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1. Bevezetés

A kaposztafélék a vilag zoldségtermesztésének 10 %-at teszik ki, igy a harmadik helyet
foglaljak el a paprika és a paradicsom utdn. A keresztesvirdgi novényekben megtaldlhat6
vegyiiletek kozé tartozik a szulfordn, aminek jotékony hatdsa, hogy csokkenti a rik
kialakuldsanak esélyét, ezek mellett gyulladdscsokkentd és antioxiddns hatdsa is ismer

(Donaldson 2024).

Napjainkban a funkciondlis élelmiszerek a benniik megtaldlhat6 kiillonboz6 vegyiiletek
egészségmeglOrzd szerepe miatt fontosak lettek a fogyasztok korében. Ezek a szuper
élelmiszerek szamos - nem csak a standard étel altal hordozott tdpanyagokat - halmozzék fel.
Tobb és valasztékosabb vitaminokat, 4svdnyi anyagokat €s rostokat tartalmaznak, illetve
antioxiddnsokat is taldlhatunk meg benniik. Ehhez a trendhez alkalmazkodva a nemesitok az

utébbi évtizedekben tobb dj szines zoldségfélét allitottak eld.

A karotinoidok - madsodlagos anyagcseretermékek - fontos szerepiilk van az
immunrendszer normal mikodésének fenntartasaban, valamint csOkkentheti a sziv- €és
érrendszeri problémadkat, fenntarthatja a normal 14tast és csokkentheti némely rakos elvaltozas

kialakulasanak kockazatat is human vonatkozasban.

A narancssarga belsolevelll fejes kdposzta nemesitése Dr. Galli Zsolt kaposztanemesitd
nevéhez flizddik. Elképzelése egy olyan fejes kaposzta, mely belsé leveleiben narancs szint
halmoz fel. Els6 megkozelitésben a kdposztat narancssarga karfiollal keresztezte, mindkét
novény egy fajba tartozik. Ez a nemesités nem adta a vart eredményt, mivel a torzsdban
koncentralédott a narancsszin nagyobb mennyiségben, nem a levelekben. Mdsodik
megkozelitésben a narancssarga kinai kelnek (B. rapa) egy genotipusiat keresztezték
kaposztafélékkel, - ezek koziil a karalabéval (B. oleracea) val6 keresztezés hozott eredményt -
ahol az introgresszi6 sikeresnek bizonyult, és egy steril F1 novényt eredményezett. A célkitlizés
megvalositasdhoz sziikséges volt az embridmentés technika alkalmazasa. Az F1 hibrid egyed
steril egyed volt, 4 éves vegetativ szaporitds utdn feltételezhetéen spontdn endomitdzis révén,
egy fertilis oldalhajtds jelent meg rajta. Ezutdn a fertil F1 novénnyel megkezdték a korai
visszakeresztezéseket Bridge novényekkel (ezek dtmenetet képeznek mind fenotipusosan mind
genotipusosan B. rapa és B. oleracea kozott). Jelenleg a BCs ndvények anyai partnerként

szerepelnek a keresztezésekben.



2. Célkitiizés

Célkituzéseink a kovetkezoek:

* A BCj keresztezésbdl szarmazé magkezdemények esetén embryo-rescue alkalmazésa.

* A BGC; egyedek DNS alapu vizsgélata, hogy megallapitsuk, hogy hordozzdk-e a narancs
mutans gént, illetve hogy a vdlasztott COS markerekkel a B. rapa, vagy B. oleracea

specifikus fragmentumot adjak-e.
* A 12 BCs egyed in vitro kulturdba bevitele/fenntartdsa.

* A BGC; egyedek flow citometrids vizsgdlata, hogy meghatirozzuk a relativ

genommeéretiiket.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kadposztafélék nemesitése

A vilag zoldségtermesztésének és az étolaj termelésének - a repce termesztése - egyarant
jelentds részét képviselik, rdadasul igéretes potencidlt hordoznak biotizemanyagként is (Gupta
& Pratap, 2007). Globdlisan a kdposztafélék vetésteriilete 1977 6ta emelkedik. 2022-ben a
kaposztat mintegy 147 orszadgban termesztettek, melynek az éves termés mennyisége tobb, mint
78 millié tonna novényt eredményezett. FO termd teriiletei az 4zsiai kontinensen taldlhatéak
meg. Els6 helyen Kina szerepel, mely kozel az 6sszes termesztés 50%-at teszi ki, ezutan India
és Dél-Korea kovetkezik. Eurdpai orszdgok koziil Olaszorszag termel nagyobb teriileten.

Hazéank kozel 1900 hektar termOteriileten 52 ezer tonna kaposztat allitott el6 2022-ben (httpl).

A kaposztafélék nemesitése sordn szamos tulajdansdgot fontos figyelembe venni,
példaul a j6 mindségli vetdmag elddllitasat, idedlis fajtak kifejlesztését (mint példaul a
termOképesség, korai érés, kedvezdtlen tulajdonsagoktdl valé mentesség, betakarithatdség,
széllithatésag, tarolhatésag stb.), valamint a betegségekkel és kartevokkel szembeni
rezisztencia kialakitdsat rezisztenciagének alkalmazdsaval. Emellett kiemelt figyelmet
forditanak a fogyasztok és kereskeddk szamara fontos tulajdonsdgok kialakitdsara, mint példaul
az iz, szin és forma (Galli, 2020, szébeli kozlés). Az abiotikus stressz tényezOk, mint péld4ul a
magas homérséklet és szdrazsdg, elleni tolerancia kialakitdsa is novekvo jelentdséggel bir a
klimavaltozds miatt, mivel ezek egyiittes alkalmazdsa jelentésen csokkentheti a
termésveszteséget, ami gazdasdgi szempontbdl legfontosabb a termeldk szdméra a piacon

maradds miatt. (http2).

A képosztafélék ivaros keresztezése és szomatikus hibridizacidja révén létrehozott
tavoli hibridjei nemcsak a génkészlet bovitését szolgaltdk, hanem segitettek a klimavaltozas
miatt fellépd abiotikus és biotikus hatdsok okozta karok lekiizdését is (Gautam et al., 2014). Az
elmilt 70 év sordn szamos vad Brassicaceae faj genotipusit haszndltdk fel tavoli
keresztezésekben, mivel ezek szdmos kedvezd agrondmiai tulajdonsidggal rendelkeznek,

amelyeket nemesitési célokra alkalmaznak (Prakash et al. 2009).

A fejes kaposzta (B. oleracea — CC) esetében hidrom f6 felhasznalasi célt
kiilonboztetiink meg. Az egyik a friss piaci kdposzta, mely 0,7-3 kg fejtomeggel rendelkezik.

Kovetkezo csoport a feldolgozéipari, mely 6-10 kg. Az utolsé a tarolési kdposzta, ami 2,5-4 kg



tomegii. Az egyes csoportokban 1évd novények mérete €s kiilsd megjelenése eltérd, valamint a
tenyészidd hossza is novekszik a friss piactdl a tdroldsi kdposzta irdnydba. A megfeleld
fejtomeg mellett a fejes kdposzta esetében a fej alakja is f6 nézdpont a kiillonboz6 felhasznélasi
célok szempontjabdl (Galli, 2020, szébeli kozlés). Igy a nemesités nem csak a funkcionélis
élelmiszer irdnydba torténik, hanem fontos figyelembe venni, hogy a kdposzta konnyen
betakarithatd legyen, valamint ellendllé legyen egyes betegségekkel szemben, és jo legyen a

stressz tlir@ képessége is.

3.2. A karotinoid vegyiiletek bemutatdsa és jellemzése

A karotinoidok a természetben eléforduld szines vegyiiletek. Leggyakrabban sarga,
narancssarga vagy voros szinben vannak jelen foként a magasabb rendii novények kiilonféle
szoveteiben, példaul virdgszirmokban, gyiimolcsokben, levelekben €s terméseken. A novények
szdmdara nem csak a fotoszintézisben van nagy szerepiik, hanem a rovarok 4ltali beporzast is
segiti, mivel a sirga szin egy csalogatd szin a természetben. (Chernys & Zeevaart, 2000).
Izoprénbdl eredeztethetéek a szines pigmentek, melyek zsiroldékonyak és dltalaban konjugalt
kettOs kotéseket tartalmaznak, ami azt eredményezi, hogy rendkiviil reakcidképes vegyiiletek.
Egyik f6 csoportjuk a karotinoid-szénhidrogének, ide tartozik a likopin, a-, B- és y-karotinok.
Maisik egység az oxigéntartalmd karotinoidok, mds néven xantofillok, mint péld4ul

kriptoxantin, zeaxantin, xantofill és rubixantin. (Csapd & Csapoéné, 2003).

Konnyen reakcioba 1€pd vegyiiletek, emiatt a kémiai tulajdonsiguk miatt
nélkiilozhetetlenek vegyiiletek minden olyan szervezet szamara, mely fotoszintézisre képes. A
xantofillok fordulnak el6 kiegészitd pigmentként a kloroplasztiszok fénygytijté komplexeiben,
amelyek feladata a fotoszintézisben, hogy segitis€k az energiat a klorofill molekuldkhoz
eljuttatni. Ezenkiviill er6s fényvédd pigmentek, vagyis magas fényviszonyok esetén a
karotinoidok eloszlatjak a felesleges gerjesztési energidt. Ez az energia karosithatnd a klorofill

molekuldkat és csokkenthetné a fotoszintézis hatékonysagét (Niyogi, 1999).

A B-karotin a karotinoidok kozott a leggyakoribb és legjobban tanulmanyozott vegyiilet,
mivel nemcsak a novényi szovetek szinét alakitja ki, hanem szdmos pozitiv egészségiigyi
hatdssal is rendelkezik az emberi szervezetre. A B-karotin a legpotensebb provitamin a A-
vitamin szintézisében, igy ez a f6 A-vitaminforrds az emberi szervezetben, €s antioxidansként

is rendkiviil hatékony. Emellett csokkenti a szivbetegségek és bizonyos rakos megbetegedések
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kockdzatét, erdsiti az immunrendszert, és fontos szerepet jatszik az oregedéssel jaré vaksag
megeldzésében is (Gul et al., 2015). Hidnya szemszarazsaghoz (xeroftalmia), vaksaghoz és akér
korai haldlhoz is vezethet. Mivel zsirban 0ld6d6 vitaminrdl van sz6, a tilzott bevitel lehetséges,
ezért ajanlott a novényi taplalékokbol torténd bevitele, melyet a szervezet A-vitaminnd alakit

at az igényeknek megfeleléen (Mayne, 1996).

3.3. A Brassica. rapa-ban azonositott szamunkra fontos recessziv mutdns gén bemutatdsa és

Jellemzése

A kinai kel (Brassica rapa subsp. pekinensis), mas néven pekingi kdposzta, Japanban
rendkiviil elterjedt és gyakran fogyasztott zoldség, melyet magas C-vitamin- és dsvdnyianyag-
tartalma tesz vonzova a fogyasztok korében (Podsedek, 2007). Kindban és Koredban, mint a
legjelentsebb levélzoldség termesztik. Koredban a kimchi, egyik nemzeti étel alapanyaga a ez
a zoldségféle, igy gyakran kimchi kel néven beszélnek réla az orszdgban (Schmidt & Bancroft,

2011).

