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Bevezetés

Az embriogenezis in vivo koriilmények kozott megtermékenyitett petesejtbol indul ki.
Azonban a fejlett biotechnoldgiai kutatdsok, melyek a sejtek totipotencialjat kihasznaljak,
olyan modszereket dolgoztak ki, melyben szdmos mas sejtbdl is képesek embriogenezist
indukalni.

A mikrosporak azaz éretlen pollenszemek in vitro tenyésztése (androgenezis)
napjainkban az egyik legfontosabb kutatasi teriilet a ndvénynemesitésben alkalmazott
biotechnologiai moédszerek kozott. Ez a haploid technoldgiai eljaras lehetdévé teszi a him
haploid (DH) vagy kett6zott haploid ndvényekké. Tobb gazdasagilag fontos névény fajbol
DH novények eloallitdisa lehetséges, melyet késobb szelekcid utjan tovabbi
ndvénynemesitésre vagy egyéb kutatasi célra (pl.: genetikai térképezés) lehet felhasznalni.

Paprika esetében az indukalt androgenezis els6 modszere a portoktenyésztés a ’70-es
években kezdddott el, de napjainkban is fontos alap- alkalmazott kutatasi teriiletnek szamit.
A portoktenyésztés szamos hatranya (1, munkaigényes 2, szomatikus és haploid szovetek
kozos tenyésztése) miatt az izolalt mikrospora tenyésztés lett az az eljaras, mely szintén a
kutatds homlokterébe keriilt az utobbi 6t-hat évben.

A mikrospora eredetli novények eldallitasa soran szamos befolyasold tényezdvel kell
szamolni. A sikeres indukcié érdekében figyelembe kell venni a donor ndvények
felnevelését, a mikrosporak fejlettségi allapotat, az eldkezeléseket a portokkultirakban és a
mikrospora tenyészetekben egyarant, az alkalmazott tapoldat Osszetevoit valamint fajtol
fiiggben az alkalmazott dajkatenyésztés soran felhaszndlt ovarium, mint dajka indukcios
hatésait. Tovabba fontos tényezOként kell szdmon tartani az antibiotikum koncentracid
mennyiségét, mindségét. Mai napig is olyan publikdciok jelennek meg melyekbdl kitlinik,
hogy a paprika mikrospora eredetli ndovényi regeneralasi modszer protokollja még
fejlesztéseket igényel.

TDK dolgozatom sordan célul tliztik ki a moddszer tovabbi optimalizalasat.

Célkituzéseim kozé tartozik:

1. Az izolalt paprika mikrospéra tenyésztés kritikus lépéseinek (indukcid,

dajkatenyésztés és novényregeneralas) nyomon kovetése.



2. Tanulmanyozni Kiilonb6zo osszetételii (makro-, mikroelemek és antibiotikumok)

tapoldatok hatasat mikrospora tenyészetben fejlodé embrioidok mennyiségére.

szervfejlodésre.

4. Mikrospora eredetii novények ploid fokinak meghatarozasa és a fertilis spontan

DH novények kivalogatasa a novénynemesités szamara.



1. lrodalmi attekintés

1.1. Androgenezis torténeti attekintése

Novényi szovettenyésztési modszerek kidolgozasa ma mara megvaldsithatova tették a
novényi sejtek izolalasat, fenntartasat, felszaporitasat, majd ezekbdl regeneralhatd ndvényeket

fejlédését (in vitro novény-sejt-névény rendszer).

A novényi biotechnologia egyik f6 kutatasi teriilete az in vitro koriilmények kozott
megvalosuld haploid illetve DH novények eldallitasa. Tobb fajban tobb eljarast sikeriilt
kidolgozni az utdbbi fél évszazadban, melyeknek eredményeképpen a ndvénynemesitésben
lehetett U fajtakat eldallitani a mezOgazdasag termelés sikeressége érdekében.

A nemesités, fajta eléallitas rendkiviil hosszu folyamat, akar 8-10 évet, néha tobbet is
igénybe vesz klasszikus nemesitési modszerekkel. Ahhoz, hogy ez a kozel 10 éves generacios
id6t lecsokkentsék, kiilonboz6 eldallitasi biotechnikak kidolgozasa tortént. A modszerek
koziil mara mar az egyik legjelentsebb eljarasok kozé tartozik a portoktenyésztés (in vitro
androgenezis). Portoktenyészetekkel vald kutatds mar az 1930-as években elkezdddott,
amikor i1s még csak a gametogenezis vizsgalata volt a 6 cél. Az elsd portoktenyészetbdl
szarmazd haploid novény majd 30 évvel késébb sikeriilt eldallitni, a Datura innoxia
portokulturajabol (Guha és Maheswary 1964). Késébb tobb szamos novényfajtabol, pl.
rizsbol (Niizeki 1968) és mas haszonnovényekbdl allitottak el haploid eredeti novényeket.
Az 1980-as években kezdddtek azok a kutatdsok, amelyek az izolalt mikrospora eredetii
novények létrehozasardl szamoltak be. A modszer oriasi eldrelépést jelentett a nyolcvanas
években, hiszen eldszor tudtak szomatikus szovetektdl (portok fala) teljesen mentesen, csak
haploid sejtekbdl allo sejttenyészetet létre hozni, melybdl haploid illetve DH novényeket
lehetett el6allitani Lichter (1982) volt, az a kutato, aki elészor hozott 1étre ilyen ndvényeket
Brassica napus éretlen pollenjeibdl. Azota szamos novényfajbol sikeriilt eléallitani haploid
novényeket, mint pl. dohanybol (Touraev és mtsai 1996) vagy szdmos gabonafélébdl,
tritikalébol (Pauk és mtsai 2000, Eudes és Amundsen 2005), durum buzabdl (Cistue és mtsai

2006).



Napjainkig mar mintegy 80 nemzettség csaknem 300 novényfajanak mikrosporajabol
sikeriilt indukcioval legalabb embriot, tobb esetben novényt is eldallitani. (Dudits és Heszky

2000).

1.2. Paprika portok- és mikrospoéra tenyésztési tudomanyos hattere

A flszerpaprika termesztése mar tobb évszazadra nyulik vissza hazankban és a vildgon
is. A novénynemesitok szamara a paprika in vitro tenyésztési modszerek alkalmazasa
kiemelkedd fontossagi. Az elsd paprika portok eredetli haploid ndvények eldallitisa egy
idében 3 kiilonb6z6é laboratoriumnak sikeriilt 1973-ban: George ¢s Narayanaswamy
kutatoknak Indidban, Wang és mtsainak szintén még ebben az évben Kindban, valamint Kuo
¢s mtsainak is. Azota szadmos fejlesztést sikeriilt megfigyelni, mellyel novelhetdé volt a
regeneralhaté novények mennyisége. A mikrospora eredetii paprika novények kutatdsi hattere
még nem annyira gazdag, ezért a portok tenyészetek eredményeire kell elsdsorban
hagyatkozni. Kétlépcsds rendszert dolgozott ki 1979-ben Sibi és mtsai, melyet késébb Dumas
de Vaulx és mtsai optimalizaltak (1981), miszerint a portok kultarat el6szér magas hormon
egy kisebb hormon koncentraciot tartalmazo taptalajra. 2006-ban Supena €s mtsi kidolgoztak
egy olyan modszert, mely a portokokbol kiszorddott mikrospordk tenyésztésén alapul,
gyakorlatilag ez az eljaras is portoktenyésztésnek tekinthetd (Supena és mtsai 2006a). Ez az
ugynevezett Gsztatott portoktenyésztés vagy kiszorodott mikrosporak tenyésztése. A harmadik
publikalt modszer a szomatikus szovetektdl teljesen elkiilonitett, izolalt mikrosporak
tenyésztése. E moddszer alkalmazasarol Supena ¢€s mtsai tettek eldszor emlitést (2006a),
azonban Kim ¢és mtsai irtdk le el6szor részletesen az eljarast (2008). Dolgozatom soran is ezt

az eljarast fogom tanulmanyozni.

