-ban kiilonboznek (42 %-ban hasonldk). A mdsodik alcsoportban is megfigyelhetd egy
ilyen kapcsolat, mégpedig a Th. odoratissimus és Th. serpyllum kozott. 55 %-ban kiillonboznek és 45
%-ban hasonléak. Az 1-es szdmud minta, mely a Th. vulgarist jeloli, valamennyi taxontdl elkiilondil.

A RAPD analizissel tehdt sikeriilt mind a 8 taxont megkiilonboztetni egymastol. A mddszer
alkalmas volt a két hibrid — a Th. x citriodorus €és a Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” — elkiilonitésére
is. Tovébbi elényei a médszernek, hogy a morfoldgiailag nagyon hasonlé taxonok kozott is kiilonbség
mutathaté ki. Ezt tapasztaltuk a Th. odoratissimus és a Th. praecox, valamint a hiarom kiillénb6z6

helyrdl begytijtott Th. serpyllumok esetében.

5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES KOVETKEZTETESEK

Vizsgdlatainkban a Pécsi Tudomdnyegyetem Botanikus Kertjében taldlhatd és telepitett
allomanyokbdl 2001, 2002 janiusdban és 2003 augusztusdban begyiijtott négy Thymus taxont (Thymus
vulgaris, Thymus serpyllum, Thymus x citriodorus, Thymus x citriodorus ,Archer’s Gold”)
hasonlitottuk 6ssze kiilonbozo fitokémiai (TLC, HPLC, GC), mikrobiolégiai (direkt bioautografia) és
molekuléris biolégiai (RAPD-PCR) mddszerekkel. A molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz tovabbi
négy taxont hasznaltunk fel, melyeket a budakaldszi Gyégynovény Kutaté Intézettdl kaptunk. Harom
vegyiiletcsoportba (ill6olajok, flavonoidok, fenolkarbonsavak) tartozé6 komponensek kimutatasat
végeztiik el.

A Thymus genuszra kiilonosen jellemz6 a nagyfoku alaktani és fenotipusos hasonlésdg, ezért az
egyes taxonok egyértelmi elkiilonitéséhez és leirdsdhoz komplex vizsgalatok sziikségesek. A

szakirodalmi megallapitdsokkal eredményeink is 6sszhangban vannak, miszerint a Thymus nemzetség
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szempontjabdl kemotaxonémiai értékli az illéolaj Osszetétel, fenolkarbonsavak (rozmarinsav,
kavésav), flavonoid Osszetétel vizsgdlata. Az elvélasztastechnikdk kozil a gyors, egyszerlien
kivitelezhetd, vizudlis értékelésre is alkalmas, kevés anyagi beruhdzést igénylo rétegkromatografia
tovabbra is nélkiilozhetetlen.

A direkt bioautografia egyszertisége, konnyi kiértékelése és a komplex kivonatok vizsgilhatésaga
miatt széles korben alkalmazott mddszer. Segitségével lehet6ség nyilik természetes eredetli kivonatok
(pl. ill6olajok) mikrébaellenes komponenseinek kimutatdsira. Kivonataink elvalasztidsdra azért is
vélasztottuk a vékonyréteg-kromatografiat, mivel ez az elvalasztastechnikai mddszer biztositja a direkt
bioautografias detektalas kivitelezését.

A rétegkromatografids vizsgalatok sokszor tdjékoztatd jellegii informécidkat nyudjtanak. A tények
ismeretében tovabbi, jol bevilt és megfeleld érzékenységli kromatografids médszereket (GC, HPLC)
is alkalmaztunk a taxonok Osszehasonlitisdra. A kemotaxonémiai értékelésben fontosak a
szemantidok (DNS, RNS, fehérjék) vizsgalataval kapott jellemzok is. Az ilyen jellegli vizsgalatok még
fontosabbak lehetnek a kozeljovoben, a laboratériumi technikdk fejlddése miatt, de morfoldgiai és
fitokémiai vizsgdlatokkal egyiitt szolgaltathatnak igazdn hasznos eredményeket a novénytaxondémia
szamara. Emiatt végeztiink tdjékoz6do jellegii vizsgalatokat RAPD-PCR technika alkalmazasédval.

