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ROVIDITESEK JEGYZEKE
AFLP: Amplified Fragment Lenght Polymorphism: Amplifikalt fragmentum hosszlséagu

polimorfizmus

Atl.: Atlagosan

BSA: Bovine Serum Albumin, magyarul szarvasmarha szérum albumin

DNS: Dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxiribonukleozid-trifoszfatok

DMSO: Dimethyl sulfoxide, magyarul dimetil-szulfoxid

1PBS: inter Primer Binding Site: inter primer kotOhely

ISSR: Inter Simple Sequence Repeat, egyszerl szekvencia ismétlédések kozotti régiok

Max.: Maximum

MQ: A laboratériumban a felhasznalt tisztitott viz jelolésére hasznalt betliparos. A steril vizet
eldallito laboratorium (Millipore Milli-Q) markanevének roviditése

NGS: Next Generation Sequencing: Kovetkezé generacios szekvenalas

PCoA: Principal Coordinate Analysis: Fékoordinata-elemzés

PCR: Polymerase chain reaction, ami magyarul annyit tesz polimeraz lancreakcio

Pl.: Példaul

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism: Korlatozott fragmentum hosszusagu
polimorfizmus

SCot: Start Codon Targeted, ami magyarul azt jelenti, hogy a marker a ,start kodont célozza”
SNP: Single Nukleotid Polymorphism: Egy nukleotidos polimorfizmus

SRAP: Sequence-related amplified polymorphism: Szekvenciahoz kapcsolodé amplifikalt
polimorfizmus

Taq: ATaq polimerdz-enzim egy termostabil DNS polimeraz, amely a Thermus aquaticus nevii
mikroorganizmus utan kapta a nevét

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, Osszevond hierarchikus
klaszterezes

UV: Ultra Violet, ami magyarul az ultraibolya a megfelel6je



1. BEVEZETES

A Capsicum nemzetségbdl jelenleg nem ismert minden faj, de a botanikusok folyamatos
munkéjanak koszonhetéen mostanra igen nagy génallomanyt fedeztek fel, amely nagyszeri
alapanyag a novénynemesit6knek (Barboza, 2022, Csilléry, 2006). Vizsgalt fajunk a Capsicum
chinense a Solanaceae csaladba tartozo éveld félcserje. Bar latin kettds neve nem erre utal, de
szarmazési helye Kozép-Amerika (http 1).

A ndvény 1494-ben keriilt be Eurépaba, amikor Kolumbusz visszatért masodik Gtjardl.
A novényrél mar korébban is torténtek feljegyzések egy Peruban fellelhet6 temetkezési helyen
i.e. 7000-bél, de szélesebb kdrben csak az 1400-as évek végén terjedt el.

A paprika elterjedése a borshianynak, illetve ebbdl kifolyolag a bors rendkiviil magas
aranak koszonhetd mivel sziiksége lett az embereknek egy alternativ fiiszernovényre. igy keriilt
be eldszor Torkorszagba a paprika, majd kezdett el terjedni a szomszédos orszagokban,
elsésorban a Balkanon, majd az egész vilagon. Eleinte kolostorkertekben termesztették, mivel
a ndovény abban az idében egy botanikai kiilonlegességnek szamitott. Magyarorszdgon az
emberek két féle felhasznalasi format alkalmaznak: frissfogyasztasban az enyhébb fajtakat és
poritott fliszer formajaban a csipdsebb fajtakat (Papp, 2020).

A vilagon jelenleg az egyik legcsipdsebb és a laikus emberek szamara is legismertebb
Capsicum chinense fajta a ‘Carolina Reaper’, amelynek a Scoville skalan vagy méas néven
Kapszaicin skalan mért csipdssége 1500000 és 2000000 SHU érték kozé tehetd. Ezt a fajatat
Ed Currie nemesitette 2013-ban. Egy Ujabb fajtaja ennél is el6kelébb helyet érdemel, az ‘Pepper
X’ nevi fajta, amelynek létezését 2023-ban hozta nyilvanossagra, ezzel sajat fajtajat taszitva le
a tronrél (http 2).

Mara a csilipaprika eréssége presztizskérdéssé valt a nemesiték kérében. Két csoportra
oszthatjuk a nemesitOket: azokra, akik szeretnének a jelenlegi csucstartd ‘Pepper X’-nél erésebb
paprikat nemesiteni, és azokra, akik egy adott fajtat szeretnének tdkéletesiteni, valamely
tulajdonsagat kiemelve a tobbi koziil erdsiteni azt. Lehet sz6 a termésméretrdl, a novény
habitusarol vagy akar kiilonb6z6 szinvaltozatok elérésérél, hogy ne csak finom, de dekorativ is
legyen az adott fajta. Mindemellett ott vannak azok a nemesit6k, akik a kornyezeti tényezékkel
szemben szeretnék ellenallobba tenni a csilipaprikat pl. szarazsagtiirés, bizonyos korokozokkal
szembeni ellenallésag, amire valljuk be a mai klimatikus valtozasok tekintetében igen nagy

szlikség van.



2. CELKITUZES

A dolgozatban a Capsicum nemzetéségbdl szarmazd 17 csilipaprika fajtanak a DNS

alapu variabilitdsat vizsgaltuk PCR technikdval. ISSR és SCot markereket hasznaltunk a

vizsgalatok sordn. A munka soran az alabbi célokat szerettiik volna elérni:

Megfelel6 mennyiségli és mindségii DNS Kivonasa a begylijtott névény anyagokbol
Az elérhetd ISSR és SCoT markerek alkalmazhatdsagénak felmérése egy kivalasztott
minta DNS-en

A megfelel6 amplifikdciot mutatd6 markerek alkalmazasa a teljes vizsgalatba vont
névényanyagon

Az egyes markerekkel kapott amplifikdtum vizsgélata agaroz gélelektroforézissel, a
képek kiertékelése és fajtak genetikai kapcsolatanak elemzése.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Bevezetes

A csilipaprika (Capsicum annuum) Magyarorszagon eldszér a 18. szazad forduldjan
jelent meg. A névényfaj Amerikabdl szarmazik. A leirasok szerint két Utvonalon hozhattak be
az orszéagba. A Spanyolorszég-Portugdlia vonal az egyik lehetéség, mig a Torokorszag-Bulgaria
vonal a masik, hiszen mint korabban emlitettem ekkoribban Tordkorszagban alternativ
fiiszernovényként alkalmaztak a feketebors hianya miatt (Papp, 2020).

Az els6 botanikai leirast Didszegi és Fazekas (1807) készitette, amely a Capsicum
nemzetseg két fajat foglalta magaba. Az egyik a Capsicum annum volt, a masik pedig az akkor
Capsicum sinense-ként leirt kinai paprika, amely minden tekintetben megegyezik a ma ismert
Capsicum chinense fajjal.

A Capsicum nemzetség genkdzpontja McLeod és munkatarsai (1982) szerint egy
Bolivia kdzepén elteriilé régio, amely egy 2000 m-es tengerszint feletti magassagon talalhato
felszaraz terllet. A feltételezések szerint a jelenleg is termesztett fajok egy a Capsicum
chacoense fajhoz hasonld 6si fajbol erednek és az amerikai kontinens minden részére errél a
boliviai teriiletrdl keriiltek at. A ma ismert fajok, amelyek remek nemesitési alapanyagként
szolgalnak, mutaciok tutjan alakultak ki ebbdl a k6zos 6sbol.

Val6sziniileg nem ismert még a nemzetseg minden faja, ugyanis a botanikusok jelenleg
nem tudjak a fajokban leggazdagabb teriileteket kutatni, az egész kontinensen jellemzd rossz

kdzbiztonsag miatt (Csilléry, 2006).



3.2. Nemesitési célok

A csilipaprika, mint azt emlitettem Boliviabdl szarmazik, ami nagyban meghatarozza a
Capsicum fajok kornyezeti igényeit. A kornyezeti feltételekhez alkalmazkodva egyedi képletek
alakultak ki, pl. a Capsicum pubescens faj novényi szérokkel rendelkezik, védekezve ezzel a
sz¢lsdséges hideg ellen. Ezeknek a fajoknak a felkutatdsa és felhasznalasa a fontos feladata a
nemesitoknek. Bizonyos betegségekre és korokozokra az eltérd genotipusok eltéré mddon
reagalhatnak. Van amelyik fogékony, de van amelyik rezisztens és ha nem is egy teljesen
ellenall6 tipus, de egy az adott betegségre ellenalldbb, tolerans fajta elérése fontos feladatunk,
hogy a termésbiztonsdgot megtudjuk adni a termesztOknek a csilipaprikdk tekintetében is
(Mihalka, 2015).

A Capsicum nemzetségre jellemz6 a jo hotlird képesség. Kornyezetiink folyamatos
felmelegedése, allando stressz faktor a termesztett novények szamara ezért a nemesiték egyik
fontos feladata Ujabb és Ujabb nagyobb hétiréssel rendelkez6 ndvényeket nemesitése. A hotiirés
egyik mellékéga, de nem kevésbé fontos a szarazsagtiirés, amely eleinte csak a novény
kondiciojanak romlasat, termésmennyiségenek és terméképességének csokkeneset, majd pedig
a teljes pusztulasat okozhatja. Fontos feladatunk még a hidegttirésre is kitérni, hiszen, ha a
ndvény jobban birja a szélsdségeket ilyen iranyba is, akkor a korabbi kitltetéssel egy hosszabb
tenyészidGszakot érhetiink el. Csilipaprikak esetén fontos elmondani, hogy europai eghajlaton
egy éves novényként termesztjik, holott attelelése esetén a ndvény nagyobb mérete végett tébb
és koraibb termés varhaté (Mihalka, 2015).