1.3. A portok- és mikrospoératenyészetek elényei, hartanyai

Az androgenezis utja soran az indukalt mikrospdra, ha optimalis feltételek mellett
izolaljuk és tenyésztjiik, a normal gametofiton fejlédési folyamatrdl a sprorofiton fejlodési

utvonalra tér at, amelybdl embrid keletkezik és haploid vagy DH novény fejlodik. Mig a



legtobb korai DH eldallitasi publikacid a portokulturdkkal foglalkozik, az utobbi idében az

izolalt mikrospoéra all a paprika haploid kutatas kozéppontjaban.

Mindhérom eljaras (portoktenyésztés, usztatott portoktenyésztés és izolalt mikrospora

tenyésztés) elonyeként emlithetd:

A teljes homozigota allapot (vonal) Iétrehozdsanak ideje 8-10 generdciorol 1
generaciora csokkenthetd.

A haploid és DH novényekben lehetdség nyilik a kiilonben esetleg rejtve marado
recessziv tulajdonsagok gyors fenotipusos megjelenésére.

Mivel genetikailag tiszta vonalakat kapunk, ezért géntérképezésre, és molekularis

markerezéshez egyarant hasznalhatok.

A mikrospora tenyészetek elonyei a portokkulturdkkal szemben:

A portoktenyészetekben (ide értve az Usztatott portoktenyészeteket is) egyszerre
talalhatd n és 2n sejtek, dipliod szdvetek tgymint a portok fala vagy a csatld. A
regenerdlt novény eredete nehezen azonosithatd, a portokfal szdoveteibdl vagy a
mikrosporabol szarmazd novények nehezen megkiilonboztethetoek. Az izolalt
mikrospora tenyészetekben biztos a haploid eredetiiség.

A mikrospérdk kozvetleniil érintkeznek a regenerald taptalajjal, igy a kiilonb6zo
kezelések hatasa kozvetlen a célsejteket érik.

A mikrospora kulturdkban sokkal jobban vizsgalhato a mikrospora embridva

fejlédése, jol nyomon kdvethetdk a valtozasok a mikrospdra embridgenezis soran

1.4. In vitro androgenezis sikerességének befolyasolé tényezéi

A modszer alkalmassagat tobb tényezd is egyszerre befolyasolhatja tgymint:

donor novények genotipusa €s

donor novények felnevelési feltételei

a mikrosporak optimalis fejlettségi allapota

stressz faktorok indukcios szerepe az androgenezisben
indukcids tapoldat osszetétele

dajkatenyé€sztés



e antibiotikum koncentracidja

e ndvényregenercios taptalaj Osszetétele

1.4.1. A donor novények genotipusanak és kornyezeti feltételeinek
befolyasolé hatasa

A genotipus, az els6 olyan faktor, mely befolyasolhatja nagymértékben a DH novények
kialakulasat paprika portok-, usztatott portok €s mikrospdra tenyészetben egyarant (Mitkyo és
mtsai. 1995, Supena és mtsai. 2006a, Lantos és mtsai. 2009). A tenyészetekben indukéalodott
androgenezis sikeressége, majd a regeneralddd novények létrejotte fligg a donor ndvények
¢letkoratol, a levegd hdmérsékletétdl, a megvilagitastol. Kiilonos gondot kell forditani a donor
novények gondos felnevelésére beleértve a rendszeres tapanyag utdnpotlast, fitotechnikai

munkdkat és a novényvédelmet is.

1.4.2. Viragbimbok és portokok fejlettsége morfolégia alapjan

A sikeres androgenezis érdekében a viragbimbo fejlettségi allapota is fontos tényezdkeént
van jelen. Kiils6 morfoldgia alapjan mar be lehet hatarolni, mely stadiumu fejlédésben van a
mikrospora (Kim és mtsai. 2004). Természetesen ezt kis mértékben modositja a donor ndvény
kora illetve id6jarasi koriilmények, igy a fejlettségi allapot mikroszkopos ellendrzése mindig
javasolt. A viragbimbok tanulmanyozasa szerint, hogy melyek alkalmasak tenyészetek
kialakitasara, a legfontosabb paraméter a csésze és sziromlevelek egymdashoz viszonyitott
aranya, valamint a portokok szine. Természetesen ez az indirekt karakterizalds megkdzelitd
pontossagi a genotipusok ¢és morfologiai tulajdonsdgok kozott, a  kiilonbozo
novényvonalaknal kisebb eltérések lehetnek.

A mikrospordk fejlddésének van egy olyan é&llapota, amikor a gametogenezis
determinacidja még nem kovetkezett be, ezért a mikrosporgenezisnek nincs meghatarozva a
fejlodés iranya, ami lehetdvé teszi a sporofita fejléddést az ontogenezis iranyaba (Dudits és
Heszky 2000). Az atmenet néhany o6ratél néhany napig tarthat a fajtol, homérséklettdl, a
sporofita fejlodés tipusatol, stb. fliggéen. Ez az allapot tobb gabonafélében egysejtes
vakuolumostdl és korai kétsejtes allapotig tart (Jahne és Lorz 1995), a blizdban és arpaban

kozép és késbdi egymagvas (Mejza és mtsai 1993), mig pl. a rizsben egymagvas és korai
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kétmagvas allapot az idedlis (Datta és mtsai 1990). Paprika esetében sikeresen lehetett
novényt regeneralni, ha a mikrospéra késéi egymagvas és korai kétmagvas allapotban van
(Lantos és mtsai 2009). A sporofita osztédasok soran minden esetben tobb leanysejtet
tartalmazo strukturak alakulnak ki a pollen falan beliil. Jelenleg mddszertani ismereteink
szerint nem lehet indukalni embriot illetve ndvényt minden egyes sejtbol, igy két feltétele van
a sikeres androgenzisnek:

e cgy, hogy a tenyészetben legyenek sprorofita fejlodési itvonalra determinalt

mikrospoérak illetve,
e czen sejtek fejlddési programjat indukdlni és realizalni lehessen (Dudits és

Heszky 2000)

1.4.3. Stressz kezelések

A stressz kezeléseknek is donté befolyasa van az androgenezis folyamataban. 1981-ben
alkalmaztak el6szor magas hémérsékletli elokezelést a portoktenyészetek soran (Dumas de
Vaulx ¢és mtsai 1981). Késébbi tanulmanyok is arrol szamoltak be, hogy a magas
hémeérsékleten (32-35°C) eldkezelt portokokbol nagyobb ardnyban lehet €16, mikrospora
embriogenezisre alkalmas mikrosporakat izolalni (Kim 2004). Tovabba az ozmotikus stressz
¢s ¢heztetés androgenezisre gyakorolt pozitiv hatasar6l is beszadmoltak paprika izolalt

mikrospora tenyészetben (Gémes és mtsai. 2009, Lantos és mtsai 2009).