3.3.1. A kinai kel fenotipusos dsszehasonlitdsa Lee és munkatdrsai alapjdn

A belsO levelek szinének alapjan harom kiilonboz6 fenotipust lehet megkiilonboztetni:
a normdl szinli belsé levelekkel rendelkezét (NC - normal colored), a citromsdrga belso
leveleket mutatét (YE - yellow colored) €s a narancssarga belsé levelekkel rendelkezdt (OC -
orange colored) (Feng et al.,2012). Az OC fenotipus létrehozasahoz a tarlorépét (Brassica rapa
subsp. rapa) és az NC fenotipust keresztezték, majd tobbszori visszakeresztezés sordn hoztdk

létre azt a kinai kelt, mely narancssarga levelekkel rendelkezik (Watanabe et al., 2011).

Lee és munkatarsai Osszehasonlitottak az narancs és sdrga fenotipusok belso leveleinek
szinét, és azt tapasztaltdk, hogy az OC esetében a belso levelek erdsebben sarga vagy halvany
narancssarga szintiek voltak, mig a YE fajtdra jellemzdek a citromsarga belsd levelek. Ot perc
direkt napsugarzas hatdsdra az OC levelek szine még élénkebb narancssarga lett, mig a YE
fenotipus leveleinek ugyan olyan szinliek maradtak. Ezt a jelenséget az UV sugarzds hatasdanak
tulajdonitottdk. Emellett a virdgszinek kozott is kiilonbségeket véltek felfedezni, miszerint a
YE esetében élénk citromsarga szinli szirmok vannak, mig az OC esetében a szin kevésbé élénk

sarga volt (2. abra) (Lee et al. 2014).
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2. dbra: A YE és OC fenotipusok 6sszehasonlitdsa (Lee et al. 2014)
(Pongracz 2021)

Az NC B. rapa-ndl - mely AA genommal rendelkezik - mar 1996-ban megéllapitottak,
hogy a lutein és a B-karotin a f6 karotinoid komponensei (Wills & Rangga, 1996). Késébb mas
Brassica fajokndl, mint példaul a fejes és vords kdposzta, brokkoli, kelkdposzta, karfiol,
kelbimbd karotinoid dsszetételét is vizsgdlat ald vetették, ahol szintén ugyanezt a két vegyiiletet

detektaltak a legnagyobb mennyiségben (Podsedek, 2007).

3.3.2. A kinai kel karotinoid dsszetétele

A narancssarga kinai kel (AA) karotinoid Osszetételét 2011-ben Watanabe és
munkatarsai jegyezték fel. Egy narancssarga belsd levelll fajtat (Orange queen) haszaltak
vizsgdlatuk folyaman. Ezen folyamat esetében a teljes kdposztafej karotinoid Osszetétele a
kovetkezd volt: 48% prolikopin (7Z, 9Z, T°Z, 9°Z tetra-cisz-likopin), 29% fitoén és 23% p3-
karotin, mig az 6ssz-karotinoid tartalma kétszer akkora volt, mint egy normal fenotipusu kinai

kelnek (Watanabe et al., 2011).

A prolikopin szdjon 4t torténd felszivodasi ardnya magasabb, mint az 0ssz-transz-
likopiné, vagyis a narancssarga belso levelli fenotipusban megtaldlhaté narancssarga pigmentek
nagyobb in vivo aktivitdssal rendelkeznek - példaul antioxiddns aktivitdssal - mint a normal

fenotipusban jelen 1év0 vegyiiletek (Unlu et al., 2007).

Su et al (2015) kozolte le, hogy a mutans allél prométerében egy 90 bp mértli delécid
van a vad tipusu allélhez képest, illetve, hogy a gén 3’ végén, a STOP kodontdl upstream
irdnyban egy 501 bp méretli inszerciét hordoz, igy a fehérje C-termindlis végéhez plusz 143
aminosav adodik hozza, illetve tobb tovabbi SNP-t is azonositottak. Az in vitro
enzimvizsgdlatok bizonyitottdk, hogy a mutdns fehérjetermék (CRTISO enzim hidnya) nem
képes a prolikopint likopinnd alakitani, ami prolikopin felhalmozddashoz vezet a narancssarga
belsd leveli kinai kel fajtdkban (Su et al. 2015) (3. dbra). A B-karotin bioszintézisének utolsé
koztese a likopin; a B-karotin gylirtiképzéssel (ciklizacid) jon létre ebbdl a molekuldabol

(Gubicskoné Dr. Kisbenedek 2015).



P-carotene a-carotene
('Hxal C H-‘(al
zeaxanthin lutein

.

i ZIEP

3. dbra. A narancsszini belsd levelek kialakuldsanak utja kinai kel esetén (Su et al. 2015).

3.4. Nemesitési célkitiizés és a megvalositdsanak lépései

A nemesitési célként tlizte ki Dr. Galli Zsolt egy olyan fejes kdposzta 1étrehozasat,
amelynek belsd leveleiben B-karotin halmozddik fel. Egy ilyen novény étrendiinkbe illesztése
hozzajarulhat egy egészségesebb életmdd kialakitasahoz. Elsé megkozelitésben a karfiolban
azonositott narancs mutdns gén (Crisp et al. 1975) atvitele tortént meg kdposztiaba, mivel egy
fajba tartoznak (karfiol, karaldbé), igy konnyen keresztezhetéek ivarosan. Azonban a
keresztezésbol szarmazo novények a gazdasigilag hasznos levelekben csekély, mig a torzsdban

nagy mennyiségii karotint halmoztak fel (Pongracz 2021) (4-5. 4bra).

5. dbra. A karfiol mutdns Or génjét tartalmazé fejes kdposzta (B) B -karotin felhalmozdsa a

torzsaban (Fot6: Galli Zsolt) (Pongracz 2021)
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Misodik megkozelitésben a narancs kinai kelben (B. rapa) azonositott recessziv mutans
CRTISO1 génnel prébaltdk megvaldsitani a kivant célt. Mivel a kinai kel (B. rapa) A
genommal, a fejes kdposzta (B. oleracea) C genommal rendelkezik, igy az F1 hibrid
eldallitasnal embridmentés modszer alkalmazésa elengedhetetlen volt az abortacié miatt. Mivel
klasszikus keresztezéssel 1étrehozott belsd leveleiben narancssarga fejes kdposzta eldallitasa a
cél, igy a létrehozott fajta konnyen beilleszthetd a génmoddositott novények termesztését
szigordan korl4tozé orszdgok termesztésbe is. TObb kijelolt ivarosan végzett introgresszios
keresztezésbol egy hibridet (orankin x karalabé) kaptunk, ami himsterilnek bizonyult, igy nem
tudtunk ontermékenyiteni és magot fogni réla, de 4 év vegetativ szaporitds sordn megjelent rajta
egy fertilis oldalhajtds, ami leszaporitdsra keriilt. Ez lett a fertil F1 novényiink. A korai
visszakeresztezések sordn Bridge novényeket hasznéltunk fel. Ezek a Bridge novények mind
fenotipusos tulajdonsiagaikban, atmenetet képeznek a B. rapa és B. oleracea kozott, igy

konnyen keresztezhetdek azok hibrideivel.

3.5. Markerekre alapozott szelekcio (MAS) bemutatdsa

F6 célja a novénynemesitésnek az j fajtik kifejlesztése, melyek kiemelkedd gazdasagi
tulajdonsagokkal rendelkeznek, ez lehet klimatikus tényezokkel szembeni tolerincia, péld4ul a
széarazsagtirés, illetve korokozokkal szembeni rezisztencia. Ezzel a tulajdonsdgukkal, ha
sikeriil megvaldsitani, akkor képesek feliilmilni a kordbbi fajtakat. Az egyik modszer a siker
eléréséhez, ha a sziiloket szelektdljuk, majd a kivélasztott egyedeket keresztezziik. Az igy
kapott F2-es populdciébdl az olyan egyedek kivalasztjuk, amelyek fontos géneket hordoznak,
és ezek tobbszori visszakeresztezése (backcrossing = BC) torténik meg. Ennek eredményeként
végiil olyan fajtat kapunk, amely a gazdasagi hasznos gént tartalmazza. A markerekre alapozott
szelekci6 (Marker Assisted Selection) a novénynemesitésben a molekuldris markerek

felhaszndlasét jelenti, amelyek javitjak a szelekcid hatékonysdgat (Acquaah 2012).

A molekuldris markerek az egész nemesitési folyamatban alkalmazhatdk, ami az els6
1épéstdl, vagyis a sziiléi vonalak szelekcigjatdl kezdve egészen a visszakeresztezésekig €s a
fajtajelleg nyomonkovetéséig tart. A markerek alkalmazasa sok eldnnyel jar a hagyomanyos

fenotipusos szelekcidval szemben:

* Kodominans markerek esetén konnyen meg lehet kiilonboztetni a homozigéta és a

heterozigéta egyedeket.
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» Korai szelekciot tesz lehetdvé, ami felgyorsitja a nemesitési folyamatot.

* "Kényelmes szelekciot" biztosit, ami legfoképpen a biotikus stresszfaktorokkal

szembeni rezisztencia tesztelésekor fontos tulajdonsag.

* (Csokkenti a nemesités térigényét, mivel a nemkivanatos egyedek mar a kiiiltetés elott

kiszelektalhatok, még a csirakorban.

e (Csokkenti a nemesités idOtartamat, mivel a korai tesztelés és egyszerli szlirés

felgyorsitja a folyamatot (Acquaah 2012).

3.5.1. Molekuldris markerek jellemzése

Ezek a molekularis markerek olyan polimorf DNS szakaszok, amelyek pozicidja
meghatdrozhaté a kromoszémaén és a mendeli 6roklésmenetet kovetik. A molekularis markerek
elhelyezkedhetnek a kdédolé vagy nem kdédold régidkban elhelyezkeddk. Idedlis esetben a

molekuléris markerek a kovetkez6 tulajdonsagokkal rendelkeznek:

* Nagyfoku polimorfizmust mutatnak és kodominédns oroklésmenetet kovetnek.
* Gyakran megtaldlhatéak a genomban és konnyen hozza is férhetdek.
* Gyors és egyszerll vizsgalatot tesznek lehetdvé.

* A vizsgdlat sordn nyert adatok konnyen reprodukdlhaték és kicserélhetok

laboratériumok kozott (Kiss 2005).

Ezeket a markereket genetikai jellegzetességeik alapjan két f6 csoportba sorolhatjuk. Egyik
csoportjukba az egy l6kuszos, multi-allélos, kodominans markerek sorolhatéak. Ilyen példaul
SSR (egyszerii ismétlodo szakaszok). Masik csoportba a multi-l6kuszos, bi-allélos, domindns
markerek, példdul AFLP (amplifikdlt fragment hosszu polimorfia) és RAPD (véletlenszerti
amplifikélt polimorf DNS).