Altalanossagban elmondhaté minden olyan novényrdl, amely az ember szaméra értékes
novényi részekkel szolgal, hogy e fajok esetén fontos a termésmennyiség ndvelése és igy a
csilipaprika sem Kivétel (Dagnoko et al., 2013).

Egy étkezési értékekkel rendelkezd zoldség novény esetében a nemesitd feladata lehet
még a beltartalmi értékek javitasa. Esetiinkben a C-vitamin tartalom novelése lehet az egyik
szempont, hiszen az emberek viszonylag vitamin szegény étkezése manapsag elég sarkalatos
pont lett. Csilipaprikak esetében nem mehetink el a kapszicin tartalom mellett, hiszen ezt a
nemzetséget ez a védelmi mechanizmusa alapjat képezd vegylilet tette az emberek szamara
gazdasagilag értekes ndvénnyé. Manapsag versenyt folytatnak a legcsipdsebb paprika cimért,
de emellett vannak olyan enyhébb izekkel rendelkezd fajtak is, amelyek izvilagat probaljak

atalakitani vagy éppen izélményét fokozni (Dagnoko et al., 2013).



3.3. Alkalmazott nemesitési modszerek

Altalanossagban elmondhat6, hogy haromféle nemesitési eljarast killonboztetiink meg,
amelyekkel a termesztett ndvényeinket jobba tehetjlk és ezeket a csilipaprika nemesitésében is
alkalmazzék. Az MVD (Mutant Variety Datebase) adatbazisa alapjan a Capsicum annuum L.
fajt hasznaltdk mutacios nemesitési programokban. Ezek kozil a programok kozll csak egy
foglalkozott csilipaprikaval, melynek eredménye az 1976-ban Indidban elfogadott Capsicum
annuum L. “MDU. 1" fajta (http 3 és Do Régo et al., 2016).

A Capsicum nemzetség heterdzis nemesitésnek is alavethet6. Az altalam talalt forrasban
a Capsicum annuum faj két fajtajat ‘Cascadura Ikeda’ és a ‘Jalapeno’ fajtakat, illetve a
Capsicum chinense faj két fajtajat a ‘Habanero’ és a ‘Biquinho’ fajtakat hasznaljak fel
keresztezés céljabol (Do Régo et al., 2016, Rezende et al., 2022).

A Capsicum nemzetségben alkalmaztak tovabba szelekcios nemesitést, amely stressz
toleranciara és rezisztenciara iranyult. Ezeket a szelekciokat elszeparalt kornyezetben
folytattak, ahol "kereszt fert6zés” bekovetkezése nélkiil tudtak tesztelni ezeket a ndovényeket

(Mihalka, 2015, Do Régo et al., 2016).

3.4. Nemesitési munka eredménye: hazai es nemzetkozi miihelyek fajtai

Nemzetkozi viszonylatban a legjelentésebb miithely a PuckerButt Pepper Company,
ugyanis 6k voltak azok, akik Ed Currie vezetésével 2013-ban megalkottak a ‘Carolina Reaper’
nevil fajtat, amely az akkori vilagviszonylatban a legerésebb csilipaprikanak szamitott. Ezzel
nem ért véget a sikertorténet, ugyanis 2023. augusztus 23-an bejegyeztették a Scoville-skalan
(SHU) 2,69 millios értéket eléré ‘Pepper X’-et, amellyel sajat fajtajukat letaszitva a tronrol
ismét vilagrekordot allitottak fel (http 4).

Magyarorszagon az egyik legtobb fajtaval rendelkez6 paprika nemesité miihely a ZKI
Zoldsegtermesztési Kutatd Intézet Zrt., akik a Nébih fajtajegyzékében 312 bejelentett €s
elismert fajtaval rendelkeznek koztiik a “‘Apolld’, a ‘Beringio’ és ‘Békés’ fajtakkal (http 5).

Mogotte szorosan Magyarorszag egyik legnagyobb vetémag el6allité cége a Duna-R.
Novényterm. és Viradgkertészeti Szolgaltaté all 61 fajtaval, amelyek kozott ott van az

‘Archivarius’, a ‘Bagoly’ és a ‘Berényi’ fajta (http 6).



3.5. Fajtahasznalat jelenlegi helyzete hazai és nemzetkozi viszonylatban
Hazai viszonylatban jelenleg csak és kizarolag a Capsicum annuum L. faj fajtait
hasznaljak étkezési paprika termesztésben, a Nébih 2023-as adatai alapjan, amely mintegy 346
fajtat takar, zoldségndveny kategoriaban. Emellett egyetlen tajfajta van elismerve, amely a

Capsicum annuum L. ‘Bogyiszlo6i karasz’, illetve sszesen 6t darab hazikerti fajta (http 5).
Kulfoldi viszonylatban 6t fajt hasznalnak, amelyek a nemesitési alapanyagoknal (3.3.
fejezet) felsorolt fajok. A Capsicum annuum fajbdl rengeteg fajta van jelenleg is termesztésben,
mig a Capsicum baccatum fajb6l 3, a Capsicum chinense fajbél 18, a Capsicum frutescens
fajbol 6 és végul a Capsicum pubescens fajbdl 2 fajta van jelen. Ezek a fajtak kilénleges
megjelenésik, izik, rezisztencidjuk, kapszaicin tartalmuk mennyisége miatt vannak jelenleg is

a vilag vezetd termesztett csili fajtai kozott (http 7).

3.6. A Capsicum nemzetség legfontosabb fajainak jellemzese

3.6.1. Rendszertani helyik és rokonsaguk

A Capsicum chinense faj a zarvatermok torzsébe tartozo kétszikii novény. A Solanales
rendbe tartozik és a Solanaceae csalad tagja. Legkdzelebb all6 rokonai a C. annuum, C.
galapagoense és a C. frutescens. Minden Capsicum nemzetségbe tartozo faj egy k6zos 6stél
van szarmaztatva. Jelenleg koriilbeliil 41 fajt kiilonboztetiink meg. Fajtol figgden valtozik a
novények termésének a beltartalmi értéke, de ami szamunkra fontos, ha fliszernévényként
hasznaljuk, az a kapszaicin tartalom (Barboza et al., 2022). A Capsicum nemzetségen belul 11
6 kladot kiilonboztetiink meg, amelyek informalis kladneveket kaptak. A nemzetségen belul
két f6 csoport kiillonboztethetd meg. Az egyiket a Kozép-Amerikabdl és Dél-Amerika
északnyugati részébol szarmazo fajokat magaba foglald, koran divergalé Andok klad (az abran
Andean) alkotja, a masik pedig a nemzetség tobbi fajat foglalja magaba. A haziasitott fajok
ebbe a masodik csoportba sorolédnak és az Annuum, Baccatum és Pubescens kladokba

tartoznak. A Capsicum nemzetség felépitését az 1. abra mutatja be.
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1. &bra. Capsicum nemzetség felépitése (Barboza et al., 2022)

3.6.2. A Capsicum fajok botanikai jellemzése

3.6.2.1. Capsicum annuum

A Capsicum annuum lagyszaru névény, amely magassaga 0,2 és 0,8 méter kozotti
értéket érhet el. Elterjedésére Mexiko és Dél-Amerika jellemz6, Magyarorszagon nem dshonos.
Evelé novényként tartjdk szamon. Levelei hosszukasak, tojasdadok vagy landzsa alakuak, 4-
13 cm hosszlak és 1,5-4 cm szélesek. Minden ismert fajtajanak és maganak az alapfajnak is
épszéliiek a levelei. A szar sima, szortelen. Altalaban kiskertekben szabadfoldbe iiltetve vagy
konténeresen termesztik. Oshazajaban 6rokzold lomtartoként tartjak szamon. A ndvényeknek
kétnemii fehérszinii viragai vannak, amelyekbdl késébb a terméseket hozzak. A viragok
furtviragzatban jelennek meg. A termésiik husos falu toktermés, amely érett allapotaban lehet

z061d, narancssarga, lila, piros, sarga vagy aranyszinii (http 8).



3.6.2.2. Capsicum chinense

A Capsicum chinense egy lagyszara éveld cserje. A novény alakja altalaban
szabalytalan, magassaga 0,3-0,8 méter kozotti, mig a lombkorona szélessége 0,3-0,6 méter is
lehet. Oshonos Brazilidban és Kolumbiaban, innen eredeztetik. A levelek szine az egészen
vildgostol a sotétebb zoldig terjed, alakja jellemzéen tojas alaku, legfeljebb 15 cm hosszuak és
10 cm szélesek. A levelek felulete rancos. Csillag alaku virdgaik zoldes-fehér arnyalattak, mig
partai tojas alakuak. Virdgai kétnemiiek és ennek a fajnak az esetében is flirtviragzatrol
beszéllink. A szdmara nem megfelelé éghajlaton altalaban konténerben vagy foliasatorban
termesztik. Terméstk hasos falu toktermés, amely lehet z6ld, piros sarga vagy narancssarga
szinli (http 8).