1.4.4. Indukciés taptalaj befolyasol6 tényezoéi

A fentiekbdl jol latszik, hogy a regeneralt haploid ndvények mennyiségére ¢s
mindségére az indukcids tapkodzegek tobb komponensének is nagy befolyasolo hatasa van. In
vitro kultarak esetében, a sejteknek sziikségiik van minden biologiai és fizikai Osszetevokre,
melyek a novekedésiikhoz, fejlodésiikhoz egyarant fontosak.

Hat kiilonb6z6 csoportba sorolhatok azon komponensek, melyek sziikségesek az in vitro
tenyészetekben 1évo sejtek ndvekedéséhez:

e makroelemek
e mikroelemek

e vasforras



e vitaminok
e cukorforras
e ndvekedési faktorok

Makroelemek, mint a neve is utal ra, nagy mennyiségben kell jelen lenni az adott
tapkozegben, hogy biztositja a ndvény szamara a megfeleld ndovekedést. Ezek kozé tartozik a
nitrogén, foszfor, kalium, kalcium, foszfor, magnézium és a kén.

Mikroelemek, azok az nyomelemek, amelyekre a ndvénynek csak kis mennyiségben van
sziiksége. Ilyen nyomelem pl.: mangén, jod, réz, vas, molibdén, cink.

Vasforrast biztositunk a novény szamara etilén-diamin-tetraccetsav (EDTA) és vasszulfat
oldataval.

Cukorforrasként leggyakrabban alkalmazott a szachar6z, bar egyéb cukorforrasok is
rendelkezésre allnak (glikdz, maltoéz, galaktdz), melyek ugyanolyan esetleg jobb hatassal
rendelkezhetnek, mint a szachar6z. Fajtol is fligghet, hogy melyik a legalkalmasabb
cukorforras. Tobb faj izolalt mikrospdra tenyészetében a maltozt preferaljak.

Vitaminok kis mennyiségben igényelt, az életfolyamatokhoz elengedhetetlen vegyiiletek.
Egyes szervek miikddését serkentik, szabalyozzak. Hianyukra a szervezet milkddésében
rendellenességek 1épnek fel.

A novények novekedés szabalyz6 komponensek kritikus elemei kozé tartozik a
tapoldatnak. Ilyen regulatorok a ndvényi hormonok (melyek lehetnek endogén, a ndvény altal
kibocsajtott vagy exogén hormonok is egyarant) és szintetikus analdgjai. 5 novényi hormont
szokas altalaban novényi sejt kultardban alkalmazni:

e auxin

e  citokinin

e  gibberellin
e  abszcizinsav
e ctilén

Auxin az egyik olyan hormon, amely el6segiti a ndvényi sejtosztodast, valamint a ndvényi
sejtek novekedését. A természetben el6forduld indolecetsavat (IAA) csak korlatozott
mennyiségben hasznélatos, mert kdnnyen bomlik, ezért a stabilabb szintetikus valtozatat
hasznaljak, amely a 2,4-diklor-fenoxi- ecetsav (2,4-D). Az androgenezis indukcidja soran

kulcs szerepet jatszik tobb faj hatékony mikrospora-névény rendszerében.
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Citokininek a sejtosztodast segitik eld. Szovettenyészetekben leginkabb a zeatint ¢s a
kinetint hasznaljak. Tovabba a citokininek az embridszeri strukturak ndvényregeneralasaban
jatszanak fontos szerepet.

A tenyészetek soran alkalmazott hormonok mennyisége befolyasolja a tapoldat
tenyészetekre vald alkalmassagat. Tobb tanulmany is foglakozik a hormonok
leginkabb a zeatin és IAA (Supena és mtsai 2006), az izolalt mikrospoéra tenyészetenél pedig a
2,4-D ¢és a kinetin egylittes konbinacidjat hasznaltdk (Lantos és mtsai 2011) akércsak
portoktenyészetben (Dumas de Vaulx és mtsai. 1981). Mindkett6 esetében sikeriilt regeneralni

novényeket.

1.4.5. Dajkatenyésztés

Egyes fajoknal, mint pl.: arpa, repce dohany, az izolalt mikrospora tenyészetekbol
keletkezd embrio konnyen eldallithato-természetesen a megfeleld kezelések révén. (Davies és
Morton 1998, Coventry és mtsai 1988, Touraev és mtsai 1996). Azonban vannak olyan fajok,
mint pl. durum buza, biza (Mejza és mtsai 1993, Cistue és mtsai 2006) ahol az izolalt
mikrospora tenyészethez az ugyanabbol a fajbol izolalt ovariumot (megtermékenyitetlen
allapotii termd) hozzdadva szignifikdnsan nagyobb aranyi mikrospora eredetli embriot és
novényt kaphatunk. Azonban egyes fajok esetében, mint a paprika nem valosul meg ez az
eredmény. Kisérlet bizonyitja, hogy az idegen fajbol (legtobb esetben buza ovarium bizonyult
a legjobbnak) izolalt ovarium az izolalt mikrospora tenyészethez adva javitja az androgenezis
hatékonysagat (Lantos €s mtsai. 2009). Az ovarium hatasdnak kulcsa részleteiben nem ismert,
az ovariumban taldlhaté arabinogalaktinoknak és arabinogalaktian proteineknek
tulajdonitanak jelentds szerepet (Letarte és mtsai. 2006). Ezen ovariumok a mikrospora

eredetli struktirdk névekedését elosegitd anyagokat bocsajtanak ki.

1.4.6. Antibiotikumok

Az embriok fejlédésének egy sikeres eldfeltétele, hogy a mikrospéra tenyészet
egészséges, fertdzésmentes legyen. Mint ismeretes a belsd, endogén fertdzés az egyik komoly

probléma a ndvényi szOvettenyészetés soran, kiilondsen a paprika androgenezis esetében
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(Supena és mtsai 2006b). Az utobbi 50 év soran, az in vitro technikak metodikai fejlesztése és
a széles korben alkalmazott fertdtlenitdszerek €s antibiotikumok jelentdsen csokkentették a
mikroorganizmusok megjelenését az in vitro kultardkban. Azonban a sejt- és
szovettenyészetekben az alkalmazott antibiotikumoknak toxikus hatasai is megjelenhetnek,
nevezetesen az androgenezis hatékonysagat negativ mddon befolyasolhatjak.