A molekuldris markerek detektaldsi technikdk szerint lehetnek enzim-alapuiak,
hibridizacié-alapuak, PCR technikan alapuldak és DNS szekvencia-alapiak. A PCR technika
az egyik leggyakrabban alkalmazott moddszer, mivel gyors, érzékeny és konnyen

reprodukalhato.
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3.5.2. A PCR és a touchdown PCR

A polimeraz lancreakci6 (PCR) egy olyan mddszer, amely lehetové teszi a nukleinsav-
szekvencidk gyors és hatékony felszaporitdsat. Ez a technika 1995 6ta ismert, a természetes
DNS replikécids folyamat alapelvein alapul, €s lehetdvé teszi, hogy egy DNS-templéatbdl tobb
millié maésolatot allitsunk el6. A PCR reakci6hoz sziikségesek a DNS-templdt, a DNS-
polimeraz, a nukleotidok és a primerek, amelyek a DNS-polimerdz miikodéséhez sziikségesek.
A reakcié sordn a DNS-templat kettds szdlat elvédlasztjuk (denaturdcid), majd a primer-
molekuldkhoz (annealing) kapcsolédik a DNS-polimerdz, €s a nukleotidok felhasznaldsaval uj

DNS-szal szintetizalédik (szintézis).

A touchdown PCR egy olyan mddszer, amely lehetové teszi a PCR reakcidk
hatékonysdganak optimalizdlasat anélkiil, hogy hosszi optimalizdl4si folyamatokra vagy Uj
primer-tervezésre lenne sziikkség. Ez a technika a primerkapcsol6ddsi hdmérséklet (annealing
temperature) fokozatos csokkentésén alapul a ciklusok sordn. A reakcié kezdetén a
primerkapcsolodédsi hdémérséklet magasabb a primer olvaddsi hdmérsékleténél (Tm), majd a
ciklusok soran fokozatosan csokken, ami segit a specifikus DNS-termékek amplifikacijaban.
Ez noveli a reakcié specifitdasat, érzékenységét és hozamdt anélkiill, hogy bonyolult

optimalizacids 1épésekre lenne sziikség (Korbie & Mattick 2008).

3.6. A Bra-OR primerpdrok haszndlata a narancssdrga mutdcio kimutatdsdsra

A mutans BrCRTISOI1 allél jelenlétét a Lee és munkatdrsai altal kifejlesztett
molekuléris markerrel elemeztiik, amely egy domindns markar és specifikus a narancssarga
belsé leveli fenotipusra. Ezt a markert olyan jellegzetes szekvencidk alapjan tervezték,
amelyeket az Lee és munkatarsai detektaltak az narancs allél els6 exonjdban és intronjaban.
Ennek eredményeként a PCR reakcid sordn a narancssarga belsé levelli fenotipusu egyed
esetében egy kb. 480 bp méretii fragmentum amplifikalédik az 1%-os etidium-bromiddal festett

agardz gélen. (Lee et al. 2014)

3.7. COS (Conserved Ortholog Set)
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Amennyiben a genom-szekvencia ismeret rendelkezésre 4ll, ugy fejleszthetd
novénycsalddon beliili fajok kozotti kiillonbséget mutaté (Conserved Ortholog Set) COS
markerek. Ezek a markerek 1 kopids konzervalt génekre vannak tervezve, amik eltérd fajokban
hosszpolimorfizmust mutatnak. A COS markerek kimutatdsa agar6z gélen zajlik (Jeong et al.

2014).

3.8. A vernalizdcio és az embriomentés, vagyis az interspecifikus hibridizdcio sikerességét

elosegito technikak

3.8.1. A vernalizdcio

A vernalizici6 egy olyan folyamat, mely alatt egy meghatéarozott ideig tart6 alacsony
homérsékletet értiink, ami a vegetativ fazis és a generativ fazis kozott van. A kdposztafélék
esetében elengedhetetlen, mivel A fejes kdposzta és a karalabé — melyeket mi alkalmazunk -
kétéves novények. Az elsd évben a vegetativ szerveiket fejlesztik ki, majd ezt kdvetden a
masodik évben magot hoznak. A fejes kdposztinak 0-3 °C-os, mig a karaldbénak 0-2 °C-os
hosszabb ideig tarté alacsonyabb hdrmésékletre van sziikség. Ezzel ellentétben a kinai kel

egyéves novény, ami azt jelenti, hogy a vernalizaci6 nélkiil is mar az els6 évben termést hoz.

3.8.2. Az embriomentés

Az embriomentés célja a zigotikus embridk ontogenezisének fenntartdsa és
befolydsoldsa, ami azt jelenti, hogy a fejlodéséhez €s novekedéséhez sziikséges ¢és
nélkiilozhetetlen kornyezetet mesterségesen adjuk meg a zigéta szamdra. Célunk ezzel a
folyamattal, hogy csiraképes embri6t kapjunk, amelybdl novényt fogunk nevelni szintén
mesterséges koriilmények kozott. Az embridkultirdk inditdsa sordn elso f6 1€pés az embridk
elokészitése, mely feliileti sterilezést jelent és kiprepardlast, a mi esetiinkben éretlen becoket
fertotlenitiink és felnyitjuk Oket. Majd a magkezdeményeket steril tdptalajra helyezziik és

klimatiz4lt koriilmények kozott neveljiik (Heszky 2014).

Az embridkultirdk segitenek tavoli keresztezéseknél az abortdlodds megeldzésében,
haploid egyedek el6allitdsaban, a dormancia felolddsidban €és a nemesitési folyamat

gyorsitdsaban, illetve in vitro klénozasra is lehetdséget adnak (Chawla 2002).

Az embriémentés soran két f6 szakaszt kiilonboztetiink meg: a heterotrdf és az autotrof

szakaszt. Az embridk heterotr6f szakaszdban proembridk vannak, melyeknek minden
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tdpanyagot biztositani kell, mindegy, hogy ez szervetlen-, vagy szervestidpanyag. Az autotr6f
szakaszban az embri6é mar képes a szervetlen sok €s a szénforrasok felhasznaldsara. Az autotrof
szakaszban 3 stddiumot kiilonboztetiink meg. Az els6 az i, vagyis autoném stadium, a masodik
az ii, ami az élettani érettség stadium €s az utolsé iii, ez pedig az 6koldgiai érettség stadium. Az
autoném stddiumban az embrié csirdzasra képesés fejlodésben van. Az élettani érettség
stddiumban az embrié elérte az embrionalis differencialtsdgot, és ezek csiranyugalomban
vannak. Ezek mellett az okolégiai érettség stadium a mar teljesen kifejlett, érett csiraképes
embridkat jelenti. Az embridmentés sikere fiigg az embrié érési staddiumatdl, a taptalaj

Osszetételétdl és a genotipustol.

3.9. Novényi mikroszaporitds

A bioldgiai oldal feldl vizsgdlva a novényi sejt- és szovettenyésztés technikdi alatt
azokat az in vitro steril sejt-, szovet- €s szervtenyésztési technikakat értjiik, amikkel a novényi
izolatumok életben tarthatdk, szaporithatok €s beldliik 4j novények regeneralhatok. Ivartalan
szaporodds biotechnikdi: azokat az in vitro (steril) sejt- és szovettenyésztési technikdkat
jelentik, melyekkel a novények aszexudlis reprodukcidjat (vegetativ szaporoddsat) befolyasolni

vagy moédositani tudjuk.

A hajtastenyészet dltalaban gyokér nélkiili hajtdsok novekedését és fejlodését jelenti
taptalajon, steril és kontrollalt feltételek kozott. A mikroszaporitds a tenyészetekben fejlodo
hajtasokra €s oldalhajtasokra, illetve az azok levélhonaljdban differencidl6do riigyekre alapul.
A hajtastenyészetek legfontosabb jellemzdje, hogy a tenyésztés folyamén a hajtdsok normaélis
novekedését tartjuk fenn, illetve serkentjiik. A hajtastenyészet viszonylag egyszerli és
megbizhat6 technika, mely a tobbi mddszerhez képest genetikailag a legstabilabb klénozast
biztositja, mert nincs de-, illetve redifferencidlédés, vagyis kallusz fazis. Napjainkban a
hajtastenyésztés a mikroszaporitds és az in vitro génbank legaltalinosabban hasznalt
modszerévé vilt, mind a kertészeti (diszndvények, gydgy ndvények és burgonya), mind az

erdészeti fajok kozott (Heszky 2005).

A mikroszaporitds sikerességét befolydsold tényezdk: Az elsd a sterilitds. A novényi
szovetteny€sztésben hasznalatos tiptalajok jo feltételt jelentenek, de nem csak a novényeknek,
hanem a mikroorganizmusoknak is. Egy novény akkor fertézodhet meg, ha a novényi

explantum, a tdptalaj vagy a neveld edény nem volt jol sterilizdlva. A masodik a felszini
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sterilizdlas. A  fert6z6dés Debergh ¢és Zimmermann szerint torténhet felszini
mikroorganizmusokkal, vagy ha a novényi szovetekben/kel bejutnak a steril kultdraba, illetve
ha valamilyen emberi hiba torténik. Pierik 4 f6 fertdzési forrdst hatdroz meg: a ndvény kiilso,
vagy belso fertdzottsége, a nem megfelelden sterilizalt taptalaj, a nem steril levego és az ember
altal ejtett pontatlansag. A sterilezés folyamata a kovetkezd: a ndvényi hajtdsokat, leveleket
tiszta késsel vagy metszOolloval levdlasztjuk az anyandvényrdl, majd eltdvolitjuk a
sziikségtelen részeket. A novényt sterilizalni kell el6szor, mieldtt a taptalajra helyezziik. Ilyen
eljaras az alkoholos (etanol) 70%-os toménységii folyadékban valé 45 masodperces razatas,
majd ezt koveti 1:3 NaClO-ban valé razatds 20 percen keresztiil. Végiil haromszor steril vizben
mossuk 4t a novényi részeket, magokat, vagy becdOket, és sziir6papiron vald szdritds utin

taptalajra helyezziik.