3.6.2.3. Capsicum frutescens

A Capsicum frutescens egy allo vagy teriild, bokrosodo, lagyszaru, rovid életti éveld
cserje. 1-1,5 m magasra néhet meg. Hajtasai fasodasra hajlamosak, kissé szogletesek,
csikozottak vagy kissé csatornazottak, fényesek, fiatalon sz6rosek vagy kopaszak. A levéllemez
hartyas, 1,5-15 cm hosszu és 0,5-3 cm szeles. Van olyan egyed amelyiknek levelei landzsa
alakdak, van amelyiknek tojasdad alaki és van amelyik eliptikus levelekkel rendelkezik. A
levelek gyakran nem egyenlé oldalGak, csucsuk hegyes vagy tompa is lehet, felliletikén csillok
és szbr képletek talalhatoak. Dél-Amerikdban 6shonos. Levélzetének csillogd, bérszerii hatasa
van. A viragzatok 2-4 viraghbdl allnak és fehér, zold vagy vilagoszold szintiek lehetnek. Termeése
hasos falu toktermés, amely érett allapotban lehet piros, z6ld, narancssarga vagy lila szin,

textarajuk sima fényes (http 8 és http 5).

3.6.2.4. Capsicum pubescens

A Capsicum pubescens egy hosszu életii, ével6 novény, amelynek a nemzettségre
jellemzo fehér viragok helyett lila viragai vannak, nagy nektariumokkal. Szara gyakran lilasan
pigmentalt, ami csikos megjelenést kdlcsontz neki. A feltiing levélszorzet és a fekete magok
kdnnyedén felismerhetévé és megkiilonboztethetévé teszik szamunka a tébbi Capsicum fajtol.
Levelei 5-12 cm hosszlak és 2,5-4 cm szélesek. Viragai, azon Kivil, hogy lilak, 9-15 mm
nagysaguak és jellemz6en 5-8 partaval rendelkeznek. Ez a nagy, bokros és lagyszard novény,
akar 12 m magasra is megndéhet és akar 10 évig is ¢lhet Amerika tropusi teriiletein, ahol az
Andok mindkét oldalan termesztik. Bar ez a faj hiivds hémérséklethez (4,5-15,501C)

alkalmazkodott, sokan tévesen azt hiszik, hogy a néveny fagytiird. Andvény egy éves kora utan
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képes ujra kihajtani, ha fagykar miatt a fold feletti részei elpusztulnak. A névény a fagykar altal
el nem ért gyokerekben tarolt szénhidratokat segitségével képes erre. A faj termeésének alakja
valtozatos. Lehet hosszlkés alaku, de gombdlyded is. Az érett termés szine piros, narancssarga
vagy sarga. A husosfalt tokok magas karotinoid és kapszaicin tartalommal rendelkeznek. A

gyumdlcs husa vastag, nem tarolhat6 vagy szérithaté jol (CABI, 2018).

3.6.2.5. Capsicum baccatum

A Capsicum baccatum all6 vagy teriilé habitusu, gyakran er6sen elagazo, ével6 ndvény,
amely akér a 4,5 méteres magassagot is elérheti. Hajtasai szogletesek, enyhén barazdaltak,
fiatalon siirlin sz6r6sek vagy kopaszok. Levelei hartyasak, 1,5-7,5(10) cm hosszlak és 0,8-
4(4,5) cm szélesek. Tojasdad vagy landzsas-tojasdad alak( a levéllemez, mig a levélalap
altalaban ék alakd vagy felemas. A lemez csillos, elszortan szérosek, néha csak az erezet mentén
a fonaki oldalon jellennek meg a szO6rok. A virdgzat a zoldes-fehér vagy piszkosfehér szind.
Termése Kicsi, skarlat voros, gombdolyded, amely felallo poziciéban helyezkedik el a novényen.
Texturaja fényes, sima, kopasz. Magjai halvany barna szinfiek, igy viszonylag kdnnyen

megkiilonboztethetdek a tobbi faj fehér magjaitol (Datiles et.al., 2014)

3.6.3. Fajta 6sszehasonlitas botanikai szempontbdl
A dolgozatban felhasznalt fajtdk jellemzését morfologiai jellemz6dik alapjan az 1.

tablazatban mutatom be.

3.7. Afelfajt bogyotermés hatdéanyagai eés hatasai

3.7.1. A bogyotermésben felhalmozodé hatéanyagok

A csilipaprikardl altalanossagban elmondhatd, hogy igen sok vegydletet tartalmaz, amik
az emberi szervezet szamara hasznosak. A 100 g paprika termésben talalhat6é C vitamin tartalom
béven meghaladja az egy ember szamdara ajanlott napi mennyiséget, de az egyéb vitamin ¢€s

asvanyi anyag tartalma is jelentés (lasd 2.Tablazat) (http 9).
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1. Tablazat: Fajtak 6sszehasonlitdsa botanikai jellemzok alapjan.

Ssz Fajnév Fajtanév Virdgszin | Termésszin | Termésméret | Forras
Capsiscum | ‘Apocalypse Zoldes- . .
1. chinense Scorpion’ fehér Piros 2 cm hossza | (http 10)
Capsiscum ‘Starfish Zoldes- . 4-5 cm
2 baccatum Yellow’ fehér Sarga hosszU (http 11)
Capsiscum ‘Fatalii Zoldes- . 5-8 cm
3 chinense Yellow’ fehér Sarga hosszU (http 12)
. “Yellow
Capsiscum . , .
4. frutescens Scotch, Fehér Sarga 5cmhosszu | (http 2)
Bonnet
Capsiscum | ‘Yellow Bhut | Zdldes- , .
> chinense Jolokia’ fehér Sarga 7emhossza | - (http 2)
. ‘Carolina 3}
g, | Capsiscum Reaper Zoldes- Sarga 6 cmhosszt | (http 2)
chinense , fehér
Yellow
‘Trinidad
Capsiscum Scorpion Z0ldes- . .
7. chinense Moruga fohér Sarga 5cmhosszu | (http 2)
Yellow’
Capsiscum | ‘Habanero F1 | Zoldes- . 5-6 cm
8 chinense Yellow’ fehér Sarga hosszl (http 13)
Capsiscum | ‘Habanero F1 | Zdldes- . 5-7 cm
3 chinense Red’ fehér Piros hosszl (http 14)
Capsiscum | ‘Bhut Jolokia | Zdldes- . 6-8cm
10 chinense Strain I’ fehér Piros hosszl (http 13)
. ‘Trinidad 3}
11. Capswcum Scorpion ZOId?S' Piros 4 cmhosszu | (http 2)
chinense , fehér
Moruga Red
Capsiscum ‘Dorset Zoldes- . 4-7 cm
12. chinense Naga’ fehér Piros hosszu (http 2)
Capsiscum ‘Naga Zoldes- . 4-5cm
13. chinense Morich’ fehér Piros hosszl (http 15)
Capsiscum | ., Z0ldes- . ,
14. chinense Red Savina fehér Piros 7 cmhosszt | (http 2)
Capsiscum ‘Carolina Zoldes- . .
15. chinense | Reaper Red’ fehér Piros 6 cm hosszu (http2)
Capsiscum ‘Scotch . . .
16. frutescens | Bonnet Red’ Fehér Piros 5cmhosszt | (http 2)
. ‘Trinidad )
Capsiscum : Zoldes- .
17. chinense Sc\(varp7|?n fehér Piros - (http 16)




2. Tablazat: A paprika beltartalmi értékeinek mértéke az emberek szamara ajanlott napi

mennyiséghez képest 100 g-ra vetitve, %-ban megadva.

Neve Mennyisége (%-ban)
C-vitamin (Aszkorbinsav) 240%
B6-vitamin (Piridoxin) 39%
A-vitamin 32%
Vas 13%
Réz 14%
Kalium 7%

A C-vitamin erds vizben old6dé antioxidans. Elengedhetetlen az emberi szervezetben a
kollagénszintézishez. A C-vitaminban gazdag élelmiszerek (mint amilyen a csili is) rendszeres
fogyasztdsa segit megvédeni a skorbut ellen, ellendlloképességet fejleszteni a fertdzo
korokozokkal szemben (erdsiti az immunitast), €s eliizi a szervezetbdl a karos, gyulladaskeltd
szabadgyokoket. Mas antioxidansokat is tartalmaz, mint példaul A-vitamint es flavonoidokban
is igen gazdag, példaul B-karotinban, a-karotinban, luteinben, zeaxantinban és kriptoxantinban.
A csilipaprika legfontosabb vegyiilete mégis a kapszaicin (2. abra) hiszen ez teszi a névény

hasosfald tokterméseit csip6ssé, ami miatt a legtobb helyen termesztik és fogyasztjak a vilagon.

N)J\/\/\/\‘/C"b
H

o CHs
OCHs

2. &bra. 8-metil-N-vanillil-6-nonénamid (kapszaicin) szerkezeti képlete (http 17).