Timentin és a rifampicin baktericid hatdsa miatt mar sikeresen alkalmaztak paprika
usztatott portoktenyészetekben (Supena és mtsai 2006b). Timentin aktiv hatasa elsGsorban a
Gramm-negativ baktériumokkal szemben van, mig a rifampicin sokkal hatdsosabb Gramm-
pozitiv baktériumokkal szemben. A cefotaxime antibiotikumot hazai kutatok alkalmaztdk
paprika mikrospora tenyészetben (Lantos és mtsai. 2009).

A Plant Preservative Mixture (PPM)-t, mar tobb mint 10 éve alkalmazzak
szOvettenyészetekben (Guri és mtsai 1998). A PPM széles spektrumu oldat, mely nem csak a
baktériumokkal szemben nyujt védelmet, hanem a gombék ellen is kivalé ellenszer. Azonban
mint ismeretes az antibiotikumok koncentracioja is egy meghatarozé pont a tenyészetek

soran. Tul nagy mennyiségben a sejtekre akar letalis is lehet.

1.4.7. Novényregeneracio

A mikrosporak direkt €s indirekt utvonalon fejlddhetnek tovabb embriova. Az indirekt
utvonal magaba foglalja a szabalytalan, aszinkronban 0sztodé sejteket, amibdl késébb kallusz
fejlédhet és organogenezisen keresztiil haploid embridkat eredményezhet. A direkt és egyben
preferalt utvonal az in vivo zigotikus embriofejlédéshez hasonld, ahol az embrid globularis,
sziv-, torpedo-, és szikleves stadiumon megy keresztiil. Ezen fejlédési stadiumon atesd

embriokbol nagyszamu névény regeneralhatod (Dudits és Heszky 2000)

1.4.8. Ploidfok vizsgalatok

A regeneralt novények ploid szintjét, tobb mddszerrel is ki lehet mutatni, koztiik a flow
cytométer alkalmazdsa a legelterjedtebb ¢&s elfogadottabb eljaras. Néhany esetben
bekdvetkezhet spontan rediploidizacio, ami homozigota DH novényeket eredményez. Ha nem

kovetkezik be spontan duplazodas, akkor a haploid ndvények kromoszéma készletét kémiai
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kezeléssel kell megduplazni. Az 6szi kikerics (Colchicum autumnale) alkaloidja, a kolhicin,
alkalmas erre a kezelésre.

Morfologiai kiilonbségeket lehet észrevenni a két kiilonb6z6é ploid szinttel (n és 2n)
rendelkez6 androgenezis eredetli paprika novények kozott. Dolcet-Sanjuan és mtsai 1997-ben
diploidoktol megkiilonbozették a haploidokat olyan morfoldgiai jellegek szerint, mint pl. az

internédiumok mérete, levelek nagysaga.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Novényi alapanyag és a donor novények nevelési korilményei

,,Szegedi 80” magyar fliszerpaprika genotipust hasznaltuk kisérleteink soran. A steril
magokat MS, taptalajon 25°C-on 16/8 6ras megvilagitas mellett csiraztattuk ndvényneveld
szobaban, és neveltiik a donor novényeket 4 leveles korig (1. tablazat). Az in vitro csiraztatas
a donor novények gondos nevelésének a része volt, de nem sziikségszerli alkotdeleme a
protokollnak. Egy honappal ndvénynevelés utan iiveghazi kiiiltetésre keriilt sor, a viragfoldbe
palantazott novényeket tovabbi 1 honappal késdbb az iiveghdz talajaba {ltettiik, ahol
csepegtetd  Ontozéssel, rendszeres tapanyag-utanpoétlassal (Ferticare) és  preventiv

novényvédelemmel gondoskodtunk a donor névények fejlddésérdl

2.2. A viragbimbo fejlettsége és a portokok izolalasa

A virdgbimbokat fejlettségiik, csésze és sziromleveleik 2:1 ardnya, portokok szine (2/3-
3/4 része antocianos) ¢és a mikrospora fejlettségi allapota alapjan lettek begytijtve, ilyenkor a
mikrosporak késéi egymagvas és korai kétmagvas allapotiiak, ami optimalis mikrospdra
tenyésztéshez. A bimbokat 20 percig NaOCI 2 %-0s csapvizes oldataban, 1 csepp Tween-20
detergens hozzaadasaval lettek ferttlenitve. Husz perces kezelést kvetden haromszor steril
vizzel oOblitettiikk a bimbokat. A portokokat liveg Petri csészékbe (55 mm atmérdjii) izolaltuk
(1 bimbo/Petri csésze), melyek 4ml 0,3M mannitol oldatot és 0,1-0,2% PPM (Plant
Preservative Mixture) oldatot tartalmazott a fertdzések megelézése végett. A portokokat

32°C-os termosztatban 1 hétig elokezeltiik.

2.3. Mikrospéra izolalas és tenyésztés

A portokok egy hetes el6kezelését kovetden a mikrosporak izolalasat végeztiik el.
A mikrospora izolalasnak tobb modszere is ismert, siirlis€g gradiens centrifugalas modszerét
alkalmaztuk kisérleteink soran.

Az izolalas folyamata a kovetkezd 1épésekbdl allt:

14



10.

11.

Az el6kezelt portokokat egy streril szlirOn keresztil egy
iivegpalcéaval 0,3M mannitol oldatban eldorzsoltiik.

A igy kapott szuszpenziot centrifugdlasra alkalmas tivegesovekbe
szétosztottuk.

A centrifugélds szobahdmérsékleten (21°C) 600 fordulat/perc
sebességgel tortént.

A centrifugalast kovetéen a feliiliszot eltavolitottuk, majd az
aljan  lévoé  iiledéket 0,5ml 0,3M  mannitol oldatban
felszuszpendaltuk.

A szuszpenziot rarétegeztiik 30% -0S maltdz tetejére.

A maltozra rétegzett szuszpenziot ismét centrifugaltuk 21°C-on
600 fordulat/perc sebességgel 10 percig.

A mannitol/maltéz gradiens centrifugalds modszere szerint az €16
mikrosporak egy fehér csikban jelennek meg a két oldat hataran.
Ebbél a rétegbdl pipettaztuk ki a mikrosporakat 4-6 ml 0,3 M
mannitol oldatba.

Az igy kapott szuszpenzidt ismét centrifugaltuk 5 percig
szobahdmeérsékleten 600 fordulat/perc sebességgel.

A centrifugalas utan ismét eltavolitottuk a feliszot, majd az aljan
Osszegyllt immar ¢€l6 mikrosporakra indukcids tapoldatot
szuszpendaltunk.

A mikrosporak stirliségét 3-3,5 x 10* értékre allitottuk be Biirker
kamraval. Petri csészénként 1,5 ml mikrospéra szuszpenziot
tenyésztettiink kozdsen 7 db bliiza ovariummal. A Petri csészéket

kb. 2 hénapig 28 °C-on sotétben tartottuk.