A munkdnk sordn hasznélt novényi taptalaj, vagyis az MS taptalaj, elsOként bemutatott
alkot6i a makro- €s mikroelemek. A makro- és mikroelemek a tdptalaj szervetlen komponensei.
Kezdetben csak makroelemeket adtak a taptalajokhoz, mert ekkor még a novények szdmdara
elég mikroelemet is tartalmaztak szennyezOdéként. Ilyen tdptalaj a Knudson 4ltal leirt KC.
1987-ben George és munkatdrsai 685 féle makroelem- és 574 mikroelemdsszetételt irtak le.
Vildgviszonylatban a leggyakrabban haszndlt taptalaj az MS tédptalaj, amelyet Murashige és
Skoog 1962-ben hasznélt dohdnykalluszt tenyésztéshez. Sokan nem tartjdk alkalmasnak ezt a
taptalajt a sOkoncentracié miatt, ezért kiilonféle csokkentéseket alkalmaztak. A kovetkezd
komponens a vitaminok. A vitaminok adagoldsa fontos az in vitro tenyészetben 1évé novények
életben maraddsdhoz. A vitaminok hatdsat befolydsolja a taptalaj sokoncentracidja, pH-ja és a
homérséklet. Fontos beszélni a ndvényszabdlyoz6 anyagokrol, amik az auxin, gibberellin,
citokinin és kiilonféle gatl6 anyagok, amik alapveto élettani hatdsokat fejtenek ki a novényekre.
Az auxin adagolédsdval kallusztenyészeteket hozhatunk létre. Legfontosabb szerepiik a sejtek
megnyuldsos novekedésében és gyokérképzodésben van. Az optimélis koncentracid
tullépésével gitld hatasukat fejezik ki. A citokininek a sejtosztéddsban, differencidlédasban, az
oregedés visszaforditdsaban és a csicsdominancia kialakitdsaban jatszik fontos szerepet. Az
auxin és citokinin egyiittes alkalmazdsa meginditja a kalluszképzddést. A citokininek
indukalhatjdk a morfogenezist, mivel a termesztett novények egy része maguk is szintetizalnak
hormonokat. A gibberellinek a megnyulds ndvekedésében jitszanak szerepet, fOként fés

novények tenyésztésénél hasznalatosak (Jamborné Benczir 2005).
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3.9.1. B. oleracea in vitro mikroszaporitdsa

Nagy eldrelépés tortént a B. oleracea in vitro tenyésztés technikdi terén. Az in vitro
regeneraciot szamos tényezd befolyasolja, tobbek kozott a genotipus, a taptalaj €s a tenyésztési
feltételek. A mikroszaporitdshoz kiilonb6z6 tipust szoveteket hasznéltak, tobbek kozott szar,
levél, levélnyél, sziklevél, szar, embrid, gyokér, hajtiscsics, honaljriigy, stb. A B. oleracea.
leggyakrabban hasznalt taptalaja az MS, LS és B voltak. Ezeket a tdptalajokat kiillonboz6 tipusu
és mennyiségii hormonokkal moédositottak. A tenyésztési feltételek hasonléan véltozatosak
voltak. A fény, a hdmérséklet, az idotartam kiillonbozd hatdssal volt a regeneracidra, és szamos
ilyen vizsgalatban a genotipus és a tenyésztési feltételek kolcsonhatdsanak jelentds hatdsairdl
szamoltak be (Jourdan és Earlc 1981, Lillo és Olsen 1989). Ezért nincs egyetlen, az dsszes B.

oleracea alkalmazhaté mikroszaporitasi ajanlas sem.

Brassica oleraceae L. var Capitata hibrid vetOdmagokat sterilezést kovetden MS
taptalajra helyezte, amik 24 nap elteltével in vitro kornyezetben novényekké fejlodtek. Az
altaluk alkalmazott, magbdl nevelt in vitro novény mddszerét - a steril koriilmények kozt €16
novény nyerésre - Smith (2000) véleménye alapjan valasztottdk, aki kiemeli a szovet korat,
miszerint a fizioldgiailag fiatalabbak éltalaban jobb hatékonysaggal és konnyebben reagalnak
in vitro, mig az iddsebb szoveteket vontatott, nehézkes fejlodés jellemzi, vagy egyéltalan nem

reagalédnak.

3. 10. Flow citometria

A flow citometria, mas néven dramldsi citometria, egy rendkiviil érzékeny és hatékony
modszer, amely lehetdvé teszi tobbféle informacié megszerzését a sejtekrdl, példaul a sejtekben
lejatszodé folyamatok, fehérjék detektdldsa, sejtciklus, valamint relativ genomméret
meghatdrozas tekintetében. Ez a technika lehetOvé teszi az egyes sejtek jellemzoinek kiilon-
kiilon torténd meghatarozdsat, igy alkalmazhat6 akar heterogén sejtpopuldcidkban is az egyes

sejtek megkiilonboztetésére €s szelektdldsara azok tulajdonsagai szerint.

Kiilondllé sejteket vizsgdl egy detektor rendszeren &dthaladé folyékony kozegben.
Eldszor specifikus fluoreszcens jeloléssel elldtott antitesteket vagy fluoreszcens festékeket kell
valasztanunk a detektdlni kivant sejtek szdmdra, melyek plazma membrant, DNS-t vagy

enzimek szubsztratjait festik meg. A mintit eld kell késziteni enzimes bontdssal,
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centrifugaldssal és/vagy filtracidval, hogy elkiilonitsiik a vizsgdlni kivant sejteket. Ezutan a
sejtszuszpenzidhoz hozzdadjuk a fluoreszcens festéket/festékeket, majd a flow citométer
sejtmentes puffer oldataba helyezziik, amely segitségével a sejtek egymads utdn haladnak el egy
1ézerfény elott, igy megtorténik a detektalds. A sejteket tartalamzé folyadék egy vékony
kapillarisban halad at, ahol a lézerfény detektdlja. A megfestett sejtek daltal kibocsatott
fluoreszcens fényt az optikai rendszer észleli, és egy szdmitégépbe tovabbitja, ahol a kapott
adatok alapjan grafikai dbrit készit (Jahan-Tigh et al. 2012). A flow citometria médszerét

relativ genommeéret meghatarozasara hasznaltuk a munkénk soran.

6. abra. A flow citométer miikodésének sematikus rajza

Az F2-es novények relativ genomméretét €s kromoszomaszamat 2020-ban Czinege
Doéra hatdrozta meg annak érdekében, hogy megértsék, hogyan all helyre a fertilitds a himsteril
F1 novény oldalhajtdsaban. Ehhez ismert kromoszomaszamii referencia novényeket hasznaltak,
mint példaul a fehér karfiolt " Amerigo’, CC, 2n=2x=18) és a narancs kinai kel (Orankin’, AA,
2n=2x=20). A kutatds eredményeként kideriilt, hogy a helyredllt fertilitdsért kromoszéma
készlet duplikiacié a felelds, amelynek eredményeképpen az F2 novények 2n=4x=38
kromoszomakészlettel rendelkeztek a vizsgédlat sordan. Ennek oka valdszinlileg a spontan

endomitdzis volt az oldalhajtds merisztémajaban (Czinege, 2020).
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhaszndlt novényanyagok a keresztezésben

A BC4 hibrideket eredményezd keresztezésekben a 12 BC3 genotipust (7. 4bra)
alkalmaztuk anyandvényként, melyeket ,,szinkédokkal” lattunk el (O51/I-IBOLYA, O51/11-
MALYVA, OS51/II-LILA, O51/IV-KEK, 052/I-CIKLAMEN, O52/II-PINK, O52/III-
NARANCS, 052/IV-PIROS, 052/V-ROZSASZIN, 052/VI-FEHER, 052/VII-SMARAGD,
052/VIII-MAGENTA).

S~

7.4bra A BC; egyedek virdgzasa a keresztezés idején Ocsan

A pollen partnerek kaposztak, vagy a keresztezésben eddig hasznalt Bridge novények
(2 darab) voltak. A bevont Bridge genotipusok eredete ismeretle, genomdosszetételiiket
vizsgdlva a B. rapa és B. oleracea kozott dtmenetet képeznek. Osszesen 37 keresztezéses
kombinacionk volt, amit az 1. szamu melléklet mutat be. Ezekbol minimum 20 db beco6t

kivantunk az anyandvényrol begyiijteni, amihez éltaldban 60 db virdgport kellett porozni.

Mivel a képosztafélék két éves fejlodésiiek, igy a vegetativ részek kialakitasdhoz
sziikségiik van vernalizaciot alkalmazni a nemesités sordn. Ez az eljaras hat hetes hiitdkamrdban
val6 elhelyezést jelent, ahol a hdmérséklet 4 °C, emellett 75%-o0s pdratartalmat és 12 6rds
potmegvildgitast ad a novényekre szamdra. A virdgzat fejlodéséhez sziikséges kalium tapoldat

mennyiségét is biztositottuk.

A keresztezéseket bimbokon végeztiik el, aminek folyamatat a 8. dbra mutatja be. A

virdgzati szaron az 6sszes olyan bimbot kinyitottuk, amelyek 2-3 napon beliil virdgzasra készen
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allnak. Fertdtlenitett csipesz segitségével ablakot nyitottunk rd, hogy a 6 db porzészélat a 6 db
portokokkal kozosen el tudjuk tavolitani az ontermékenyiilés elkeriilése végett. A pollent ad6
himivaru sziild virdgait begylijtjiik és a viragzati tengelyen az ablakos bimbdkat termékenyitési
sorrendben, vagyis lentrdl-felfelé haladva termékenyitjiik. Majd ezt kovetden zacskot
helyeziink rdjuk, hogy elkeriiljiik a rovarok, vagy a szél hatdsat, azaz, hogy mds idegen pollen
keriil a kész keresztezett bibére. Ezt kovetden kilélegzett levegdt fajunk a lezért zacskdba
szivoszal segitségével, - aminek a CO; koncentracidja 5% - amire a pollentémld hajtasdhoz
sziikség van, illetve noveli a pdratartalmat, igy elkeriiljiik a kiszdraddst. Minimum 4 O&rat
kovetden a zacskot eltavolitjuk. A sikeres €s termékenyitett becokon kis ,,dudorok™ latszanak,
melyek az magkezdemények elhelyezkedését mutatjdk. A begytlijtésiik idOpontja valtozo,
minden héten hétfon ellendrzik a becdket, amelyiken ezt a jelenséget 14tjdk, azt eltdvolitjdk, és

felcimkézett tasakban a laborba juttatjak, ahol megkezdddik az embriémentés folyamata.

8. abra: A keresztezés bemutatasa és folyamata (1.: bimbo feltardsa, és a porzok
eltdvolitdsa, 2.: termékenyités, 3.: zacsko felhelyezése)

4.2. Embriomentés

A laborba érkezett becdk valtozo érettséget mutattak, ami azt jelenti, hogy volt becd,
amelyik 14 naposan, de voltak olyanok, amik 28 naposan érkeztek be a laborba lezart,
felcimkézett zacskokban. Ocsa és Godolls kozotti tavolsdg kozel 50 km, ami kozel 50 perc
utazast jelent, igy a folyamatot az abortdlddés elkeriilése érdekében azonnal megkezdjiik.
El6késziilethez tartozik a lamindris fiilke A4ttorlése detergenssel, majd UV lampdval
csiramentesitettiik azt 20 percen keresztiil. Ezalatt a folyamat alatt a csipeszeket és szikéket
alufélidba csomagolva kuktdban kiféztikk. Majd a lamindris fiilkébe steril lombikokban

hajtottam végre a kdvetkezd protokollt: I.: 70%- os etanolban rdzni a becdket, majd csipesszel
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a kovetkezd lombikba rakni. II.: 3:1 ardnyd hypo oldatban rdzni, és csipesszel a kovetkezd
lombikba helyezni. IIL.: Steril desztillalt vizben rdzni, és Gjra az etanolba helyezni. Ezt a harom
1épést (I.-II1.) 11-szer kellett megismételni. Ezt kovetden steril szlirOpapirt helyeziink egy Petri-
csészébe, rahelyeztiik a becOket szdradni, és az eszkdzoket az eszkoztartoba kihelyezziik (9.

abra).