¢ Mintdink 0Osszillbolaj tartalmat vizgézdesztillacioval (Ph.Hg. VII. szerint) kivont ill6olaj
térfogatdval jellemeztiik. A négy taxon koziil mind a harom évben a Thymus vulgaris esetében volt a
legmagasabb az ill6olaj tartalom, de jelentds volt a Thymus x citriodorus ill6olaj hozama is. A Thymus
serpyllum és Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold” esetében alacsonyabb illdolaj tartalmat mértiink.
Mind a négy taxonndl a 2003. évi mintdkndl voltak a legalacsonyabbak az értékek, mely azzal is
magyardzhatd, hogy a mintdkat augusztusban, a novények utdvirdgzasi dllapotdban gyijtottiink be.
Természetesen fontos szerepe van az 6koldgiai tényezOknek is az ill6olaj Gsszetétel szempontjabol.

¢ Az illéolajok vékonyréteg-kromatografids elvilasztasandl és detektdldsdndl az irodalomban
megadott toluol — etilacetat 93:7 ardnyu elegye €s az alkoholos vanillin-kénsavas el6hivé ,,részben”
megfelelének bizonyult. A vizsgdlatok alapjan két kemotipust kiilonitettiink el (Thymus vulgaris, Th.
serpyllum, Th. x citriodorus ,,Archer’s Gold” — timol+karvakrol, Th. x citriodorus — geraniol+citral
kemotipus). Az alkalmazott kifejlesztd eleggyel viszont nem vdlt el a két fenolos komponens (timol,
karvakrol) a mintdkban. Ezért tovabbi olddszerek elegyeit is kiprébaltuk, de az optimalizalds nem jart
kell6 eredménnyel.

¢ Az illéolajok gazkromatografids vizsgalata esetén, megfeleld kapilldris oszlop és paraméterek
alkalmazasaval, a fékomponensek mellett kisebb mennyiségli minor komponenseket és izomerparokat
is sikeriilt azonositani. A kvalitativ vizsgilatokkal hiarom kemotipust kiilonboztettiink meg (7h.
vulgaris, Th. serpyllum — timol, Th. x citriodorus — geraniol és citral (neral + geranial), Th. x
citriodorus ,,Archer’s Gold” - karvakrol kemotipus). A gdzkromatografids mérések segitségével

pontosabb képet kaptunk a taxonok ill6olaj dsszetételérol.
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¢ A rozmarinsav és kdvésav kimutatdsat sikeresen végeztiik el rétegkromatogréfia alkalmazdsdval.
Mindkét vegyiiletet ki tudtuk mutatni a kivonatokban és vizualis értékeléssel is megallapithatd volt,
hogy a rozmarinsav nagyobb mennyiségben volt jelen a mintdkban, mint a kdvésav. A denzitometrids
mérések is ezt igazoltak.

¢ A flavonoid-aglikonok koziil a luteolint, apigenint, naringenint és eriodiktiolt sikeriilt
rétegkromatografidval kimutatni. Az eriodiktiol és luteolin foltja egyértelmiien jol l4tszott a réteglapon
Naturstoff-polietilénglikol el6hivé alkalmazdsa utdn. Vizudlis értékelés alapjan megallapitottuk, hogy
az apigenin és naringenin kisebb mennyisége jellemz6 a vizsgalt taxonokra. Az elvélasztast dltalunk
optimalizalt kifejlesztd eleggyel (kloroform — acetonitril — etilacetit — hangyasav 80:5:10:5) végeztiik.

¢ A flavonoidok HPLC vizsgilatdnal rozmarinsavat és kdvésavat minden esetben sikeriilt
kimutatni. A HPLC mérések sordn tobb komponenst tudtunk azonositani kiilsd standardok UV-VIS
spektruma alapjan (diddasoros detektor alkalmazdsival), mint rétegkromatografiaval, tehat az
optimalizalt médszer jol alkalmazhat6 a taxonok Osszehasonlitasara €s elkiilonitésére .