A dajkatenyésztés soran felhasznalt donor ndvény (tavaszi buza, genotipusa szerint ,,CY 45”)

az iiveghazban ndvekedett (16 oras fényellatas, nappal 18-20°C és éjszaka 12-15°C mellett).

2.4. Alaptapoldat hatasanak tanulmanyozasa

Munkénk soran két féle indukcids tapoldattal tenyésztettiik a paprika mikrospoérakat, az

alap B5 tapoldat (Gamborg és mtsai 1968) mellett a 2 BS tapoldat hatasat vizsgaltuk a
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tenyészetekben fejlédott embrioidok szama alapjan. A 2 B5 tépoldat fele annyi
koncentracioban tartalmazta a makro,- mikroelemeket és votaminokat egyarant. A 2. tablazat

mutatja a tdpoldatok Gsszetételét.

2.5. Antibiotikum hatasanak vizsgalata

A mikrospodra tenyésztés soran fert6zés 1éphet fel az endogén koérokozok kovetkeztében,
ezért tobb lépcsds rendszeren keresztiil csokkentettiik az endogén fertdzések kockazatat.
Portokok el6tenyésztése soran ezért a 0,3M-os mannitol oldathoz PPM oldatot adtunk (lasd
fenn).

Az izolalt mikrospora tenyésztekben teszteltiik a 0,025%; 0,05% és 0,1% PPM, a 200
mg/l cefatoxime, illetve a 100 mg/l timentin és 20 mg/l rifampicin antibiotikum kombinéacio

hatasat a fejlodott embrioidok szdma alapjan.

2.6. Novényregeneralas és Gerlite hatasanak vizsgalata a novényregeneraciora

A gelrite-t, mint szilardit6 agenst alkalmas szilard taptalaj készitésére. A mikrospora
kultira eredetli strukturdkat regenerald taptalajra helyeztiik, amelyek 3, 4, 5 illetve 6 g/l
gelrite hozzaadasaval késziiltek (3. tablazat). A struktardkon 1-2 hét elteltével megvilagitas
mellett hajtas és gyokérfejlodés indult meg, melyek felvételezésével ellendriztiik a gelrite
hatdsadt a novényregeneraciéra. A regeneralt novényeket MS, téptalajt tartalmazo
tivegcsovekbe helyeztiik. A jol gyokeresedett ndvényeket tiveghédzba kiiiltettiik, és polietilén

zacskoval takartuk az akklimatizacios periddus alatt (kb. 1 hét).

2.7. Ploid fok vizsgalat

Ploid fok meghatdrozashoz a felnevelt novények friss leveleit hasznaltuk fel. A
leveleket borotvapengével aprd tormelékké daraboltuk fel LBO1 pufferban, és 40 pm
atmér6ji nylon szirén keresztiil leszlrtiik. A kapott szuszpenzidkat propidium jodiddal
festettiik. Az igy kapott sejtszuszpenziok ploidfok meghatirozasit PARTEC 1 flow
cytométerrel végeztiik a Szegedi Biologiai Kutatokozpontban. Kontrollnak egy azonos koru

paprika donor novény leveleit hasznaltuk. A spontan diploid névényekrdl a fertilis bogyok
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begytijtésével kdzvetleniil DH vonal nyerhetd, mig a haploid ndvények esetében a kolchicin
kezelés elengedhetetlen. A ndvények kolchicin kezelése azonban mar nem képezte részét a

jelen dolgozatnak.

2.8. Statisztikai elemzés

A kisérleteket legalabb harom ismétlésben végeztiik el. Az eredményeket a Microsoft
Excell programm segitségével értékeltiik ki. A statisztikai szamitasokat, a tapoldatok és
antibiotikumok 0sszefliggéseit kéttényezds varaiancianalizis segitségével, a regeneracid soran
a gelrite hatdsdt az embriodokbdl fejlddé gyokér és hajtds szamra egytényezds

varinacianalizis segitségével végeztiik el.
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1. tablazat A csiraztato taptalaj

Osszetevok MSy taptalaj (mg/L)
Makroelemek

NH4NO3 1650
KNO; 1900
CaCl,*2H,0 440
MgSO,*7H,0 370
KH,PO4 170
Mikroelemek

H;BO3 6,20
MnSO,*4H,0 22,30
ZnSO4*7H,0 8,6
Kl 0,83
NaMoO,*2H,0 0,25
CuSO4*5H,0 0,025
CoCl,*6H,0 0,025
Vasforras

FeSO,*7H,0 27,85
Na-EDTA 37,3
Vitamin

Glicin 2
Myoinozitol 100
Nikotinsav 0,5
Pyridoxin 0,5
Thiamin 0,1
Cukor

Szacharoz 30 000
pH 58
Gerlite 2800
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2.tablazat A felhaszndlt indukcios tapoldatok

Osszetevdk B5 (mg/L) % B5 (mg/L)
Makroelemek
KNO; 2500 1250
CaCl,*H.0 150 75
MgSO,*7H,0 250 125
(NH,) 2S04 134 67
NaH,PO,*H,0 150 75
Mikroelemek
Kl 0,75 0,375
H3BO3 3 1,5
MnSO4*H,0 10 5
ZnSO4*7H,0 2 1
Na,Mo004*2H,0 0,25 0,125
CuSO4*5H,0 0,025 0,0125
CoCl,*6H20 0,025 0,0125
Vasforras
FeSO,*7H,0 27,87 27,87
Na-EDTA 37,3 37,3
Vitaminok
mioinozitol 100 50
nikotinsav 1 0,5
pyridoxin 1 0,5
tiaminsav 10 5
Cukor
maltoz 90000 90000
Hormon
Kinetin 0,1 0,1
24D 0,1 0,1
oH 5,8 5,8
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3.tablazat : Novényregenerdlo tapkozeg osszetevoi

Osszetevik B5K1S20G (mg/L)
Makroelemek
KNO3 2500
CaCl,*H,0 150
MgS04*7H,0 250
(NH,) 2SO4 134
NaH,;PO,*H,0 150
Mikroelemek
Kl 0,75
H3;BO3 3
MnSO4*H,0 10
ZnSO4*7H,0 2
Na;MoQO4*2H,0 0,25
CuSO4*5H,0 0,025
CoCl,*6H20 0,025
Vasforras
FeSO,*7H,0 27,87
Na-EDTA 37,3
Vitaminok
mioinozitol 100
nikotinsav 1
pyridoxin 1
tiaminsav 10
Cukor
szachar6z 20000
Hormon
Kinetin 0,1
24D 0,1
pH 5,8
Gelrtie 2800
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3. Eredmények

3.1. Izolalt mikrospoéra tenyésztés kritikus Iépései

A sikeres androgenezis elsé kritikus pontjaként lehet megemliteni a mikrosporak
fejlettségi allapotat. A viragbimbok morfologiaja alkalmasak arra, hogy még az izolalas elott
megkozelitdleg meghatarozzuk a portokok és az azokban fejlédé mikrosporak fejlettségi
allapotat. Idealis bimbonak lehet mondani azokat, melyeknek a csésze- és sziromlevelei 2 : 1
aranyban latszanak. Az ezekbdl izolalt portokok szine részlegesen mar antocianos/lila szinii
volt, a mikrosporak pedig kései egysejtmagvas iletve korai kétsejtmagvas allapotban voltak.