9. dbra: Az embridmentés folyamén hasznalt eszkozok

Steril csipesszel és szikével felnyitottuk a becdket, és szilaird embryo-rescue (ER)
téptalaj feliiletére helyeztiik Oket keresztezésenként. Az ER téptalaj eldallitdsdhoz haszndlt
komponenseket a 2. szdmud melléklet tartalmazza (az embridregenerdld tiptalajban a CaClz
esetében kiilon torzsoldatot kellett eléallitanunk, mivel ez az oldat kicsapddasra hajlamos). A
Petri-csészéket a magkezdeményekkel fényszobdba helyeztiik 21 °C-os hdmérsékletre 16 6ra

vildgos- és 8 ora sotét megvildgitasra, amiket négy naponta ellendriztiink, hogy fert6zddtek-e.

A csirdzéasnak indult hibrideket 2/3 cukortartalmi MS téptalajra helyeztiik 4t, aminek az
Osszetételét a 3. szdmu melléklet mutatja be. Az MS taptalaj térzsoldatainak koncentracidjat a
4. szamud melléklet szemlélteti. Elkészitése a kovetkezd: egy lombikban kevés desztillalt vizbe
a tdptalaj torzsoldataibél (Makro, Mezo, Mikro, Vitaminok, KI, CaCl2) a megfeleld
mennyiségeket (2. tablazat) kimértilk, majd hozzaadtuk az inozitolt és a szachardzt, amit
magneses keverdn addig kevertiik, mig a szachar6z kristdlyok fel nem oldédtak. Ezt kovetden
mérOhengerben tovdbbi desztilldlt viz hozzdaddsdval kimértik a megfeleld térfogatot és
magneses keverés mellett bedllitottuk a megfeleld (5,8) pH-t. Az agar hozzdad4dsat kovetden
lefedtiik alufélidval az Erlenmeyer lombikot, kuktéba tettiik és a tilnyoméstol szdmitott 20 perc
csiramentesitést kovetden steril Petri-csészékbe, fioldkba vagy kis ilivegcsékbe oOntottiik.

Szilardulast kdvetden a fioldkat és az tivegcséket két réteg folidval zartuk le. A Petri-csészéket
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parafilmmel hiztuk korbe. A taptalajokat hasznalatig 21 Ce fokon taroltuk. Minden tivegedényt

cimkével (névvel és daitummal) l4ttunk el.

4.3. A DNS alapu vizsgdlatok

Kordbban a laborban lefolytatott tesztelések alapjan a DNS izoldlaséhoz
legalkalmasabbnak mutatkoz6 moddszer a NucleoSpin (Macherey Nagel) kit valtozatat
hasznaltuk. A protokollt az 5. szdamu melléklet mutatja. fgy fiatal leveleket gytijtsttiink be, ami

a DNS izolél4s novényanyagat jelentette.

A BC3 hibrid novények €s kontroll egyedek (orankin, karalabé, F1) DNS-t hasznaltuk
a PCR reakcidkban. A nanrancs mutdns gén jelenlétét a BRa-OR primerparral vizsgéltuk (Bra-
OR-F (Bra031539-OC_MF1): 5’- GAGGTCTGTTTCTACGAGTACGG -3°, Bra-OR-R
(Bra031539-OC_MR1): 5°’- CTCATTAGTCCATCTCCGACCA -3’) (Lee et al. 2014). A PCR
reakci6 eldallitdsa sordn a kovetkezd protokollt hasznaltuk, amiben 10 ul végtérfogati mintara
(2 ul a DNS és 8 ul a mastermix) a kovetkezo volt a mastermix keverék: desztillalt viz: 3,65 ul,
5x puffer: 2 pl, 25 mM MgClz: 0,5 pl, 2 mM dNTP: 0,3 pl, 10 uM reverse primer: 0,75 ul, 10
uM forward primer: 0,75 ul, 5 ug/ul Taq polimeraz: 0,05 ul. A PCR gépben bedllitott protokoll
a kovetkezd volt: Az eldciklus: 94 °C, 2 perc (,,hot start”), ezutan 10 cikluson keresztiil zajlottak
a kovetkezd 1épések, ahol az annealing sordn hdmérséklete ciklusonként 0,5 °C-kal csokkent:
denaturalds: 94 °C, 30 masodperc, annealing: 72 °C, 30 mdsodperc, szintézis: 72 °C, 1 perc.
Majd 24 cikluson keresztiil a kovetkezo 1€pések: denaturdlés: 94 °C, 30 méasodperc, annealing:

61 °C, 30 masodperc, szintézis: 72 °C, 1 perc, végiil utépolimerizacio: 72 °C, 5 perc.

A PCR termékek detektdldsahoz 1%-os agardz gélt készitettiink, ami elkészitésének a

1épései a kovetkezOk voltak:

1. Az 0sszetevok kimérése (kisebb gél esetén): 80 ml 0,5 x TBE puffer, 0,8 g agardz.

2. Az iivegbe kimért pufferhez hozzdadni az agar6z port, majd mikrohulldmu siitdben
addig melegiteni, folyamatos ellendrzés mellett, amig az teljesen fel nem oldddik az

agardz por.

3. Csap alatt, lassu foly6 viz mellett visszahtiiteni, mik6zben folyamatosan razni kell az

uveget.
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4. 2,5 ul etidium-bromid hozzdadésa, majd elegyedésig keverni.

5. Az elokészitett (két oldalt ragasztd szalaggal lezart) tdlcdba Onteni a szintelen gélt. A
buborékokat pipetta heggyel kilyukasztani, végiil belehelyezni a fésiit, és varni, amig

megszilardul.

6. Ha szilard a gél, akkor a talcardl eltavolitani a ragasztészalagot és a fésiit, majd a

kadba helyezni. A PCR termékeket a zsebekbe pipettazni, €s elinditani a futtatést.

A futtatdsi folyamat 90 V-on 30 percig tart 0,5 x TBE pufferben. A PCR termékek
esetében molekulatomeg markerként GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder-t (Thermo Fisher)
alkalmaztunk, amely 10 féle DNS fragmentbdl all 100 bazisparonként. A futtatdst kovetden a
gélrél Alpha Innotech MultilmageTM Light Cabinet-tel készitettiink képet, amely UV fényes

megvilagitis segitségével detektdlja a fragmentek helyzetét.

A COS markerek esetén négy primerpart haszndltunk (COSO15-F 5°-
ATCAATGCGGTTGTGATGAT -3’, COSO15-R 5’-GTTCGCTGTCTTGACCTTTTTGAT -

3, COS264-F 5’-GCGAAAGTCTCCGTCGAG -3, COS264-R 5’-
TCCGTCTCTTCTTTGAGTCTCTTT -3’, COS420-F 5’-GCGCGAACTACTCGCTAAAC -
3’, COS420-R  5-GATCTCATCTTCTGTGAAGTCCAA - 3, COS424-F 5’-
CACATGCAGAAAATTCTTTCAAAC - 3, COS424-R 5’-

TGAATCATCGTATTTGAGAGTTGTG -3°) (Jeong et al. 2014) a Bra-OR primerpar PCR
mastermix Osszetételével megegyez6 mdédon, mig a PCR protokollok a Bra-OR primerparéhoz
képest annyival kiilonbozott, hogy a touchdown protokollban 65 °C-rél inditottuk a PCR
programot €s 10 ciklus alatt 1 °C-kal csokkent a hdmérséklet ciklusonként. A PCR termékek
elvalasztasdéhoz a fentebb emlitett 1%-os agar6z gélt készitettiink. A gélelektroforézis

paraméterei megegyeztek a Bra-OR primerével.

4.4. Flow citometria

A flow citometriai mérések novényanyagét steril kultirdban 1évé novényeink adtak,
amik az eredeti 12 BC3 novényiink és a négy standard (orankin, karalabé, F1 steril, F1 fertil) in
vitro-ban fenntartott klonjai voltak. Az orankin, karaldbé, F1 fertil esetén - melyek az eredeti
sziili partnerek és a hibrid — magok érkeztek a laborba a Syngenta Kft. Ocsai telephelyérél. A

magok fertdtlenitéséhez lamindris fiilkében dolgoztunk a kovetkezd protokollt alkalmazva: 1.:

23



70%-os etanollal felontott lombokban 45 masodpercig razatjuk a magokat, IL.: steril csipesz
segitségével dtrakni egy masik lombikba a magokat, IIl.: 3:1 ardnyd hypo oldattal felonteni a
lombikot és razatds 20 percen keresztill rizogépen, 1V.: steril csipesz segitségével steril vizes
lombikba helyezni a magokat és haromszor dtmosni a magokat, V.: steril Petri-csészébe steril
szlirélapot helyezni és a nedves magokat rdhelyezni szdradni, VL.: steril csipesz segitségével
eldre elkészitett 2/3 cukor ardnyd MS tdptalajt tartalmazé iivegbe helyezni 4-5 magot, VIL.: a
steril szarrészeket MS tdptalajra helyeztiik, majd 21 C- fokos fényszobdba tartottuk 16 Ords
vildgos, majd 8 6rds sotét 4000 LUX megvildgitassal. Az MS tdptalajon nem fert6z6dott,
oldalhajtast hozd szarrészeket steril csipesz és szike segitségével levagtuk és MS taptalajt
tartalmazo kis befdttesiivegbe helyeztiik, hogy a nagyobb hely miatt jobban érezze magat a

novény.

Ezt a protokollt alkalmaztuk akkor is, ha novényi szarrész feliileti ferttlenitésével
akartunk in vitro kultirdba bevinni novényeket (O51 malyva, O51 ibolay, O52 piros, O52

ciklamen, F1 steril).

A Flow citometriai mérések soran steril in vitro kultdrdban 1évé novényeink leveleit

hasznéltuk. Az eljarasi protokoll a kdvetkezo:

1. Sejtmagok izoldldsa: 0,5 cm? nagysagu levélfeliiletet éles pengével minél jobban

bevagdosni 700 ul extrakcids puffer hasznalata mellett.

2. Szuszpenzié szlrése: A sejtmagokat tartalmazé 500 pl szuszpenziét egy 50 pm

porusatmérdjli szlrdpapir segitségével 3,5 ml térfogatu csovekbe.