¢ A novénypatogén baktériumokra optimalizalt direkt bioautografids rendszerben az ill6olajok,
valamint az illéolaj komponensek koziil, a timol, karvakrol, linalool, citral és geraniol mutattak gatld
hatast, a borneol és eukaliptol viszont nem. A rozmarinsav és kavésav sem mutatott aktivitast. A
flavonoidok koziil a luteolin, apigenin kissé, a naringenin és eriodiktiol erfsen gatolta a
tesztbaktériumok szaporoddsit. A direkt bioautografia mddszere tehat alkalmas novényi kivonatok
mikrobiolégiai aktivitasanak tesztelésére optimalizalt koriilmények kozott.

¢ A molekuléris bioldgiai vizsgalatok sordn sikeresen izolaltunk és tisztitottunk DNS-t a ,,friss”
(nem szdritott) novényi mintdinkbdl, melyeket RAPD-PCR technikdhoz haszndltunk fel. A
molekuléris vizsgdlatok eredményeit mindig Svatosan kell értékelni, az eredmények hatterében
gyakran bonyolult Osszefiiggések 4allnak. A modszert a jovOben tovabbi kutatdsokra tartom
érdemesnek.

Az altalunk alkalmazott médszerek koziil feltétleniil kiemelnénk a direkt bioautografias és RAPD-
PCR technikdk eredményeit. Tovabba a Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold” hibridforma ilyen

jellegti komplex vizsgélatdval — szakirodalmi tdjékozottsdgunk szerint — még nem foglalkoztak.

= Munkdm sordn a kdvetkezd 4j eredményeket értem el:

1. Thymus taxonok azonositdsdra és elkiilonitésére alkalmas kiegészitd mddszernek bizonyult a
direkt bioautografia. Az antibakteridlis timol és karvakrol, valamint a minor komponensek
(linalool, citral) a gazdasagi jelentOségli kérokozé baktériumok (pl. Erwinia amylovora,
Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) novekedését eltérd
mértékben gatoljak, vagyis a bioautogrifia soran tapasztalt antibakteridlis tulajdonsdgok

alkalmasak a differencialas alatimasztasara.
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2. A TLC-vel és GC-vel kimutatott illdolaj-komponensek alkalmasak a taxonok azonositdsara és
differencidldsara (timol domindns a Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, karvakrol domindns
a Thymus x citriodorus ,,Archer’s Gold”, geraniol-citral dominéns a Thymus x citriodorus).

3. A HPLC-vel és TLC-vel kimutatott fenoloidok (rozmarinsav, kdvésav, luteolin, apigenin,
naringenin, eriodiktiol) alkalmasak az ill6olajra jellemzd fitokémiai markerek kiegészitésére
és a taxonomiai jellemzést megbizhatobba teszik.

4. RAPD alkalmazasédval tobb dekamer primerrel (OPA, OPB, OPI, OPN, stb.) sikeriilt a vizsgalt
Thymus taxonokat megbizhatéan azonositani és jellemezni. A molekuldris markerek

Osszhangban vannak az altalam azonositott fitokémiai markerek differencidlo jellegével.

Mindezek alapjan érdemesnek tartom a felhasznalt fitokémiai, mikrobiolégiai és molekularis
mobdszerek komplex alkalmazasat novénytaxondmiai kérdések megoldasdban. Kiilonosen olyan
rendszertani kategéridk elkiilonitésére tartom hasznosnak, amelyek mikrobiolégiai szempontbdl
aktivak, de a modszer alkalmas lehet egyéb bioaktiv (pl. mitogén, sejtvonalakra toxikus vagy
citosztatikus) €s fitotaxondémiai értékll vegyiilet kimutatdsdra is. ElképzelhetOnek tartom azt is, hogy a
kidolgozott komplex médszerrel, megfeleld fajgylijteményre alapozva és masokkal egyiittmiikodve el

lehet végezni a Thymus taxonok rendszertani ujraértékelését.
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