A portokok 1 hetes elokezelése soran alkalmazott PPM széles spektrumu antibiotikum
hasznalata elengedhetetlen volt, hogy fertézésmentes portok tenyészeteket kaphassunk. A 2
oldatban taldltunk életképes mikrosporakat. A 0,2%-os PPM kiegészitésii mannit oldatban a
portokokbol kiszorddott mikrospoérakat tobbnyire elpusztult sejtekként figyelhettiik meg.

0,1% PPM) PPM oldat kiegészitéssel. Azt tapasztaltuk, hogy a PPM minden tesztelt
koncentracioja letalisan hatott az izolalt mikrosporakra.

A fentebb leirtak (Anyag €s modszer) szerint a paprika mikrospdorakat biiza ovariummal
kozosen tenyésztettiik, azonban vizsgaltunk olyan izolalt mikrospodra tenyészeteket, ahol nem
alkalmaztunk ovariumos dajkatenyésztést. Azt tapasztaltuk, hogy habar elindult sikeresen az
androgenezis, azonban néhany sejtosztddas utan ledllt és e kezelésben nem szdmolhatunk be
embrioidok fejlédésérdl. Ahol azonban ovariumot alkalmaztunk, sikeresen tudtunk 10 nap

utan fejlodd mikrokolonidkat megfigyelni (1. abra).

1. abra: Mikrospora eredetii mikrokoloniak.

21



A mikrospora embriogenezis 1épéseit nyomon kovettik, a zigétikus embrid
fejlodéséhez hasonld fejlodési allapotokat figyeltiink meg a mikrospora eredetii embrioidok
fejlodési stadiumai sordn (2. dbra). A buza ovariumos dajkatenyésztés kulcs fontossagu volt a

tovabbi kisérletek soran is.

2. abra: Mikrospora eredetii strukturik: a) gomb stadiumra emlékeztetd, b) kétpolusi mikrospéra
eredetii struktira, c) sziv staidiumra emlékeztet6 és d) torpedé stadiumra emlékeztetd struktira.

5 héttel az indukcid utdn regenerdld taptalajra embrioidokat tudtunk kihelyezni. A
regenerald taptalajra kihelyezett embrioidok 1 hét utdn jelentdsen megnagyobbodtak, és

gyokérfejlédés volt megfigyelhetd tobbségiikon (3.a abra) .

3. abra: Mikrospora eredetii embrioid struktira és beldle fejlédé abnormalis fejlédésii novény

A hajtasfejlodés gyakran abnormalitast (rozettas levél) mutatott (3.b abra). A hajtas és

gyokér fejlodés adatait alabb kisérletenként részletezve olvashato.

3.2. Tapoldat és antibiotikum hatasa a mikrospéra eredetii strukturak
mennyiségére

A kisérleteinkben a szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott 2 kiilonbozd Osszetételi

tapoldat, egy antibiotikum és egy antibiotikum kombinaci6é hatdsat vizsgaltuk az embrioidok
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szdmanak a fliggvényében. Ezen tapoldatok a B5 és 2B5 volt, amelyek cefotaxime illetve
rifampicin/timentin antibiotikum kombinacio kiegészitéssel késziiltek. A tapoldat ¢és
antibiotikum(ok) hatasat kéttényezds variancia analizissel értékeltiik.

Az eredmények statisztikai elemzése soran az antibiotikum szignifikans hatdsat kimutattuk,
amig a két tesztelt tapoldat kozott nem taldltunk nagymértéki kiilonbséget (4. tablazat). A

kisérletekben antibiotikum x tapoldat interakciot figyeltiink meg

4. tablazat: Az antibiotikum ¢és a tapoldat hatasanak elemzése kéttényezds variancia
analizissel az embrioidok szama alapjan.

SS df MS F
antibiotikum  230,0278 1 230,0278 20,27173***
tapoldat 34,02778 1 34,02778 2,998776ns
Koélcsbnhatas 40,11111 1 40,11111 3,534884*
Hiba 136,1667 12 11,34722

*#% szignifikans kiilonbség P=0,1% szinten
*, szignifikans kiilonbség P=10%szinten
ns, nincs szignifikans kiilonbség

A 4. dbra alapjan elmondhatd, hogy a 2 BS tapoldatban jelentésen tobb embrioid
fejlédott, mint a BS tdpoldatban cefotaxime antibiotikum jelenlétében. Ez a nagy kiilonbség
mar nem volt kimutathatdé rifampicin és timentin antibiotikumok alkalmazasakor. Az
antibiotikumok hatasat tanulmanyozva azt latjuk, hogy a cefotaxime antibiotikum
alkalmazasa mellett magasabb volt az embrioidok szama, ami a rifampicin/timentin

antibiotikum kombinéacié mikrospora embriogenezis gatlo hatdsara utal.
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4. abra: BS és 2 BS5 cefotaxime (200mg/l) és timentin (100mg/l)/rifampicin (20mg/l) antibiotikum
keverékkel kiegészitett indukciés tapoldatok hatasai az embriodok szamara .

Az indukciés tapoldatokban fejodott embrioidokat regenerald taptalajokra lettek
kirakva. Ott fejlddésnek indultak. Osszeszamoltuk azon embrioidokat, amelyeken
gyokérfejlodés volt megfigyelhetd, és Osszefliggést kerestiink az indukcios taptalajon

novekedett embrioidok és a gyokérfejlodésre kifejtett hatasuk kozott.
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5. dbra: A gyokérképzodés a BS és /2 B5 cefotaxime (200mg/l) és timentin (100mg/l)/rifampicin (20mg/1)
antibiotikum keverékkel kiegészitett indukcioés tapoldatokon.

A 5. abra alapjan elmondhat6, hogy a cefotaxime antibiotikum kiegészitett 2 BS5
indukcios tapoldaton fejlédott majd a regenerdlo taptalajra kihelyezett embrioidoknal sokkal

tobb gyokérképzodést figyelhettiink meg. A B5 tapoldatban novekedett embrioidok nem
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mutattak olyan jelent6s kiilonbséget a kiillonb6z6 antibiotikummal kiegészitett tapoldatok

kozott.

3.3. Gelrite hatasanak vizsgalata a paprika mikrospéra eredetii strukturak
regeneralasa soran

A novényregeneralas soran gelrite szilarditdé anyagot kiilonb6z0 koncentracioban
alkalmaztunk, és tanulméanyoztuk a taptalajra kirakott embrioidok regeneralasat. Vizsgaltuk a

gyokér és hajtas fejlodésére gyakorolt hatasat.

3.3.1. Gyokeresedésre gyakorolt hatasa
Az embrioidok gyokeresedési erélyét vizsgaltuk elOszor (5. tdbazat). A statisztikai

elemzés alapjan nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a kezelések kozott.