3. Sejtmagok festése: Festd puffert hozzdadni, ami 2 ml (Staining puffer: 120 pl
propidium-jodid + 60 pl RNase).

4. Mérés és meghatdrozas: CyFlow®' Space (Sysmex) (10. dbra) eszkozzel, zold 1ézer
segitségével meghatdrozni a relativ genomméretet 532 nm-en FloMax (Sysmex)

szoftver alkalmazasaval.
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10. dbra: CyFlow®j Space (Sysmex) citométer gép és a FloMax (Sysmex) szoftver altal
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Az embriomentés eredményei a BC4 generdciondl

Tiz héten keresztiil folytak a keresztezések Ocsdn a BCy hibrid egyedek elééllitasiahoz
(1. szamu melléklet). Az éretlen becok hetente — abban az esetben, ha volt beco — érkeztek a
laboratériumba. Osszesen 78 éretlen becd érkezett (12 keresztezésbdl: 069, 070, 071, O80
083, 086, 087, 088, 091, 094, 095, 096 és 098), melyek feliileti sterilizdldsa utdn (11. dbra
A-B) 253 magkezdeményt sikeriilt izoldlni (11. dbra D-E) — O70, O71 és O80 kombinaciok
esetén nem volt vitdlis magkezdemény - és sikeresen embryo-rescue tdptalajra helyezni (11.
abra F). A becOkon szabad szemmel j6l 1athat6 volt, hogy melyikben van magkezdemény, mivel
ott kidudorodott a becd. Minden esetben sikeres volt az eljardsunk, mert fertézést két hét
elteltével sem tapasztaltunk a tdptalajon, illetve az magkezdeményeken. A szdmunkra
megfeleld magkezdemény fejlett, halvanyzold szinii, kdzepes, illetve nagyméretli és kerek a
formdja. Eddig hét kiilonbdz6 kombindcidbol, dsszesen hiisz magkezdeménynél sikertiilt elérni
a csfrandvény allapotot (11. dbra G). Azonban ez a kutatds még folyamatban van €s ennél sokkal
tobb hibridre szdmitunk az elmult évek tapasztalatai alapjdn. Az eddigi Osszesitett

eredményeinket a 6. szimud melléklet tartalmazza.

11. abra: Embriémentés folyamata (A: beérkezett becOk, B: feliileti sterilizalas folyamat, C:
lathaté magkezdemény a becdben, D-E: magkezdemények begytijtése, F: az embriok embryo-
rescue taptalajra helyezése, G: a megpattant magkezdemény)

A kiilénb6z6 kombinécidk eltérd eredményt mutatta. Az O70-es, O71- es és O80-as

keresztezésekbdl érkezett becOk abortdlt magkezdeményeket mutattak (12. dbra), mig az O69-
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nél csak egy magkezdeményt tudtunk ER taptalajra helyezni. A kezdetben halvanyszinii embrié

elkezdett a tobbi egyedhez hasonldan sotétedni, de a csirdzasi folyamat még nem kezdddott el
ndla.

12. abra: O70 és 069 elhalt magkezdemények a becdben

Az O83 és 098 keresztezésekbol 1-1 hibrid a taptalajra helyezéstdl a megpattandsig

eltelt fejlodési dtjat mutatja a 13. dbra. Ez a két kombin4cid esetében volt eddig a legrovidebb
id6 ez a folyamat, ami 14 napot jelentett.

13. dbra: O83 (A) és 098 (B) keresztezésbdl szarmazo 1-1 hibrid genotipus nyomon kovetése

Nem minden esetben indult meg a csirdzdsa a magkezdeményeknek, hanem egy id6

elteltével a tiptalajra helyezés utdn elkezdtek besotétedni és a becObdl szarmazd anyai szovet
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kalluszosodni kezdett. Ennek oka az lehet, hogy a becd feltdrdsakor anyai szovetet is izoldltunk

a magkezdeménnyel egyiitt (14. dbra).

7.nap 14.nap

14. abra: Kalluszosodott izolatum

Husz hibrid indult csirdzasnak és elkezdte fejlodését, ezek az 083, O86, O87, 088,
094 és 096, 098 keresztezésbdl szarmaznak. A csirandvényeket egyesével 2/3-o0s
cukortartalmd MS téptalajra helyeztiik és detektdljuk minden héten fejlédésiiket (13. dbra:

iivegcsében 1€vo novény).

5.2. PCR eredmények molekuldris vizsgdlatokndl

5.2.1. Bra-OR primerpdr

A Bra-OR primerpér haszndalata sordn anndl az esetnél, ahol jelen van a narancs kinai
kel CRTISOL1 génje, egy kozel 480 bp nagysagu fragmentumot kell kapnunk. Az eredmény az
elvardsainknak megfeleld, mivel a narancsszinli gént hordozé orankin sziil esetében jol
lathat6an megjelent a fragmentum kozel 480 bp-ndl. Szintén ezt a jelenséget tapasztaltuk az F1
esetében is. Tovabbd elmondhatjuk, hogy a vizsgélt hét BC3 hibrid n6vénybdl harom hordozza
a kivant narancssarga szinli gént, ezek az O52 narancs (4-es minta), az 052 rdzsaszin (6-0s
minta) és az O51 lila (8-as minta) hibridek. (15. dbra). A tobbi esetben nem amplifikdlédott
erdsen a kivant fragmentum, ami esetén Ugy regisztraltuk a vizsgélt mintdkat, hogy azok nem
hordozzdk a narancs mutdns gént. A nem kivant fragmentumok megjelenése PCR protokoll
optimalizélasa kikiiszobolhetdvé valik, ez tovabbi kisérleteink egyik célkitlizése. Korabbi
kutatdsaink sordn teszteltiink hat BCs-as egyedet, amibdl tudjuk, hogy az O51 kék, O52 piros
és az O52 pink is hordozzédk a narancs gént (Poo6r K. 2023).
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BraOR 70-65 touch

1 KARFIOL 6 ROZSASZIN
2 ORANKIN 7 MAGENTA
3F1 8 LILA

4 NARANCS 9 SMARAGD

5 FEHER 10 CIKLAMER

15. dbra: A BC;3 hibridek PCR termékeinek elvalasztisa 1%-os EtBr festett agardz gélen, Bra-
OR primerpart alkalmazva

5.2.2. COS markerek primerpdrijaival elért eredmények

Az éltalunk hasznalt COS marker primerparokbdl négyet valasztottunk a vizsgalathoz,
ezek a COSO015, COS420, COS424 és a COS264 primerparok. A vizsgalatunk eredményeit a
16., 17., 18. és 19. dbrdk mutatjdk be. A COS015, COS420 és COS424 primerparok
haszndlatdndl az elvart eredményt kaptuk, miszerint a kontrollként hasznalt B. rapa (orankin)
A genomra jellemz6é méretli DNS szakaszt szaporit fel a PCR reakciéban, mig a C genommal
rendelkezd B. oleracea egyed (2-es minta karalabé) egy ettdl eltérd méretli szakaszt hordoz
(16.,17., és 18. dbra). Emellett azt is 1atjuk, hogy az F1 hibrid (3. és 4. minta) mindkét genomra
specifikus fragmentumot tartalmazza (16., 17., 18. dbra), csakigy, mint az O51-es keresztezési
kombindciébol szarmazé harom hibrid (7-es minta O51 ibolya, 8-as minta- O51 malyva, 9-es
minta- O51 lila, 16-os minta- O51 lila). Az O52-es keresztezésbdl szarmaz6 novények két
csoportba sorolhaték a harom kiértékelheté COS marker eredménye alapjin. Az elsd csoportba
tartoz6 6t minta mind a harom markerrel C genomra jellemz6 fragmentumot mutattak (5-0s
minta- 052 cikldmen, 6-os minta- O52 pink, 10-es minta- O52 narancs, 13-as minta- O52 fehér,
14-es minta- O52 smaragd). A mdsik csoportba tartoz6 harom O52-es minta a COS264
markerrel (18. dbra) mindkét genomra jellemz6 fragmentumot mutatja (11-es minta- O52 piros,
12-es minta- O52 rézsaszin, 15-0s minta- O52 magenta) mig COS015 és COS420 markerekkel

C genomra jellemz0 szakaszt hordoznak. (16., 17. dbra)
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7e 8- 895 Tl0sll. 12. 13. 14. 15, 16. 17.

16. dbra: A COSO15primerparral torténd DNS alapu vizsgdlata a BC3 hibrid egyedeknél (1:
orankin, 2: karaldbé, 3: F1, 4: F1, 5: cikldmen, 6: pink, 7: ibolya, 8: mdlyva, 9: lila, 10:
narancs, 11: piros, 12: r6zsaszin, 13: fehér, 14: smaragd, 15: magenta, 16: lila, 17: kdposzta)

910511, 120135 14, 15, 16. 17,

17. dbra: A COS420 primerpdrral torténd DNS alapu vizsgalata a BCs hibrid egyedeknél (1:
orankin, 2: karalabé, 3: F1, 4: F1, 5: cikldmen, 6: pink, 7: ibolya, 8: malyva, 9: lila, 10:
narancs, 11: piros, 12: rézsaszin, 13: fehér, 14: smaragd, 15: magenta, 16: lila, 17: kdposzta)

1.2 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.-10.-11.12.13. 14415. 16.17.

] —
- L3 D s e e "= B &

18. dbra. A COS264 primerparral torténd DNS alapu vizsgalata a BC3 hibrid egyedeknél (1:
orankin, 2: karaldbé, 3: F1, 4: F1, 5: cikldmen, 6: pink, 7: ibolya, 8: mdlyva, 9: lila, 10:
narancs, 11: piros, 12: r6zsaszin, 13: fehér, 14: smaragd, 15: magenta, 16: lila, 17: kdposzta)

1,20 3,4, 56, 7. 8.9, 10, 11.12,13. 14.15. 16.17.

19. dbra: A COS264 primerparral torténé DNS alapti vizsgélata a BCs hibrid egyedeknél (1:
orankin, 2: karaldbé, 3: F1, 4: F1, 5: cikldmen, 6: pink, 7: ibolya, 8: mdlyva, 9: lila, 10:
narancs, 11: piros, 12: r6zsaszin, 13: fehér, 14: smaragd, 15: magenta, 16: lila, 17: kdposzta)
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5.3. In vitro kultirdban tartott BCs3 hibrid novények eredményei

A BC;3 hibrid névények (O51-es és O52-es hibridek Osszesen 12 genotipus) in vitro
kultirdban lettek felnevelve, azonban, hogy a kovetkezd keresztezési ciklusban
anyanovényként szerepeljenek, korai akklimatizalasra és kitiltetésre volt sziikség, igy az idében
késdbb csirdz6 magkezdeményekrdl klon egyedet in vitro kultirdban nem tartottunk meg a
laboratériumban. 10 novénynél sikeriilt klonokat 1étrehoznunk steril kultirdban, amit a 20. dbra

mutat be.

20. abra: In vitro kultdraban €16 BCs klon genotipusok (1: fehér, 2: kék, 3: lila, 4: smaragd, 5:
magenta, 6: narancs, 7: rézsaszin, 8: piros, 9: ciklamen, 10: pink)

Ot genotipus esetében — 051 ibolya, 051 malyva (21. dbra), O52 piros, 052 cikldmen,
F1 steril hibridek — szarrészeket helyeztiink feliileti sterilizés utdn 2/3-os cukortartalmi MS
tiptalajra. A beérkezett szarrészek liszteskével nagyon fertdzottek és vékonyak voltak. A
fertdtlenités sikeres volt, de a hoénaljhajtdsokbdl vald hajtas fejlédése harom hét utdn sem

kezdddott meg, igy tovabb varunk.