3.7.2 Gyogyhatasai és gyogyaszati felhasznalasa

A husosfald toktermésben talalhato vegyiiletek betegségmegel6z6 és egészségmegdrzd
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A csilipaprika, az egészség szempontjabdl elényos alkaloid
vegyllete, a kapszaicin adja csipds izét, amely miatt ételeink izesitésére hasznaljuk. A kisérleti
eml0sokon végzett korai laboratériumi vizsgalatok szerint a kapszaicin antibakteridlis,
rakellenes, fajdalomcsillapitd és cukorbetegség ellenes tulajdonsagokkal rendelkezik. Azt is
megallapitottak, hogy csokkenti az LDL-koleszterin szintet az elhizottaknal. A kapszaicint és
tarsvegyiileteit kendcsok és tinktirak készitéséhez hasznaljak Osszehizo, irritacio elleni és
fajdalomcsillapitod tulajdonsagaik miatt. Ezeket a készitményeket izuleti fajdalmak, herpesz

utani neuropatias fajdalom és izomfajdalom kezelésére hasznaljak (http 9).
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tablazat mutatja be.

3.7.3. Fajta dsszehasonlitas kapszaicin tartalom alapjan

3. Tablazat: Fajték dsszehasonlitasa kapszaicin tartalom alapjan

A munkam soran felhasznalt fajtak kapszaicin tartalom szerinti 6sszehasonlitasat a 3.

Ssz Fajnév Fajtanév Kapszaicin tartalom Forrasok
Capsiscum . L
1. chinense Apocalypse Scorpion 1.000.000 SHU (http 10)
Capsiscum . ,
2. baccatum Starfish Yellow 15.000-20.000 SHU (http 11)
Capsiscum . . ,
3. chinense Fatalii Yellow 125.000-400.000 SHU | (http 12)
Capsiscum . ,
4 frutescens Yellow Scotch Bonnet 100.000-500.000 SHU (http 2)
Capsiscum ) . A
5. chinense Yellow Bhut Jolokia Atl. 1.001.304 SHU (http 2)
6 Capsiscum ‘Carolina Reaper Atl. 1.569.300 SHU (http 2)
' chinense Yellow’ Max. 2.200.000 SHU P
Capsiscum ‘Trinidad Scorpion A
7. “hinense Moruga Yellow’ Atl. 1.200.000 SHU (http 2)
8. Capsiscum ‘Habanero F1 Yellow’ | 150.000-325.000 SHU | (http 13)
chinense
9. Capsiscum ‘Habanero F1 Red’ Atl. 300.000 SHU (http 18)
chinense
Capsiscum . . A
10. chinense Bhut Jolokia Strain IT 855.000-1.041.427 SHU | (http 4)
Capsiscum ‘Trinidad Scorpion "
11. “hinerse Moruga Red’ Atl. 1.207.764 SHU (http 2)
Capsiscum ‘ )
12. chinense Dorset Naga Max. 1.221.000 SHU (http 2)
Capsiscum ‘ 1o
13. “hinerse Naga Morich 850.000-1.000.000 SHU | (http 15)
14, Capsiscum ‘Red Savina’ 350.000-577.000 SHU | (http 2)
chinense
Capsiscum . . , Atl. 1.569.300 SHU
15. chinense Carolina Reaper Red Max. 2.200.000 SHU (http 2)
Capsiscum . ,
16. frutescens Scotch Bonnet Red 100.000-350.000 SHU (http 2)
Capsiscum “Trinidad Scorpion i
17. chinense vv7 (http 16)
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3.8. Genetikai variabilitas vizsgalata molekularis markerekkel

3.8.1. PCR-alapu technikak

A PCR alapu technikadk lényege, hogy a szekvenciak specifikus amplifikéciojaval
(sokszorozésaval) torténik az azonositas (Mullis és Faloona, 1987).

A polimeréz-lancreakciot K. B. Mullis talalta fel 1985-ben. A technika alapjat az képezi,
hogy DNS szekvencidkat sokszorozunk meg (ezt amplifikacionak hivjuk) (Mullis és Faloona,
1987). A sokszorozast enzimatikus Uton tessziik meg. Ehhez héstabil DNS-polimeraz enzimet
hasznalunk (Taq polimeraz enzimet) primerek, vagyis lanckezdd oligonukleotidok jelenlétében.
A reakcio egy hémérsékletet gyorsan és pontosan valtoztatd eszkozben térténik meg. A gép
képes a terméket hosszabb ideig azonos héfokon tartani, igy lehet6séges ad ra, hogy a hosszan
tartdé folyamatokat éjszaka végeztessik el vele. Maga a felszaporitas olyan médon torténik,
hogy a felhasznalt oligonukleotid primerek a célszekvenciak mindkét 5° végével
komplementerek legyenek. A DNS-polimeraz enzim az egyszali templatrol képez
komplementer szalat 5°-3° irdnyban. A polimeraz lancreakcid soran végbemend folyamat a
kovetkezd:

e Denaturaljuk a DNS kett6shélixét, amit ugy tud véghez vinni a gép, hogy tartésan
90°C fok felett tartja a DNS-t. Amennyiben magasabbra vagy alacsonyabbra allitjuk a
héfokot, a folyamat sikerességét kockaztatjuk, hiszen a til hossza vagy tul rovid
denaturacios 1d6 csokkentheti a denaturacio hatékonysagat.

e Tapadas soran a szabad 3’OH véggel rendelkezé oligonukleotidok az egyszali
templat DNS-hez kot6dnek.

e Az elongacié alatt a DNS-polimeraz a bekotddott szalakat meghosszabbitja ez
altalaban (az alkalmazott polimeraz enzimt6l fiiggéen) 721C-on torténik. Ennek a
sebessége 1000 bazis/perc, de ez sokban fiigg alkotd elemek mennyiségétdl és

mindségétdl (Hajosné, 1999).
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3.8.1.2. APCR alkotoelemei

A polimeraz lancreakci6 elvégzéséhez az alabbi komponensek sziikségesek:

Puffer: Megfelel6 kémiai kdrnyezetet biztosit a DNS-polimeraz szamara (http 19)
dNTP-mix: Dezoxiribonukleozid-trifoszfatok: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, melyek
beéplilnek az uj DNS lancha a szintézis soran (http 19)

Primer: Azok az egyszalu oligonukleotidok, amelyekt6l elindul a DNS-polimeréaz és
elkezdi az 0j szal szintézisét 5°-3” irAnyba (http 19)

BSA: marhaszérum albumin, amely jelentdsen noveli a PCR amplifik&cio hozamat, ha
szerves oldoszerekkel pl. DMSO-val vagy formamiddal egydtt alkalmazzak. A BSA
kuléndsen hasznos, ha az extrakcioban PCR-inhibitorok pl. melanin talalhaté (Farell
et.al., 2012)

DMSO: Mivel a G és C bazisok harmas hidrogénkdtéseket tartalmaznak, stabilizaljak a
templatot. A kotések felbontasa nagyobb hét igényel, illetve a GC-ben gazdag templatok
méasodlagos szerkezetet képeznek. Azért van szilkseglink a DMSO-ra, hogy a kotések
felbontasahoz sziikséges, homérsékletet csokkentse. A masodlagos szerkezetet nehéz
felbontani, igy el6fordulhat, hogy nem kapunk eredményt vagy, ha kapunk is az primer-
dimereket, vagyis altalunk nem célzott részeket fog tartalmazni. Etté] fliggetleniil a
DMSO hasznalata 6nmagaban nem garantalja, hogy nem fognak primer dimerek
Iétrejonni (Hardjasa et.al., 2010)

Polimeraz enzim: Az a héstabil enzim, amely a DNS komplementer szalat szintetizalja
(http 19)

Templat DNS: A n6vénybdl vett minta DNS-e, amellyel a vizsgalatot végezzik. Célunk
a templat DNS bizonyos részeinek megsokszorozasa és méretének meghatarozasa.

MQ viz: Higitasra és térfogatndvelésre hasznalt, tisztitott viz.
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3.8.1.3. Molekularis markerek

A kiilonboz6 DNS-markerek az elmalt évtizedekben fontos eszkdzként voltak jelen a
ndveny egyedek kdzotti genetikai kapcsolatok vizsgalatanal, hibridek és fajtak azonositasanal,
fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok vizsgélatanal, géntérképezésnél és kvantitativ l16kuszok
nyomonkovetésénél. Ezek a markerek hibridizacios vagy PCR alapt markerek kdzé sorolhatok.
Az RFLP a hibridizacion alapulé marker, mig a PCR-fiiggék olyan megbizhatobb és fejlettebb
polimorf markereket foglalnak magukba, mint az AFLP, az ISSR, az SNP, az SRAP, a start
kodon célzott SCot vagy az iPBS. Funkcionalis markereket is kifejlesztettek, amelyek az adott
tulajdonsagot kodold I6kusz alléljaihoz val6 teljes kapcsolodasuk miatt jobbak a véletlenszerti
markereknél. Az Ujgeneraciés szekvendlasi (NGS) technolégia megjelenésével Kivalo
lehet6ségek nyilnak a béséges strukturdlis és funkcionalis genomikai informaciok eléallitasara

szamos fontos névénykultdraban (Amom et.al, 2017).