5. tabldzat: A gelrite gyokér fejlodésére kifejtett hatasanak elemzése egytényezds variancia
analizissel.

SS df MS F
kezelés 0,312139 3 0,104046 0,632612ns
hiba 7,894603 48 0,164471

ns, nincs szignifikans kiilonbség

Az eredményeket részleteiben vizsgalva lathatjuk, hogy a 3%-ban alkalmazott gelrite-tel
kiegészitett taptalajon kevesebb gyokér fejlodott. A 4-6%-ban alkalmazott gelrite szignifikans
kiilonbséget nem okozott ugyan a megjelend gyokeresedett embrioidok szdmaban, azonban

nagyobb aranyban voltak gyokeresedett embrioidok megfigyelhetdk (6. tablazat).

6. tablazat: A mikrospora eredetli struktirdk gyoOkeresedési aranya kiilonbozo gelrite
koncentracio fliggvényében.

3% 4% 5% 6%

gyOkeresedési
erély
(gybkeresedett
embrioid/
embrioid
szam)

0,37234 |0,648649 | 0,695652 | 0,542857

25



3.3.2. Hajtas fejlédésére gyakorolt hatasa

Vizsgaltuk a gyokeresedés mellett a hajtas képzddését majd fejlodését is. Vizsgalataink
soran azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott gelrite hasonléan
alacsony hajtas szamot mutatott (7. tablazat). A varianciaanalizis soran sem mutatott

szignifikans kiillonbséget a képzddd hajtasok mennyisége a taptalajok kozott (8. tablazat).

7. tdabldzat: A mikrospéra eredetli strukturdk hajtds fejloddési ardnya kiilonb6zd gelrite
koncentracio fliggvényében.

3% 4% 5% 6%

hajtas
fejlédés
(fejlédott

hajtas/
embirioid

szam)

0,0297 0,0244 0 0,0256

8. tablazat: A gelrite hajtas fejlodésére kifejtett hatdsanak elemzése egytényezds variancia
analizissel.

SS df MS F
kezelés 0,044686 3 0,014895 0,783567ns
hiba 1,292653 68 0,01901

ns, nincs szignifikans kiilonbség

3.4. Mikrospéra eredetii novények ploidfokanak vizsgalata flow cytometrias
méréssel

A sikeresen regeneralt novényeket a regenerdld taptalajrol Kkiiiltetésre keriiltek az
iiveghazba. Korabbi kisérletekbdl szarmazd mikrospora eredetli novények ploid fokat
hataroztuk meg flow cytometrias méréssel (6. dbra). 27 vizsgalati ndvényen végeztiik el a

flow cytometrias vizsgélatot, négy haploid és 23 spontan DH ndvényt azonositottunk.
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6. abra: Ploid fok meghatarozasaban felhasznalt mikrospora eredetii névények.

A spontan diploid ndvények a szegedi fliszerpaprika hibrid nemesitési programba
integralodnak a kovetkezd évtdl, mig a haploid ndvények kolchicin kezelése sziikséges a
kromoszéma készlet megduplazasahoz.

A cytometrias vizsgalat eredményét az alabbi abra (7. abra) mutatja.

g 3 g
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S 2 ] 2
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7. abra: Flow cytometrias vizsgalat a mikrospéra eredetii kontroll (a), haploid (b) és spontan diploid (c)
novényeknek.

27



8. abra: Fertilis spontan DH (a) és haploid (b) mikrospoéra eredetii fiiszerpaprika névény

Természetesen a flow cytometria (preciz mérés) mellett fenotipusosan is meg lehet
allapitani a haploid és DH novények ploid fokat, ez azonban pontatlan moddszer (8. abra).
Lathatd az abran, hogy a fertilis spontan DH ndvény nagyobb levelekkel és internodiumokkal
rendelkezik, mint a haploid ndvény. Tovabba bogyotermése nagyobb és a bogyok felnyitdsa

utdn csiraképes szemekkel rendelkezik.
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4. Eredmeények kiértékelése, konkluzio

4.1. Indukciét befolyasolé tényezdk

A sikeres androgenezis indukcioja mikrospora tenyészetek kezdeti szakaszaban dél el.
Az indukcio fontos részét képezi, hogy a megfeleld genotipusti donor névényt valasszuk ki, és
a portokok eldkezelésilk sordn nagy aranyban biztositsanak ¢€l6 mikrospordkat a
tenyésztéshez. Az eldkezelés soran fontos 1épésnek kell tekinteni a tenyészetek fertdzés
antibiotikum (0,1-0,2%) hatasat vizsgaltuk, elsdsorban a fertézés elkeriilése végett. A
mannitol oldathoz 0,1% koncentracioban hozzaadott PPM mutatott életképes mikrosporakat.
A nagyobb koncentracioban alkalmazott PPM (0,2%) mar kéros hatasu volt az elétenyésztés
beallitdsa mar az el6tenyésztéskor, nem elég csak a fertézés ellen védekezni, de kiilonds
tekintettel kell lenni az antibiotikumok fitotoxikus hatasara is.

A portokbol stirliség gradiens centrifugélési eljarassal nagyszamu €16 mikrosporat lehet
izolalni (Lantos 2009). A dajkatenyésztés jotékony hatasat mar kordbban megfigyelték
(Mejza 1993). Buzaban az ovariumos dajkatenyésztés noveli a keletkez6 embrioidok szamat
¢és ¢letképességét, androgenezis indukcidjdnak hatékonysagat (Hu €s Kasha 1997), késobb a
mikrospora eredetli struktirdkbdl sikeresen lehet novényt regeneralni. Természetesen vannak
olyan novényfajok, ahol nem sziikséges dajkatenyésztést alkalmazni (pl.: repce, arpa), mas
fajoknal azonban hatékony eljaras (pl.: buza, durum buza és tritikalé¢). Dajkatenyésztés soran
lehetséges azonos faju és idegen faju ovariumot felhasznalni. Paprika esetében az idegen faju
ovarium, leginkabb biiza ovarium, hasznalata mar korabbi tanulményokbdl kideriilt, javitotta
az androgenezis hatékonysagéat (Lantos és mtsai 2009). Kisérleteink soran allitottunk eld
olyan mikrospora tenyészeteket, ahol nem alkalmaztunk idegen faji ovéariumot. Az
inkubacios 1d6 alatt az androgenezis néhany sejtosztddas utan leallt, azonban azokban a
tenyészetekben, ahol hasznaltunk, ott sikeresen folytatodott az androgenezis, és néhany hét
mulva embrioidokat lehetett regenerdld taptalajra kirakni. Korabbi szakirodalmi adatokkal
egyetértésben a dajkatenyésztés fontos kulcslépésnek szamitott a paprika in vitro mikrospora

tenyésztése soran.
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4.2. Indukciés tapoldat hatasa az androgenezis hatékonysagara

Az izolalt mikrosporakat 2 féle (B5 és 2 B5) indukciods tapoldatban tenyészttettiik. A
tapoldatokban  kiilonb6zé antibiotikumokat (PPM, cefotaxime, rifampicin/timentin
kombinacioja) alkalmaztunk. A Supena (2004) altal portoktenyészeteknél alkalmazott PPM
hatasat teszteltiik a kisérleteink sordn, mert ezen keverék hasznélata eredményezett sikeres
embriogenezist Usztatott- portok tenyészetben. Azonban a mi kisérletiinkben izolalt
mikrospora tenyészeteknél letalitdshoz vezetett a PPM keverék. A masik két antibiotikum
kiegészités hasznalatakor mar sikeresen tudtunk embrioidokat eldallitani. Szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk a két felhasznalt antibiotikum hatasaban. Sokkal tobb embrioid
szdmot kaptunk a cefotaxime kiegészitéssel késziilt tdpoldatokban, mint a kombinalt
kezelésben, amit szintén portoktenyészetben alkalmaztak sikeresen (Supena és mtsai. 2006).
Az alacsonyabb embrioid szam  val6szintileg a  kettds antibiotikum
androgenezis/embriogenezis gatld hatasaban keresendo.