P “‘“ i P
o

21. 4bra: Ibolya és mdlyva hibridek in vitro kultdrdba vitele (A: megérkezett szarrészek, B:

feliileti sterilezés utdn tdptalajra helyezés)
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A flow citométer elemzéséhez haszndlt standard novény mintdk az F1 hibrid eredeti két
sziildjét és az F1 fertil egyedeket jelentette. Ezek esetén magrol inditottuk az in vitro kultiraba
vitelt. Mind kisérletben 8-8 magot feliileti sterilezés - 4.2.2. fejezetben emlitett protokoll alapjan
- utdn 2/3 cukortartalmi MS tdptalajra helyeztiik. A fertdtlenités sikeres volt, hiszen egyik
egyednél sem jelent meg baktérium, vagy gombatelep. Megpattandsukat, és a csiranovény
fejlodését nyomon kovetve fényképeket készitettiink a novényekrdl (22. dbra). Az orankin
magok 2024. februdr 16-4n lettek taptalajra helyezve, a karalabé magok pedig 2024. marcius 5-

én lett a fejlodésiik in vitro kultdraban elinditva.

2.nap - 41.nap. |

22. dbra: Az orakin - (A) és a karaldbé (B) magok és csirandvények fejlodése

Két hét eltelte utdn az orankin egyedek szdmdra a 2/3 cukortartalmi MS téptalaj
megfeleld volt, de a karaldbé novényeknél vontatott fejlodést tapasztaltunk, mivel az egyedek
megnyiltak és nem haragos z6ld szintiek voltak. fgy MS téptalajra helyeztiik éket, ahol varjuk
a novények jobb fejlodését (23. dbra). Egy hét elteltével lathatd, hogy a levelek szine elkezdett

sotétedni, és nem nyiltak tovabb a novények.
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5.4. Flow citometria eredményeink

Aramldsi citometria vizsgédlatot végeztink a hibridek relativ genomméretének
meghatdrozasdra. A mérések eredményeit a négy standard (orankin, karalabé, F1 steril, F1
fertil) és a négy narancs gént tartalmazé BC3 egyed (O51 lila, O52 narancs, O52 rézsaszin, 052
pink) esetén a 24. dbra mutatja be, azonban ezek nem tekinthetéek végleges értékeknek, mert
az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett kit helyett egy specidlisabbat kell
alkalmaznunk a mérések sordn, hogy az egyéb, a levélben jelen 1évé és a mérést zavard

anyagok jelenlététdl megszabaduljunk.

AL AT ] s
st ) P T oszpink 0
F1 fertil ~==== p——— -2 1k* “ 1] L. et
o orankin [ D S| .
Vizsgilt F1 steril lf! [ 5 T Ob51lila
egyedek i e 05 Q 52
karalabé HATARES rozsa
Atlagos
ﬂttlmgcszccncia 226 120 132 100 155 155 160 316
érték

24. abra: Az dramlési flow citometria vizsgdlat soran mért fluoreszcencia értékek (Az abran

lathat6 értékekbdl pontos eredmények nem szdrmaznak - optimalizalas folyamatban.)

Ahogy kordbban is megjegyeztiik, ezek a kezdetleges eredmények arra adnak
lehetdséget, hogy a relativ genomméretet a vizsgélt egyedek esetén meghatdrozzuk (24. dbra).
Az F1 steril a karaldbé és az orankin genotipusok hibride. Relativ genommeéretét tekintve az
orankin és karaldbé kozotti értéket kell tudnunk meghatdrozni. Az F1 fertil az F1 steril
genomméretének a kétszeresét kell, hogy hordozza. A 24. 4brar6l mindkét megallapitas
leolvashat6. Ehhez a négy standard genotipushoz viszonyitjuk a vizsgalt négy BCs hibrid
kiindul6é eredményeit. A vizsgalt harom O52-es egyed kozel azonos (155-160) fluoreszcencia
értékekkel jellemezhetd, amely értékek a karaldbé 132-es értékéhez 4ll a legkozelebb. Az F1
fertil egyed atlagos fluoreszcencia ért€éke 226, ami sokkal magasabb érték, mint az O52-es
vizsgalt hibrideké, igy azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mar biztosan nem hordozzak

egyiittesen az A - és C genomokat.
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6. Osszefoglalas

A kaposztafélék a zoldségnovények kozt a harmadik helyet foglaljdk el a termesztésben,
ami a vilag zoldségtermesztésben 10%-ot jelent. Napjainkban a funkciondlis élelmiszereknek
szamit6 szines zoldségfélék kiilonleges megjelenésiik mellett egészségmegdrzo szerepiik miatt
is egyre kedveltebbek a fogyasztok korében. Ehhez a trendhez alkalmazkodva a nemesitok az

utobbi évtizedekben tobb dj szines zoldségfélét allitottak eld.

A narancsséarga belso leveli fejes kaposzta eldallitdsa Dr. Galli Zsolt Brasssica nemesito
nevéhez flizodik. Eldallitadsat a narancssarga orankin (B. rapa) tobbféle kaposztafélével vald
keresztezésével kezdte meg. Ezek koziil a keresztezett partnerek koziil a karalabé (B. oleracea)
hozott sikert. Igy az eredeti két sziil6 ebben a nemesitésben az orankin és a karalabé.
Embriémentés mdédszer alkalmazdsaval egy steril F1 hibridet sikeriilt 1étrehozni, mely tobb év
elteltével egy fertilis oldalhajtast fejlesztett feltételezhetben spontdn endomitdzis
kovetkeztében, amelyet sikeriilt gyokereztetni €s felnevelni. Kdvetkezd 1épésben a keresztezési

partnerek Bridge novények voltak, amik segitségével felnevelésre keriilt a BCs-as populacio.

Jelenleg a nemesitési folyamat a BC4 generaciondl tart, azaz a BC3 —as hibridek anyai
partnerként szerepelnek, mig a kdposztafélék a pollensziilok. Osszesen 37 keresztezésbdl 12
esetben gytijtottiink be dsszesen 78 becdt, amibdl 9 keresztezés esetén (069, 083, 086, 087,
088, 091, 094, 095, 096 és 098) vsszesen 253 magkezdeményt helyeztiink embryo-rescue
taptalajra. Harom keresztezésnél (070, O71, O80) a becd abortdlt magkezdeményeket
tartalmazott. Eddig hisz BC4 hibrid csirandvényt kaptunk, ami 0sszesen hét keresztezésbol
(083, 086, 087, 088, 094 és 096, 098) szarmazik. Ezek jelenleg novekednek 2/3
cukortartalmi  MS tdptalajon, fejlodésiiket detektdljuk. Megfeleld éErettség esetén

akklimatizalast kovetden kitiltetésre keriilnek.

DNS alapt vizsgalataink megallapitottak, hogy a BCs egyedek koziil az O52 narancs,
az 052 rézsaszin és az 051 lila is hordozza a narancs gént. Osszesen négy COS marker koziil
harom kiértékelhetd eredményt adott, igy megallapitottuk, hogy mindhdrom marker esetén az
052 narancs, O52 pink, O52 fehér, O52 smaragd és O52 cikldmen C genomra jellemzd
fragmentumot mutat. Az O52 piros és 052 rézsaszin a COS264 markerrel az A és C genomra
utal6 DNS szakaszt hordozza. Az O51-es vizsgalt genotipusok mind a harom COS marker
esetén két fragmentumot mutattak. Szamunkra a C genomra jellemzé DNS szakaszt hordozé

BC3 hibridek a legigéretesebbek.
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A relativ genomméret vizsgalt sordn csupdn kezdetleges eredményeket kaptunk,
azonban megallapitottuk, hogy a négy standard genotipushoz viszonyitva a vizsgalt négy BC3
hibrid koziil harom O52-es egyed kozel azonos (155-160) fluoreszcencia értékekkel
jellemezhetd, amelyek a karaldabé 132-es értékéhez allnak a legkozelebb. Az F1 fertil egyed
atlagos fluoreszcencia értéke 226, ami sokkal magasabb érték, mint az O52-es vizsgalt
hibrideké, igy azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mar biztosan nem hordozzék egyiittesen

az A - és C genomokat.

A BCs egyedekkel kapott vizsgdlataink eredménye Osszegezve a kovetkezd: az 052
pink és O52 narancs hordozza a B. rapa eredetli narancs mutans gént. A hdrom COS markerrel
C genomra jellemzd fragmentumot ad és az dramldsi citometria kezdetleges atlagos
érkezett O52 pink eredetli 091 és 093 keresztezés becdibdl szarmazd magkezdemények még
nem pattantak meg. Ennek ellenére az O52 narancstdl szdrmazé magkezdemények koziil (094,
095, 096) mar hdrom csirandvényiink van. Mivel ezekben a keresztezésekben (091, 093, 094,
095, 096) az 052 pink, vagy az O52 narancs az anyai genotipusok és a pollen sziil6k
kaposztafélék, igy ez az eredmény arra utal, hogy az emlitett két BCs:— as egyed
kromoszémaszdma valdszinilileg ,bedllt/megallapodott”. A  novények fenotipusos
megfigyelését az elvirdgzasukat kovetden is folytatjuk. Eredményeink azt mutatjék, hogy egyre

kozelebb keriiliink a narancssarga belso levelu fejes kaposztahoz.
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8. Mellékletek

1. szamu melléklet: ORA keresztezési lap

keresz- P
. tezés & 5 a a A1
Datum sor- ANYA Plot | APA Plot % ~§ Datum és keresztezett bimbok
szama 3 2
20 -
2024.02.06/069 24W0601 | 23W0014 4,5,7,5(02.08) X Anya elvirdgzott
070 24W0601 | 23W0025| 20 |3,3,5,4,5,5(02.08) X Anya elvirdgzott
071 24W0601 | 23W0032| 20 14,6,3,32,2(02.08) X Anya elvirdgzott
072 24W0601 |23wW0041{ 20 |5,3,12(02.08) X Anya elvirdgzott
2024.02.26|073 24W0610 | 24W0602| 20 [16(02.27) 14(03.07) nincs v.por
074 24W0612 | 22W0506| 20 |5,8,4(03.05) X hiitétt pollen. Nincs pollen
075 24W0614 | 22W0506| 20 [26(03.05) X hiitott pollen. Nincs pollen
076 24W0618 | 22W0506| 20 [14(03.05) X hiitétt pollen. Nincs pollen
077 24W0610 | 23W0008| 20 [17(02.27) 19(03.07) 2,3,2,4(04.04.)
078 24W0610 | 23W0010| 20 [19(02.27) 13(03.07) X nincs pollen
079 24W0610 | 23W0014| 20 [16(02.27) 4,6,3(03.26) [1,1,6(04.04)
080 24W0612 | 23W0018| 20 [16(02.27) 5,6(03.26) 10(04.04)
081 24W0612 | 23W0023| 20 [13,5(02.27) 5,8(03.27) 7(04.04) apa elvirdgzott 03.26
082 24W0612 | 23W0025| 20 [15(02.27) 19(03.26) 4,5(04.04)
083 24W0614 | 23W0027| 20 |27(03.05) 8,13(03.27) h(itott pollen
084 24W0614 | 23W0032| 20 [24(02.27) 9,12(03.26) |5,3(04.04)
085 24W0614 | 23W0030| 20 [23(02.27) 8,13(03.26) [5,4(04.04)
086 24W0618 | 23W0030| 20 [7,14(02.28) 23(03.26) 8,6(04.04)
087 24W0618 | 23W0041| 20 [13,5(02.28) 13,12(03.26) |4,7(04.04)
088 24W0618 | 23W0042| 20 |16,7(02.28) 19(03.26) 7,6(04.04)
2024.03.12|089 24W0613 | 22W0506| 20 [23(03.12) X nincs pollen
Nem kell!!!{090 24W0613 | 22W0506 | 20 [XXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXX ugyan az mint az 089
091 24W0613 | 23W0008| 20 [25(03.12) 21(03.27) 13(04.09) most nem volt v.por (lesz)
092 24W0613 | 23W0010| 20 [24(03.12) 13(03.27) nincs pollen
093 24W0613 | 23W0014| 20 [15(03.12) hiitétt p. |23(03.12) 22(03.27) 17(04.04) 6(04.09)
094 24W0616 | 23W0018| 20 |17,5(03.12) X Anyan nincs bimba.
095 24W0616 |23W0023| 20 [12,11(03.12) X Anyan nincs bimbé.
096 |24W0616 [23W0025 2017,15(03.12) X Anyan nincs bimbé.
2024.03.18|097 24W0616 | 22W0506| 20 |x X anyan nincs bimdo
098 24W0619 | 22W0506| 20 |[29,18(03.22) X Nincs virdgpor.
2024.04.02|099 24W0611 | 22W0506| 20 Nincs virdgpor.
0100 24W0615 | 22W0506( 20 Nincs virdgpor.
0101 24W0617 | 22W0506| 20 Nincs virdgpor.
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2. szamu melléklet: A szilard embryo-rescue tdptalaj 6sszetevoi