3.8.1.4. ISSR modszer
Az ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) technika soran az azonos tipust mikroszatellit

régiok kozotti szakaszokat ampifikaljuk. Nem sziikséges el6zetes szekvencia informacio, az
ISSR primereket kozvetlenll az egyszerii ismétlésekre tervezik Ugy, hogy egyik vagy masik
vegukon meghosszabbitjak 1-3 specifikus bazissal, ez biztositja, hogy kozvetlenil a vizsgalt
mikroszatellit fragmentum végére kotddi a primer (Zietkiewicz et al., 1994). J6 mddszer arra,
hogy kimutassuk a populaciok kozotti, illetve a populacidkon belili eltéréseket és
hasonldsagokat.
Az ISSR technika el6nyei, az alabbiak:

e Nincs szlikség ra, hogy szekvencia informacioval rendelkezziink az adott fajrol.

e Minden ndvényen fajon miikodik és olcso.

e Gyors informécio szerzés a teljes genomrol.

e Az ISSR primerek szekvenciaja hosszu, specifikus.

o Igy megbizhat6, konnyen reprodukélhaté mddszer (Esselman et al., 1999).
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3.8.1.5. SCoT mddszer

A SCoT (Start codon targeted polymorphism), azaz a start kodont célz6 marker egy
fiatal technika, 2009-ben publikalta Collard és Mackill. Novényi gének start kodon korili
régioit tanulmanyoztak, melyet er6sen konzervaltnak igy primer tervezésre alkalmasnak
talaltak. Ez egy egyszerl, koltséghatékony, nagymértékben polimorf és reprodukélhatod
molekularis marker, amelyhez nincs sziikség el6zetes szekvencia informaciora. A kozelmaltban
a SCoT markereket szamos kereskedelmi szempontbdl fontos és kevéssé hasznositott ndvényfaj
esetén alkalmaztdk kulonféle kutatdsokhoz, beleértve a genetikai diverzitas elemzését, a
fajok/nemzedékek kozotti genetikai kapcsolatokat, a fajok, fajtak és hibridek azonositasat, a
nemek meghatarozasat, kapcsolddasi térképek létrehozasét, a differencialis génexpressziét és a

szovetkultaraban nevelt névények genetikai hitelességének az elemzését (Rai et. al., 2023).

3.8.1.6. Csilipaprikak vizsgalata molekularis markerekkel

Jeong és munkatarsai (2010) a Capsicum nemzetség kiilonb6z6 fajainak azonositasara
SNP markereket fejlesztettek ki. A hat COSII marker, a Waxy gén intronszekvenciaral
kifejlesztett marker és a trn kloroplasztisz marker egymashoz kapcsolt szekvenciait hasznaltak
a filogenetikai fa felépitéséhez. Az igy kapott filogenetikai fa szerkezet dsszhangban volt a
Capsicum fajok taxonomiai osztalyozasaval. A Capsicum annuum, a C. chinense és a C.
frutescens szoros rokonsagot mutatott, mivel ezek alkottak a C. annuum kladot. A Capsicum
baccatum és a C. chacoense egy kulon kladba kerilt. A C. pubescens kladot elkulonitették a
tobbi fajtol.

Pefuela és munkatarsai (2020) a ‘Tabasco’ (C. frutescens), a ‘Cayenne’ (C. annuum) €s
a ‘Habanero’ (C. chinense) fajtakon végzett kisérleteket, hogy meghatarozzak a fajtak kozotti
hibridek kialakulasanak valoszinliségét. A mikroszatellit markerek és SNP markerek
segitségével végzett molekularis jellemzés kimutatta a heterozigéta egyedek hianyat és a
vizsgalt kereskedelmi fajtak kozotti nagy genetikai tavolsagot. Ez az eredmény alatamasztotta
a fajhibridek kialakulasanak lehetetlenségét.

Thi és munkatarsai (2016) 16 csilipaprika fajta polimorfizmusat vizsgaltak ISSR
markerek segitségével. Ehhez a vizsgalathoz 15 primert hasznaltak. Ez a 15 primer ¢sszesen
136 fragmentumot generalt, amelyekbdl 102 sav polimorfitast mutatott, ez atlagosan 9,06
fragmentumot jelent primerenként. Az UPGMA mddszerrel készitett dendrogram az 0sszes
fajta megkiilonboztethetdségét bebizonyitotta. Négy fajtat kiilonitettek el egy teljesen kiilon

csoportba, amelyben a megfigyelt jellemzok teljes egyezést mutattak.
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Budiyanti és munkatérsai (2024) kutatdsa célja a Nyugat-Szumatrardl szarmazé 23
csilipaprika genotipus genetikai sokféleségének vizsgalata volt, amelyet 10 ISSR markerrel
végeztek. Eredményeik azt mutattak, hogy az ISSR markerek (ISSR primer 12, ISSR UBC és
ISSR 3M) 84 polimorf fragmentumot eredményeztek, a teljes polimorfizmus szazalékosan
megadva 61,45% volt.

Kumar és munkatérsai (2001) négy vitatott csilipaprika fajta megkulonbdztetésére
hasznaltak ISSR és FISSR markereket. A vizsgélathoz dsszesen 17 ISSR-horgonyzott primert
hasznaltak, amelyek kozil kilenc di- és nyolc tri-nukleotid primer volt. Hét di-, illetve nyolc
tri-nukleotid ismétlddésen alapuld primerrel dsszesen 212, illetve 288 fragmentumot sikertiilt
létrehozni, primerenként atlagosan 30 fragmentumot. A kilenc dinukleotid primer kozul &t, a
nyolc trinukleotid primer koziil pedig négy a négy vitatott csili fajtat egyértelmiien megtudta
kilonboztetni.

Olatunji és Afolayan (2019) két, egymassal kozeli rokonsagban allo Capsicum fajt a
Capsicum annuum-ot és a Capsicum frutescens-t vizsgaltak. Ennek a két fajnak a taxonomiai
elkulonulése nem tisztazott Nyugat-Afrikaban, mivel morfoldgiai tulajdonsagaik fedik
egymast. A két faj genetikai kapcsolatat eloszor 10 ISSR primer segitségével vizsgaltak. Az
altaluk felhasznalt fajok és alfajok a kovetkezoek: C. annuum var. abbreviatum, C. annuum var.
acuminatum, C. annuum var. grossum, C. frutescens var. baccatum. A negy tipus esetében
Osszesen 75 lokuszt mutattak ki, amelyekbdl 14 polimorfnak bizonyult. A 10 ISSR marker
atlagos polimorfizmus-informéacid-tartalmat és heterozigétasagat 0,67-re, illetve 0,78-ra
becsulték. A fajtak kozotti rokonsag, amelyet az UPMGA klaszterezéssel vizsgaltak, nem
kilonitette el a C. frutescens var. baccatum-ot a masik harom termesztett C. annuum alfajtol. A
fokomponens-clemzés eredménye megerdsitette a klaszterezés alapjan kapott genetikai
rokonsagot. Az eredmeényeik alatamasztottak, hogy a C. frutescens var. baccatum alfajt

mostantol a C. annuum fajhoz tartoz6 genotipusként kell szamon tartani.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Andvényanyag

Kisérletiink soran a Capsicum chinense faj 15 fajtajat, a Capsicum frutescens faj 2 fajtajat, illetve
a Capsicum baccatum faj 1 fajtajat hasonlitottuk dssze. A névényanyagot a Richilieu élelmiszeripari

véllalat biztositotta szdmunkra. Urdmi székhelyiikon gytijtottiink fiatal leveleket a novényeikrol. A

novényeket geotextiliaval és csepegtetd rendszerrel ellatott kornyezetben termesztik. Fél méterenként

tiltetik 6ket és a kiilonb6z6 fajok és fajtak egymas kozvetlen kozelében nevelkednek. A kisérletek soran

a termeszto sajat listajat és jeloléseit alkalmazva az 4. Tablazatban talalhaté fajtakat hasznaltuk fel:

4. Tablazat: A felhasznalt csilipaprika fajtak

Ssz. Fajnév Fajtanév Az értékelés soran hasznalt
rovidités
1 Capsiscum chinense ‘Apocalypse Scorpion’ Cc Apocalypse Sc
2. | Capsiscum baccatum ‘Starfish Yellow’ Cb Starfish Y
3. Capsiscum chinense ‘Fatalii Yellow’ Cc Fatalii Y
4. | Capsiscum frutescens “Yellow Scotch Bonnet’ Cf Y Scotch Bonnet
5. Capsiscum chinense “Yellow Bhut Jolokia’ Cc Y Bhut Yolokia
6. Capsiscum chinense ‘Carolina Reaper Yellow’ Cc Y Carolina Reap
7. Capsiscum chinense ‘Trinidad Scorpion Moruga Cc Trindad Sc Y
Yellow’
8. Capsiscum chinense ‘Habanero F1 Yellow’ Cc HabaneroF1Y
9. Capsiscum chinense ‘Habanero F1 Red’ Cc Habanero F1 R
10. | Capsiscum chinense ‘Bhut Jolokia Strain I’ Cc Bhut Jolokia
11. | Capsiscum chinense ‘Trinidad Scorpion Moruga Cc Trindad Sc R
Red’
12. | Capsiscum chinense ‘Dorset Naga’ Cc Dorset Naga
13. | Capsiscum chinense ‘Naga Morich’ Cc Naga Morich
14. | Capsiscum chinense ‘Red Savina’ Cc Red Savigna
15. | Capsiscum chinense ‘Carolina Reaper Red’ Cc R Carolina Reap
16. | Capsiscum frutescens ‘Scotch Bonnet Red’ Cf Scotch Bonnet R
17. | Capsiscum chinense ‘Trinidad Scorpion VV7’ Cc Trindad Sc VW7
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4.1.2. DNS-kivonas
A DNS-kivonés pillanatéig a ndévényanyagot a fagyasztoban tartottuk -20 [1C-on. A
kivondst a sejtek feltardsaval kezdtik, amelyet dorzsmozsarban, folyékony nitrogén
alkalmazésaval végeztiink el. Ezutan elvégeztik a DNS tisztitasat, illetve kicsapasat, Omega
Bio-Tek E.Z.N.A.® Plant DNA Kit (VWR, Magyarorszag) protokollja alapjan végeztink. A kit
szilika-membranok, a gyarto altal 9sszeallitott pufferek és egyszerii, centrifugalason alapuld

elvalasztasi eljarassal eredményez magas tisztasagl DNS-izolatumot (Lukécs, 2018)

4.2. ISSR és SCot vizsgalat
4.2.2. PCR-vizsgalat

A PCR vizsgalatok soran mind az ISSR, mind pedig a SCot primerek alkalmazasa
esetén, azonos receptet alkalmaztunk, a PCR mix elkészitésenel. Egy minta PCR mix
elkészitéséhez az 5. tablazatban feltintetett komponenseket hasznaltuk.