Korabban sikeresen alkalmazott B5 indukcios tapoldatot (Lantos és mtsai 2012)
vélasztottunk mi is a vizsgalatainkhoz. Osszehasonlitist végeztiink a fele annyi makro-,
mikroelemet €s vitamint tartalmaz6 indukcios tapoldattal (72 BS). A tapoldatok kozotti
Osszefiiggéseket megvizsgalva nem mutattunk ki hatasukban szignifikdns kiilonbséget,
azonban nagyobb embrioid produkcidt sikeriilt elérni a 2 B5 cefotaxime antibiotikummal
kiegészitett tapoldatban. Tovabbi Osszefliggést kerestiink a regenerald tépoldat ¢és
gyokeresedésre hajlamos embrioidok kozott és azt tapasztaltuk, hogy a 2 B5 cefotaxime
antibiotikummal kiegészitett tdpoldatban indukdlodott embrioidok nagyobb aranyban
mutattak gyokérfejlédést. Novényregeneralasi folyamat sordan a B5S és a 2 B5 indukcids
tapoldat koziil a 2 BS tapoldat bizonyult jobbnak. A korabbi eredményekkel dsszehasonlitva,
azt a kovetkeztetést tudjuk levonni, hogy az indukcids kozeg megvalasztdsa tovabbi

kisérleteket igényel.

4.3. Novényregeneracio és az eredmények gyakorlati alkalmazasa

A regeneracidohoz felhasznalt gelrite befolyasolja a fejlédé novényi szovetek, szervek
vizhaztartasat és igy a novényregeneraciot is, ezért teszteltilk mi is a ndvényregeneracid soran
a hatasat (Gugsa és Kumlehn 2011). Négy féle gelrite koncentracido hatasat vizsgaltuk, és

megfigyeltiik az embrioidok regeneralodasi hatékonysagat. A magasabb gelrite koncentraciod
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eldsegitette ugyan a novény szervfejlodést (foleg gyokérfejlodését), azonban eredmények azt
mutatjak, hogy egy kisebb koncentracidban alkalmazott gelrite azonos hatast fejtett ki a
regeneralod6 novényekre, mint egy nagyobb gelrite koncentracioban alkalmazott taptala;.
Mind a gyokérfejlodésre és mind hajtasfejlodésre nem adott szignifikdnsan nagyobb
hatékonysagot. Tehat az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a ndvények novekedéséhez

Korabbi kisérletekbdl regeneralt paprika novények ploid fokat flow cytometrids
vizsgalattal allapitottuk meg. A 27 vizsgalt novény koziil 4 bizonyult az eredmények alapjan
haploidnak, melyet kolhicin kezelés révén majd diploid névényekké alakitanak. Ez a
munkafolyamat azonban mar nem tartozik a dolgozatom keretébe. A tovabbi 23 fertilis
spontan diploid névényeket azonban azonositottuk, melyek a Fliszerpaprika Kutato-Fejlesztd
Nonprofit Kézhaszni Kft., Szegedi Osztalyan keriilnek felhasznalasra a hibrid nemesitési

programjukban.
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Osszefoglalas

Az in vitro androgenezis folyamatan alapuld izolalt mikrospora (éretlen pollen)
tenyésztés modszerével DH vagy kett6zott haploid ndvényeket lehet 1étrehozni. Ezen eljarast
a novénynemesitok eldszeretettel alkalmazzak, hogy a nemesités folyamatanak szelekcids
idejét 6-8 generaciorol 1 regeneraciora csokkentsék. Ezen alapuld haploid technikat
alkalmaztuk a ’Szegedi 80’ genotipusu fiiszerpaprika esetében is. A sikerét tobb tényezd is
befolyasolja, tigymint a genotipus, donor novények felnevelése, mikrosporak fejlettségi
allapota, stressz kezelése, indukcids tapoldat és a regenericids taptalaj Osszetétele. A
tenyésztés soran alkalmazott buza ovariumos dajkatenyésztés létfontossagi volt, hogy a
mikrosporakbol androgenezis indukcioé révén embrioidokka fejlédjenek.

PPM, olyan széles spektrumu antibiotikum, amely szilikséges a steril portoktenyészetek
létrej6ttehez, azonban nagy koncentracioban (0,2%) valod alkalmazasa mar fitotoxikus hatast
fejtett ki az el6tenyésztés soran. Izolalt mikrospdra tenyészetekben is alkalmaztuk, de mar
csOkkentett szazalékban (0,25 %) hozzaadott PPM is letalis hatast valtott ki.

Mikrospoéra tenyészetekben Gsszehasonlitottuk a B5 és 2 B5 indukcids tapoldatokat.
Szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a tdpoldatok kozott. Azonban kiilonbozd
antibiotikum (cefotaxime és rifampicin/timentin kombinacid) kezelések koziil hatékonyabb
antibiotikumnak bizonyult a cefotaxime. Antibiotikum ¢és tapoldat Osszefiiggésben is
szignifikans kiilonbséget sikeriilt kimutatni, tobb embrioid keletkezett 2 B5 cefotaxime
kiegészitésli indukcios tapoldatban. A regenerdld taptalajon novekedett, a cefotaxime
kiegészitéssel késziilt 2 BS tapoldatbol szarmazo embrioidok regeneraltdk a legtobb gyokeret.

Regeneraci6 soran a taptalajhoz hozzdadott gelrite felhasznaldsa eldsegitette a ndvényi
szervek megjelenését. Azonban kiilonboz6 koncentracioban (3-6%) alkalmazott gelrite nem
mutatott szignifikdnsan nagyobb ratat a szervfejléddésre.

Ploidfok vizsgélatot végeztiink mikrospora eredetli novényekbdl. A vizsgalat soran
azonositott haploid ndvényeket kolchicin kezelése mar nem képezte a dolgozat részét. A
fertilis spontan DH novények a Fiiszerpaprika Kutatd-Fejleszté Nonprofit Kézhasznt Kft.,

Szegedi Osztalyan keriilnek felhaszndldsra a hibrid nemesitési programjukban.
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