Komponensek mennyiség (mg/l)
Makroelem 6sszetétel (1000ml)

(NH4)2S04 134

KNO; 3000

NaH,PO4 * 2H>O 150

MgSO4*TH20 500

CaClz * 2H,O 750
Mezoelem 6sszetétel (1000ml)

FeSO4*7TH20 27,8
Na-EDTA 37,3
Mikroelem 6sszetétel (1000ml)

MnSOq * HO 10
ZnSO4* H20 2
H3BO:s 3
Na>xMoO4 * 2H20 0,25
CuSOs4* 5SH20 0,025
CoClz * 6H20 0,025
Vitaminok 6sszetétel (1000 ml)

Thiamine HCl 10
Nicot.acd HCl 1
Pyridoxine HCI 1
Myo-inozitol 100
Aminosavak
Glutamin 800
Szerin 100
Fitohormonok
6-BAP 0,2
IAA 0,2
Szahar6z 20000
Inozitol 100
Agar 8000
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3. szamu melléklet: A szilard 2/3 cukortartalmi MS téptalaj 6sszetétel

Makroelem 6sszetétel (1000ml)

Toménység Ix 10x
KNO; 19¢ 19¢g
NH4NO3 1,65¢g 165¢g
MgSO4*7TH20 0,37 g 37¢
KH2PO4 0,17 g 1,7¢g
Mezoelem 0Osszetétel (1000ml)
Toménység Ix 200x
FeSO4*7TH20 0,0278 g 556¢g
Na-EDTA 0,0373 g 746 ¢
Mikroelem 6sszetétel (1000 ml)
Toménység Ix 1000x
MnSO4*H>O 0,0223 g 2230 g
ZnSO4*H20 0,0086 g 8,60 g
H3BO:s 0,0062 g 6,20 g
Na;MoO4*2H>0 0,00025 g 0,25¢g
CuSO4*5H20 0,000025 g 0,025 ¢
CoCl2*6H20 0,000025 g 0,025 ¢
Vitamin 0sszetétel (1000 ml)
Toménység Ix 1000x
Thiamine, B1 0,0001 g 0,10 g
Nicot.acd, B3 0,0005 g 0,50 g
Pyridoxine, B6 0,0001 g 0,10 g
Glycine 0,002 g 2,00 g
S aharcs 20 g (MS t4ptalaj esetében

30g)
Inozitol 0,1g
Agar 8¢g
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4. szamu melléklet: MS tdptalaj torzsoldatainak koncentricigja 1 liter taptalajhoz

Torzsoldat Koncentracio Mennyiség (ml/l)
Makro 10x 50
Mezo 200x 5
Mikro 1000x 1
Vitaminok 1000x 1
KI 1000x 1
CaCl2 1000x 1
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5. szamu melléklet: NucleoSpin DNS izoléléds folyamata

Mintdk homogenizdldsa (Homogenize sample): 100 mg levélmintit homogenizalni
dorzsmozsarban folyékony nitrogén adagoldsa mellett, amig finom por nem keletkezik.

/a. Sejtek lizdldsa (Cell lysis using Buffer PL1): a finom por dthelyezése 2 ml-es Eppendorf
csobe, majd 400 pl PL1 puffer hozzdadasa €s alapos vortexelés, amig egynemil nem lesz a
folyadék. Majd 10 ul RNase A hozzdadasa. Ezt kovetden ismét vortexelés. Utolsé 1épésben
10 percig 65 °C-os vizfiirddben torténd inkubécid, mikozben kétszeri vortexelést végzése.
Majd a legvégén centrifugalas.

Mintdk homogenizdldsa (Homogenize sample): 100 mg levélmintit homogenizalni
dorzsmozsarban folyékony nitrogén adagoldsa mellett, amig finom por nem keletkezik.

Sejtek lizédlasa (Cell lysis using Buffer PL1): a finom por athelyezése 2 ml-es Eppendorf
csébe, majd 400 ul PL1 puffer hozzdaddsa €s alapos vortexelés, amig egynemi nem lesz a
folyadék. Majd 10 ul RNase A hozzaadasa. Ezt kovetoen ismét vortexelés. Utolso 1épésben
10 percig 65 °C-os vizfiirdében torténd inkubécid, mikdzben kétszeri vortexelést végzése.
Majd a legvégén centrifugalés.

Lizdtum tisztitdsa/szlirése (Filtration/Clarification of crude lysate): gyljtdcsOben
violaszinli membran gylirtit elhelyezni, €s a lizatumot radnteni. 11000 x fordulaton 2 perc
centrifugalés.

DNS kotédést biztositdsa (Adjust DNA binding conditions): a folyékony oldatot egy dj 1,5
ml-es Eppendorf csébe Onteni, a pellet a gyiijtécsébe maradjon. Hozzdadni 450 ul PC
puffert, majd vortexelni, amig egy fazis nem lesz.

DNS megkotése a membranon (Bind DNA): egy 1j gyljtdcsObe helyezni a zoldszini
membrént, a mintat belednteni (ha kel, akkor két részletben, mert a térfogat maximum 700
ul lehet, ezutdn 1 percig 11000 x fordulaton centrifugélni és az atfolyt folyadékot kidnteni.

. Membran mosdasa €s szaritasa (Wash and dry silica membrane):

* 1. mosds: hozzdadni a membranon 1év6 fragmentumra 400 ul PW1 puffert, és 1 percig
11000 x fordulaton centrifugélni. Az atfolyt folyadékot kidnteni.

e 2. mosés: 700 ul PW2 puffert pipettdzni a membranra, és 1 percig 11000 x fordulaton
centrifugdlni, az atfolyt folyadékot kionteni.

* 3. mosds: Hozzdadni 200 ul PW?2 puffert és 2 percig 11000 x fordulaton centrifugalni.
Az atfolyt folyadékot eltavolitani.

DNS leoldédsa (Elute DNA): a z6ldszinli membrant egy 4j 1,5 ml-es Eppendorf csébe
helyezni. Ezutan 50 ul 65 °C-os PE puffert rdimérni, majd inkubdlni. Az inkubélési id6 5
perc 65 °C-os homérsékleten. Utolso 1épés a centrifugélds 1 percig 11000 x fordulaton.

- A7.1épést kétszer kell elvégezni.
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6. szamu melléklet: Embriomentés eddigi eredményei

Be- Tapta- A novény tap-
Keresztezés | Beérkezés | cok | Magkezde- | lajra tétel | Megpatta- | talajra helye-
Név ideje ideje (db) | mények (db) ideje nas ideje z€s ideje
069 | 2024.02.08| 2024.03.05 3 1]2024.03.05
070 | 2024.02.13| 2024.03.05 3 0
071 | 2024.02.13| 2024.03.05 3 0
1 (04.08.) 1 (04.08.)
2(04.15.) |2(04.15)
086 | 2024.02.28 | 2024.03.19 6 26(2024.03.19 | 1 (04.22.) 1(04.22.)
1 (04.08.) 1 (04.08.)
1(04.15.) 1(04.15.)
087 | 2024.02.28| 2024.03.19 4 10]2024.03.19|2 (04.22.) |2 (04.22))
2(04.15.) |2(04.15.)
088 | 2024.02.28 | 2024.03.19 5 19]2024.03.19| 3 (04.22.) 3 (04.22))
094 | 2024.03.12| 2024.03.25 3 11]2024.03.25|1 (04.15.) 1(04.15.)
095 | 2024.03.12| 2024.03.25 4 10| 2024.03.25
096 | 2024.03.12| 2024.03.25 8 401 2024.03.25| 1 (04.15.) 1(04.15.)
083 | 2024.03.05| 2024.04.04 5 512024.04.02 | 1 (04.08.) 1 (04.08.)
094 | 2024.03.12| 2024.04.04 3 12]2024.04.02| 1 (04.15.) 1(04.15.)
095 | 2024.03.12| 2024.04.04 3 412024.04.02
096 | 2024.03.12| 2024.04.04 3 10]2024.04.02
086 | 2024.02.28 | 2024.04.08 2 412024.04.08 |2 (04.22.) |2(04.22))
087 | 2024.02.28| 2024.04.08 2 412024.04.08
088 | 2024.02.28 | 2024.04.08 2 412024.04.08
098 | 2024.03.22| 2024.04.08 4 2912024.04.08 | 1 (04.22.) 1(04.22.)
080 | 2024.04.04| 2024.04.22 2 0
093 | 2024.03.27| 2024.04.22 3 5(2024.04.22
091 | 2024.03.27| 2024.04.22 3 10| 2024.04.22
098 | 2024.03.22| 2024.04.22 4 4212024.04.22
088 | 2024.03.26| 2024.04.22 3 712024.04.22
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9. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdimnek, Dr. Toéth-Lencsés Andrea
Kittinek, Dr. Galli Zsoltnak és Czinege Déranak, kik tuddsukkal, segitségiikkel, idejiikkel és
szakértelmiikkel tdmogattdk munkamat. Ezen feliil szeretném megkoszonni Polgari Davidnak,

hogy biztositotta szdmomra a kutatdsi munkdmhoz sziikséges vizsgdlatot Martonvasaron.

Valamint koszonom a Genetika és Genomika tanszék tobbi munkatarsdnak segitOkészségét,

akikhez kérdéseimmel mindig bizalommal fordulhattam.
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