Az ISSR markerezesi technika elvégzésehez 17 univerzalis primert valasztottunk ki a
British Columbia Egyetemen Kifejlesztett ISSR primerek koziul (The Michael Smith
Laboratories, University Of British Columbia, primer set 9, Vancouver, BC, Kanada), melyek
szekvenciaja az 6. tablazatban lathat. A SCoT mddszerhez 10 primert valasztottunk a Collard
és Mackill (2009) altal k6zolt primerek kozul, melyek szekvenciaja a 7. tablazatban talalhato.

A reakciéhoz Swift™ MaxPro (Esco Micro Pte. Csertex, Budapest) tipust késziiléket

hasznaltunk a 8. tablazatban lathaté hdmérsékleti profilt alkalmazva.

5. Tablazat: APCR vizsgalat soran alkalmazott komponensek és koncentracidjuk

Komponens Mennyiség
DreamTaq polimeraz puffer 10 x

Primer 2 UM

dNTP 2 UM

BSA 1%

DMSO 2%

DNS 20-80 (g
DreamTaq Polimeraz-Enzim 0,15 egység
MQ 15 0l
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6. Tablazat: Az alkalmazott ISSR primerek és a nukleotid sorrendjuk

Primer Nukleotid sorrend
UBC 808 AG AGAGAGAGAGAGAGC
UBC 809 AG AGAGAGAGAGAGAGG
UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
UBC 817 CACACACACACACACAA
UBC 818 CACACACACACACACAG
UBC 826 ACACACACACACACACC
UBC 827 ACACACACACAC ACACG
UBC 835 AG AG AGAG AGAGAGAGCTC
UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAG
UBC 857 ACACACACACACACACYG
UBC 861 ACC ACC ACC ACCACCACC
UBC 873 GACAGACAGACAGACA
UBC 888 BDB CACACACACACACA
UBC 889 DBD AC AC ACACACACAC

7. Tablazat: Az alkalmazott SCot primerek és nukleotid sorrendjiik

Primer Nukleotid sorrend
SCot 1 CAACAATGGCTACCACCA
SCot 13 ACGACATGGCGACCATCG
SCot 14 ACGACATGGCGACCACGC
SCot 15 ACGACATGGCGACCGCGA
SCot 22 AACCATGGCTACCACCAC
SCot 28 CCATGGCTACCACCGCCA
SCot 29 CCATGGCTACCACCGGCC
SCot 30 CCATGGCTACCACCGGCG
SCot 31 CCATGGCTACCACCGCCT
SCot 35 CATGGCTACCACCGGCCC
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8. tblazat: A polimeraz lancreakcio Iépesei és hémérsékleti profilja.

Folyamat Hoémérséklet (1/C) | 1d6 (perc) Ciklusok szdma
El6denaturacid 94 5

Denaturacio 94 1

Primerek kot6dése 49 1 40
Lanchosszabbitas 72 15

Lehiités 4

4.2.3. Adatok kiértékelésenek menete

A PCR termékek elvalasztasahoz 1%-os (v/w) etidium bromiddal festett agar6z gélt
hasznaltunk, 1XTBE pufferben. A mintak eredmenyes értékeléséhez 110 V-on, 60-120 percen
keresztll valasztottuk szét a fragmentumokat (primertdl fliggéen), majd UV fény segitségével
vizualizaltuk a gélmintazatot.

A gélképek értékelése adott méretii fragmentum jelenléte (1) vagy hianya (0) alapjan
tortent, a kapott eredményeket Microsoft Excel tablazatba rogzitettiik. A binaris tablazatot a
PAST nevii programmal elemeztiik mind az ISSR, mind a SCot primerek esetében
dendrogramot, PCA grafikont, illetve Stacked grafikont készitettink (PAST, 2001). A
dendrogram készités esetében az ISSR és a SCot modszer esetén is Paired group (UPGMA)
algoritmust hasznaltunk, Jaccard hasonlosagi indexet alkalmazva.

A polimorf fragmentumok gyakorisaga mutatja meg nekiink, hogy az altalunk vizsgalt
egyedek genetikailag mennyire valtozékonyak. Egy populacionak a genetikai variabilitasat a
polimorf fragmentumok és az egyed szinten taldlt &sszes fragmentum szamabol lehet
kiszadmolni, amelyet a 3. abra mutat meg.

n
=- 'El' Pilogz Pi

3. Abra: n=genotipusok szdma, a pi= az i-edik genotipus gyakorisaga
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5. EREDMENYEK
5.1. Adatok kiértékelése

5.1.1. Az ISSR és SCot primerek eldzetes tesztelésének eredménye

Els6 1épésként mind az ISSR, mind a SCot primerekkel végeztiink egy-egy teszt
vizsgélatot, hogy lassuk melyek azok a primerek, amelyek tobb, jol lathatd amplifikdtumot
eredményeznek. Osszes 24 ISSR és 36 SCoT primert teszteltiink Az ISSR primerek esetén 24
primert teszteltiink, melybdl végiil 17 keriilt kivalasztasra, a SCot primerek esetében 36
primerbol végiil 10 keriilt kivalasztasra. Az ISSR primerekkel végzett teszt eredményét a 4.
abra, még a SCot primerekkel végzett vizsgalat eredményeit a 5. abra és az 6. abra mutatja be.

Az abrakon z6ld szin jel6li az altalunk kivalasztott primereket és piros szin jelli az altalunk

végul nem hasznalt primereket.

S0 o2 [y - J 5 S o |
BN £ s S A A al

807 808 809 811 812 816 817 818 823 825 826 827 835 840 841 842 857 861 873 881 885 887 888 889 L.

4. Abra: Az ISSR primerekkel végzett elsd tesz, amely alapjan kivalasztottuk a

vizsgalatunkban alkalmazando primereket.

! —_— B ¢
..—d=-— — v—d—"!.'w—-”.

-
-
L. SCI SC2 SC3 SC4 SC5 SC6 SC7 SCS8 SC9 SC10SC11 SC12 SC13 SC14 SC15 SC16 SC17 SC18 SC19

5.4bra: A SCot primerekkel végzet els6 tesz eredménye (SC1-SC19), amely alapjan

kivalasztottuk a vizsgalatunkban alkalmazandd primereket.

24



—
L — -.. !“-—.
—

w™
L. SC20 SC21 SC22 SC23 SC24 SC25 SC26 SC27 SC28 SC29 SC30 SC31 SC32 SC33 SC34 SC358C36

6. Abra: A SCot primerekkel végzet elsd tesz eredménye (SC20-SC36), amely alapjan
kivalasztottuk a vizsgalatunkban alkalmazandé primereket.

5.1.2. Az ISSR primerekkel torténé vizsgalat eredmenye

Mind a 17 kivalasztott ISSR primer hasznalataval értékelhetd amplifikacid tortént. A
binaris tablazatok adathalmazat felhasznalva elemeztiik a primerek polimorfizmusat, amelyet a
7. tablazatban gyijtottiink dssze. Osszesen 137 db fragmentum képz6dott, ami primerenként
atlagosan 8,06 fragmentumot jelent. Az amplifikalodott fragmentumok 80,29%-a polimorfnak
bizonyult. A legkevesebb polimorf fragmentumot a UBC 840-es és UBC 873-es primer
eredményezte, mig a legtobb a UBC 809, UBC 826 és a UBC 835-as primer esetében volt. A
UBC 857-es primerrel amplifikalt fragmentumbdl nem volt egy se polimorf, mig hét primer
esetén az 0sszes amplifikalt fragmentumok polimorfnak bizonyult (7. tablazat).

A legnagyobb polimorfizmus a UBC 808, UBC 809, UBC 811, UBC 817, UBC 818,
UBC 835, UBC 842 primerek adtak melyeknél a polimorfizmus mértéke 100% volt.

A binaris tablazat felhasznalasval UPGMA dendrogramot készitettilk a PAST szoftver
segitségével, mely az 7. abran lathatd. Ugyanennek a szoftvernek a segitségével fOkoordinata
analizist (PCoA) is végeztiink, melynek eredménye a 8. dbran lathaté és egy Stacked grafikont,
amely a 9. dbran lathatd. Mind a dendrogram, mind a PCA abra jol megmutatja, hogy az altalunk
vizsgalt Capsicum chinense fajtak genetikailag kozel allnak egyméshoz. Erdekes, hogy az
altalunk kivalasztott két Capsicum frutescens fajta a kozul a ‘Scotch Bonnet Red’ kdzel &ll a
Capsicum chinense fajtdkhoz, mig a ‘Yellow Scotch Bonnet’ jol elkuléniul a dendrogram egy
masik agan, illetve a PCoA abran is tavolabb helyezkedik el. Az egyetlen vizsgalt Capsicum
baccatum fajta a ‘Starfish Yellow’” minden mas fajtatol tavol esik, a dendrogramon teljesen
kilon agon talalhato és a PCA abran is nagy tavolsagra helyezkedik el az Gsszes tobbitdl. A
dendrogramon j6l lathatd, hogy a C. chinense fajtak két nagyobb agon helyezkednek el. A képen
lathaté bal oldali nagyobb agon belil két kisebb &g van, amiken két-két fajta szorosan

helyezkedik és egy harmadik elkilonil. Az egyik csoportban a ‘Yellow Bhut Jolokia’ és a
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‘Trinidad Scorpion Yellow’ és hozzajuk csatlakozik a ‘Trinidad Scorpion Red’. A masik kisebb

agon helyezkedik el a ‘Bhut Jolokia II” és a ‘Dorset Naga’, és hozzajuk csatlakozik ‘Carolina

Reaper Yellow’. Az agrajz ezen részéhez kapcsolodik még két fajta, a ‘Fatalii Yellow’ és a

‘Apocalypse Scorpion’. A masik nagyobb agon szorosan egymas mellett helyezkedik el a

‘Habanero F1 Yellow’ és a ‘Habanero F1 Red’. Ugyanezen az agon talalhato még ‘Scotch

Bonnet Red’, ami C. frutescens fajta, illetve a ‘Carolina Reaper Red’. Egy kiilonallo kisebb

agon talalhat6 a ‘Naga Morich’ és a ‘Red Savina’ és kozvetlen emellett a paros mellett

helyezkedik el a ‘Trinidad Scorpion VV7°. A Stacked grafikon megmutatja, hogy az egyes

fajtak eseteben hany fragmentum amplifikalodott. A <Starfish Yellow’ esetében volt a legkisebb

a fragmentum szam, mig a ‘Habanero F1 Y’ estében a legnagyobb.

7. Tablazat: Az ISSR primerek, amelyeket alkalmaztunk, az amplifikalt fragmentumok szama,

a polimorf fragmentum szdma és ezek %-0s aranya.

Alkalmazott primer Osszes ampllflkéllédott Polimorf , Polimorf l16kuszok
fragmentek szdma fragmentek szama

UBC 808 10 10 100%
UBC 809 11 11 100%
UBC 811 5 5 100%
UBC 812 11 10 90,90%
UBC 817 6 6 100%
UBC 818 6 6 100%
UBC 826 12 11 91,66%
UBC 827 11 9 81,80%
UBC 835 11 11 100%
UBC 840 4 1 25%
UBC 841 10 8 80%
UBC 842 8 8 100%
UBC 857 4 0 0%
UBC 861 11 4 36,36%
UBC 873 3 1 33,33%
UBC 888 8 5 62,50%
UBC 889 6 4 66,66%
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9. Abra: Az ISSR markerek alapjan készitett Stacked grafikon, mely az amplifikalt

fragmentumok szamat szemlélteti.

5.1.3. ASCot primerekkel torténé vizsgalat eredmenye

Mind a 10 kivalasztott SCot primer esetében értékelheté amplifikacio tortént. A 8.
tablazat-ban elemeztik a primerek polimorfizmusat a binaris tablazatok adathalmazat
felhasznalva. Osszesen 105 db fragmentum képzédott, ami primerenként 4tlagosan 6,18
fragmentumot jelent. Az amplifikalodott fragmentumok 92,38% polimorfnak bizonyult. A
legkevesebb polimorf fragmentumot a SCot 35-6s primer eredményezte, mig a legtdbbet a SCot
15-0s primer. Négy primer esetén minden fragmentum polimorfnak bizonyult.

A primerek polimorfizmusét a 8. tdblazat mutatja be.
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8. Tablazat A SCot primerek, amelyeket alkalmaztunk, az amplifikalt fragmentek szdma, a

polimorf fragmentek szdma és ezek %-os aranya.

: Osszes amplifikalddott Polimorf Polimorf
Alkalmazott primerek , , .
fragmentek szama fragmentek szama I6kuszok %

SCot 1 5 4 80%
SCot 13 15 15 100%
SCot 14 22 21 95,45%
SCot 15 31 31 100%
SCot 22 5 2 40%
SCot 28 6 6 100%
SCot 29 7 7 100%
SCot 30 6 5 83,33%
SCot 31 6 5 83,33%
SCot 35 2 1 50%

A SCot markerek alapjan készitett dendrogram, a 10. abran lathato, mig a PCoA elemzés
a 11.-ik abran és a 12.-ik abra pedig a Stacked grafikont mutatja be. A dendrogram az ISSR
maodszer alapjan készilt abrahoz hasonld. Az 6sszes Capsicum chinense fajta egy kladon
helyezkedik el, kozel allnak egymashoz genetikailag. Erdekes modon ezen a tdrzsfan a
Capsicum frutescens fajtak elhelyezkedése mashogyan alakult. A ‘Yellow Scotch Bonnet’,
amely az el6bb tavol helyezkedett el a tobbi fajtatol, most a ‘Fatalii Y fajtaval egy agra kertilt,
mig ezen az abran a ‘Scotch Bonnet Red’ fajta helyezkedik el tavolabb az 6sszes tobbi fajtatol.
Ezen az abran harom nagyobb agra tagolddtak a C. chinense fajtak. A baloldali nagy agon jol
lathatd, hogy a ‘Trinidad Scorpion Yellow’ és a ‘Habanero F1 Red’ helyezkedik el k6zds agon,
és kozvetlen mellettik helyezkedik el a ‘Habanero F1 Yellow’. Az ISSR primerekkel alapjan a
két Habanero fajta egy agra kerdlt, itt viszont nem és ugyanez igaz a ‘Yellow Bhut Jolokia’-ra
és a ‘Trinidad Scorpion Yellow’-ra is. Egy kisebb mellékdgon ehhez a nagyobb &ghoz
kapcsolddik még a Trinidad Scorpion Red’ is. A masik nagyobb agon egymas mellet
kdzvetlentl helyezkedik el a “Yellow Carolina Reaper’ és a ‘Trinidad Scorpion VV7° és velik
alkot egy csoportot a ‘Dorset Naga’, amely az el6bb szoros kapcsolatban volt az ISSR primerek
esetén a ‘Bhut Jolokia I1°-vel, amely most méashol helyezkedik el a térzsfan. Az imént leirt két
nagyobb ag egy pontbdl indul illetve még ebbdl a pontbdl indul a ‘Apocalypse Scorpion’ aga
is, mely egyediil helyezkedik el rajta, ahogy az az el6z6 abran is tortént. Az utolsé agon
helyezkedik el kozvetlen egyméas mellett a ‘Naga Morich’ és a ‘Red Savina’. A torzsfan lathato

csoportositast megerdsitia PCoA dbra is (11. abra). A Stacked grafikonon (12. dbra), bemutatja,
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hogyan alakult az amplifikalt fragmentumok szdma a SCoT markerek alkalmazésaval. A
‘Scotch Bonnet Red’ és a ‘Naga Morich’ fajtak esetében volt a legnagyobb a fragmentumok
szama.
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10. Abra: A SCot markerek alapjan készitette UPGMA dendrogram.
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11. Abra: A SCot markerek alapjan elvégzett PCoA elemzés
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12. Abra: A SCot markerekkel amplifikalt fragmentumok szama Stacked grafikonon

abrazolva.
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5.1.4. A primerek kotodéséhez sziikséges homérséklet optimalizalasa

Vizsgalataink alatt, a PCR-k soran, minden alkalommal 49(1C-ot alkalmaztunk a primerek
bekotddési fazisanal. Az SC15-6s primer esetén sziikségesnek lattuk, a hoémérséklet feljebb
vételét 52[1C-ra, hogy kevesebb PCR termékink legyen, konnyitve ezzel a kiértékelés
folyamatat. A 13. abrén lathat6 a 4901C-on végzett PCR termékek elektroforézis képe, melynek
kiertékelését a rendkivil sok fragmentum jelenléte miatt kivitelezhetetlennek lattuk. Ezért
megismételtiik a reakcidt egy magasabb primertapadasi hdmérsékletet alkalmazva. A 14. dbran
lathatd az 52[1C-on veégzett reakcioval létrejott fragmentumok elektroforézis képe, amely
Iényegesen kevesebb fragmentumot eredmeényezett és ezt mar sikerrel értékeltik ki. A két képet

Osszevetve jol lathato, hogy a magasabb primertapadasi hdmérséklet egy letisztultabb, jobban

atlathat6 képet eredményezett.
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13. Abra A 49[1C-0s primer bekotddési hdmérséklettel elvégzett PCR képe.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 L.

14. Abra Az 52[1C-0s primer bekotddési hémérséklettel elvégzett PCR képe.

32



5.1.5. Az ISSR és SCot primerek eredményeinek kombinalt értékelése

Az ISSR és SCot primerek altal kapott eredményeket kombinélva is elemeztik. Az
kombinalt eredmények alapjan készult dendrogramot a 15. abra, mig a PCoA képet a a 16. abra
mutatja be.
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15. Abra: Az ISSR és SCot markerek egyiittes figyelembevételével készitett dendrogram.

Mivel a két modszer kulon-kiilon is nagyon hasonld eredményt hozott, nem meglepd,
hogy a ketté kombinalt elemzése is hasonld abrakat eredményezett. A Capsicum baccatum fajba
tartozo ‘Starfish Yellow’ fajta nagyon tavol all a tobbi fajtatél, mig a két Capsicum frutescens
fajta szintén megtartotta azt a poziciot, amelyet a korabbi elemzések soran mutattak.
Mindemellett a Capsicum chinense fajtak két nagy csoportot alkotnak, mely két csoport mind a

dendrogrammon, mint a f0koordinata elemzésben jol elkiiloniil.
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16.Abra: Az ISSR és SCot primerek adatait felhasznalva készitett PCoA abra.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

A Capsicum nemzetseégen bellll végzett Kisérletek soran nem jelezték, hogy a DNS
extrakcio kapcsan barmilyen komplikacio lépett volna fel vagy, hogy az alapveté DNS kivonasi
protokolon valtoztattak volna (Prince et al.,1997), mi sem tapasztaltunk ilyen jellegii problémat.
Az ISSR primerekkel végzett kutatdsok soran Thul és munkatérsai (2011) 22 fajtan végeztek
Kisérletet a Capsicum nemzetségbdl. A genotipusok kozott jelentds genetikai valtozatossagot
figyeltek meg az RAPD és ISSR primerek alkalmazasaval. Az OPJ-20 RAPD-primer és az
UBC-826 ISSR primer altal generalt savprofil egyértelmiien kimutatta a genotipusok kozotti
genetikai variabilitast. A 40 vizsgalt RAPD-primer kozil 27 reprodukélhaté savokat hozott
létre. Az 0Osszesen 71 fragmentumbol 67 (94,4%) polimorf volt, négy viszont nem.
Hasonloképpen, az ISSR primerek kezdeti szlirése az egyértelmii és megismételhetd
savprofilok szempontjabdl azt mutatta, hogy a 13 vizsgalt primer kozil csak nyolc adott
egyértelmli és megismételhetd savokkal rendelkezd amplifikacidos termékeket. Ez a nyolc
primer 0sszesen 76 savot generalt, amelyek kozul 75 (98,7%) volt polimorf. Az eredmények
azt mutattak, hogy esetiikben az ISSR primerek hatékonyabbak voltak a genotipusok kdzotti
polimorfizmus kimutatasaban. Esetlinkben sem volt ez masképp, hiszen az ISSR primerek
esetén a vizsgalatokat 17 primerrel végeztik el, amelyek kozil hét olyan primer is volt, amelyek
esetén a mintak 100%-o0s polimorfitast mutattak, 0sszességeben pedig 80,29%-0s volt a
polimorfitas az egyedek kozott.

Tsaballa és munkatarsai (2015) csilipaprikak molekuléaris jellemzését végezték el ISSR,
SCot és EST-SSR molekularis markerekkel. A SCot primerekkel végzett PCR-amplifikacio
reprodukalhatd amplifikacios termékeket eredményezett. Osszesen 53 fragmentumot
azonositottek a 30 Capsicum annuum tajfajta és a ‘Starvos’ fajta vuzsgalata soran hat SCot
markerrel, amelyek kozil 48 sav polimorf volt, azaz az egyedek 90,57%-0s polimorfizmust
mutattak. Az amplifikalt termékek mérete 300 és 5100 bp koz6tt mozgott.

A hat ISSR-primerbdl allo készlet minden vizsgalt fajtanal tobbsavos mintazatot
mutatott. Ez a primer-készlet 6sszesen 53 megbizhatd és reprodukalhat6 savot amplifikalt a 30
vizsgalt paprika fajta és a ‘Starvos’ fajta DNS-ébol, amelyek koziil 44 volt polimorf. Az
egyedek kozotti polimorfitas 83,6% volt. Az 6sszes amplifikalt fragmentumok szama 6 és 11
kozott, a polimorf fragmentumok szdma pedig primerenként 4 és 10 kozott volt. Az atlagos

fragmentumszam 7,5 volt. A fragmentumok mérete 400 bp és 3100 bp kdzott valtozott.
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Esetiinkben a SCot primerek altal vizsgalt a 17 fajta hasonld, 92,38%-0s polimorfitast
mutatott, illetve az ISSR primerek &ltal vegzett kisérlet sordn is hasonlé 80,29%-0s
polimorfizmus értéket kaptunk.

A novények, amelyekrdl a novényanyagot begyiijtottiikk, azonos termesztékdzegben,
azonos kornyezeti feltételek mellet néttek, mégis azonosithatéak voltak koztiik a morfologiai
kilénbségek. Ez megmutatkozott a nbvények magassagaban, szélessegében és eltérd viragzasi
idejében. A valasztott molekularis markerekkel, mind az ISSR, mind a SCoT technikaval
elkiiloniiltek a vizsgalt fajtdk egymastdl, a harom vizsgalt faj elkiiloniilt egymastol.

1990-ben egy angol hazaspar, Michael és Joy Michaud, ‘Naga Morich’ magokbol
neveltek névényeket, majd tovabb szaporitottdk a fajtat. Az évek alatt rengeteg féle szindi,
formaju és erésségii utdd hasadt ki az utodpopulaciokbol. Igy jott létre a genetikai szempontbol
sokkal stabilabb ‘Dorset Naga’ is, amelyet sokan a mai napig tévesen ‘Naga Morich’-nak
hivnak, pedig két kilon fajtarol beszelink. Esetiinkben ez jol latszik, mind az ISSR, mind a
SCot primerekkel készitett abrakon, hogy bar genetikailag kozel allnak egymashoz, mégsem a
legktzelebbi rokonok a vizsgéalt fajtak kozott (http 20).

Yukatanban, Mexikoban hoztak létre négy Habanero F1 vonalat, melyek szinlikben
térnek el elsOsorban: sarga, piros, narancssarga €s lila szinli terméseik vannak. Mi ebbdl a
‘Habanero F1 Yellow’-t és a ‘Habanero F1 Red’-et vizsgaltuk, igy nem véletlen, hogy a két
fajta ilyen kozel all egymashoz abrainkon (Mufioz, 2020).

Eredményeink alapjan a ‘Naga Morich’ és a ‘Carolina Reaper Red’ nagyon kozel allnak
egymashoz genetikailag. A ‘Carolina Reaper Red’ megalkot6ja Ed Currie a ‘Naga Morich’-ot
hasznalta alapanyagul a nemesités soran. Ez a kapcsolat az abrainkon is remekul
megmutatkozik (http 21).
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7. OSSZEFOGLALAS

A csilipaprika egy kedvelt zoldséegndvény, amely mara a vildg legtobb részét
meghdditotta. Alkalmazzak fliszerként, disznovényként, de legismertebb hatéanyagat, a
kapszaicint, felhasznaljak a gyogyaszatban is, illetve a husosfalt toktermés magas C-vitamin
tartalma miatt nagyon jo egészségmeg6rzo hatasa van termésének.

A csilipaprika Europaban valo elterjedése a Torokorszagban fellépd borshiany, illetve
ebbdl kifolyodlag, annak magas ara miatt valosulhatott meg, mivel sziikség lett egy alternativ
fliszern6vényre. A paprika 1494-ben kerilt Eur6paba, mikor Kolumbusz visszatért masodik
Amerikai Utjardl.

Munkank soran a Capsicum nemzetség 17 fajtajat felhaszndlva készitettlink
Osszehasonlito jellemzést PCR alapti molekularis markerekkel. Az eldzetes teszt alapjan,
melyben 24 ISSR és 36 SCoT markert alkalmazhatosagat vizsgaltuk, végil 17 ISSR és 10 SCot
primert hasznaltunk fel. Az agar6z gélelektroforézis utan, a gélképeket prezencia abszencia
alapjan ertékeltiik s az adatokat binaris tablazatba foglaltuk, igy lehet6ségiink nyilt az egyedek
fragmentum alapu Osszehasonlitdsara. Az eredményeket a PAST program segitségével
elemeztiik, mellyel UPGMA dendrogramot, fékoordinata elemzést, illetve Stacked analizist
vegeztunk.

Eredményeink bemutatjak a vizsgalt fajtdk genetikai kapcsolatat. A dendrogramok és
fokoordinata elemzés segitségével megallapitottuk, hogy a Capsicum chinense fajba tartozé
fajtak kozotti genetikai kiilonbség igen kis mértékii. A két Capsicum frutescens fajbol szarmazé
fajta eseten jol kivehetd, hogy genetikailag sokkal kézelebb allnak a Capsicum chinense fajba
tartozo fajtakhoz, mint a Capsicum baccatum faj ‘Starfish Yellow’ fajtahoz amely minden abran
kivétel nélkul a legmesszebb helyezkedik a tdbbi vizsgalt fajtatol és mely mar a vizsgalatok
soran, a fragmentumok agardz gélen elvalasztott mintazata alapjan is elkilonult a tobbi fajtatol.
Mind az alkalmazott ISSR, mind a SCoT markerek alkalmasak a fajok elvalasztasara, illetve az

egyes fajtak elkllonitésére.
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