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Bevezetés

Napjainkban a képosztafélék az egyik legfontosabb zoldségndvényeinknek
tekinthetdek tapanyagtartalmuk, és valtozatossaguk miatt. Termesztést tekintve a
harmadik helyen allnak vilag szinten. Szarmazasi helyiik a Foldkozi tenger partvidékére
tehetd, hidegtlir6 ndovények igy korai termesztésre kivaldoak. Valtozatossaguk a
fogyasztott részeiken mutatkozik meg, példaul fogyasztjuk az o6rids riigyét a kdposztanak,
a virdgzatdt a karfiolnak, a honaljriigyét a kelbimbonak, levelét a kinaikelnek,
szargumojat a karaldbénak. Kivaloé tdpanyag és rosttartalmuk miatt egyre nagyobb

szerepet kapnak az egészségtudatos emberek taplalkozasi szokasaiban.

Az in vitro szaporitas lehetdséget ad a ndovények gyors szaporitasara. Ezt nagy
mértékben ki tudjuk haszndlni a laboratériumokban, mivel a steril, kontrollalt
koriilmények biztositjdk, hogy a novények regenerdloddsa nagyobb eséllyel végbe
menjen. Ez azt jelenti, hogy kisebb helyen nagy mennyiségli ndvényanyagot vagyunk

képesek eldallitani, gy, hogy az genetikailag azonos maradjon.

A DNS alapu szelekcio felfedezésével a nemesitok, és a kutatok munkaja nagy
mértékkel megkonnyebbedett. Ez a modszer végett a nemesitéknek nem csak a
fenotipusos tulajdonsdgok alapjan szelektalhatjdk a vizsgalandd anyagot, hanem utat
nyitott arra, hogy a genotipus alapjan valasszdk ki a szadmunkra hasznos génekkel

rendelkezd névényeket.



Célkitiizés

Az els6 kisérlet soran in vitro modszerrel szeretnénk felszaporitani kiilonb6z6

genotipusu novényeket, fertdzddés elkertilésével.

A masodik kisérletben embri6 mentés modszerével felnevelt magoncokat
mikroszaporitjuk, majd leveleket gylijtiink réluk DNS vizsgalat céljabol. A levelek
levalasztasa utan til gyengék lesznek a novények, és elvesztenénk fontos genotipusokat,
ezért minden levél levélasztds utan tovabb mikroszaporitjuk a ndvényeket. A levelekbdl
PCR tesztet terveziink elvégezni, majd ezutan egy agar6z gélelektroforézis segitségével

szelekciot végziink el.



1 Irodalmi attekintés

1.1 Kaposztafélék bemutatasa

A mar évezredek Ota termesztett kaposztafélék a kifejezetten fontos
zo6ldségnovényeink csoportjaba sorolhatok, amik koziil a vadképoszta (Brassica oleracea
L.) kiilonbozd valtozatait (virdgat, széarat, levelét) dseink mar fogyasztottak, vagy
takarmanyként hasznaltak fel. Darwin parhuzamot tudott htizni a természetes szelekcios
elméletével, és a ténnyel, hogy a kaposztanak, mint fajnak, rengeteg valtozata van jelen
(Makenzie E. et al 2021). Az 1. abran megfigyelhetd, hogy hosszu kivalogatddas, azaz a
domesztikacido soran kialakult valtozatok milyen sokféle megjelenésliek, ugy mint,
példaul: brokkoli (var. italica), karfiol (var. botrytis), fodroskel (var. acephala), karalabé
(B. oleracea convar. acephala var. gongylodes), fejeskaposzta (B. oleracea convar.
capitata var. alba), voroskaposzta (B. oleracea convar. capitata var. rubra), kelkaposzta
(B. oleracea convar. capitata var. sabauda), bimboskel (B. oleracea convar. oleracea
var. gemmifera). A Brassica oleracea faj 2n=18 kromoszomaval rendelkezik, ezt ,,C”

genomnak is nevezik a Brassica nemzetségben (Elaine C. et al 2002).
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1. Abra - Brassica oleracea valtozatok (Stefan, Ioana & Ona, Andreea 2020)



1.1.1 A kaposzta (Brassica olerace) bemutatasa

A Brassica oleracea a Foldkozi-tenger keleti partvidékérdl, Kis-Azsiabol szarmazik.
A képoszta egy kétéves novény, ami az els6 évében egy nagy méretli csucsriigyet fejleszt,
ami emberi fogyasztasra alkalmas, masodik évben a javorizacids impulzus hatasara
magszarat hoz. Igy generativ szaporitisa hosszabb idét vesz igénybe. A B. oleracea
gyokere a talaj felsé 30 cm-ét atszovo oldalgydkerekbdl, és szertedgazo gyokérzetbdl all,
mely 120 cm mélyre is lehatol. Szara az els6¢ évben rovid 25-30 cm magasra nd,
elagazasokat nem hoz. Szara két részbdl all, egy hosszabb kiils6 torzsabdl és egy fejben
folytatodo torzsabol. Masodik évben a virdgszara 120 cm magasra is megnd. Az elsd
évben az elsé megjelend levelek hosszabbak a foldre hajolnak, a késébb képzddok pedig
rovidebbek, szélesebbek, ¢s egymadsra lapulnak. A folyamatosan novekvd levelek
mutatjdk a novény fejlodését. Virdgzata fiirt, a bibék beporzdsa rovarok segitségével
torténik a virdgzasa akar 50 napig is tarthat. Becd termése van, 1-2 mm nagysagu

sOtétbarna magvakkal, amik 4-5 évig drizik csirazoképességiiket. (Pék Z. 2007)

1.1.2 Brassica oleracea emberi szervezetre gyakorolt hatasa

Emberi taplalkozas szempontjabol is fontos ndvény a Brassica oleracea. A
tradicionalis orvoslasban is fontos szerepet képviselt, a Gorogok, Romaiak, és az
Egyiptomiak is ismerték, a levének székletlazité hatasat. Ellenszerként hasznaltak
gombamérgezésnél, gyomornyalkahartya gyulladas esetén, a fejfajas csillapitasara,
napszuras ¢és natha enyhitésére. Az Eurdpai népgyogyaszatban torokfajas, iziileti

fajdalmak, és melankolia kezelésére is hasznaltak. (Stefan I, Ona A. 2020)



1.1.3 Brassica rapa jellemzése

A vadrepce (Brassica rapa L.) az egyik legdsibb tagja a Brassicaceae csaladnak, €s
az elsé egyede, amit domesztikaltak az emberek. A hetvenes évekig a fo €¢lelmiszer ipari
¢s szabadfoldi olajndvény a vadrepce volt, majd késObb a termesztésbe vont rokon fajai
vették at a vezetd szerepet (kaposztarepce (Brassica napus), €s a barna repce (Brassica
Jjuncea). A termesztésbol nem szorult ki teljesen, mai napig termesztik kisebb teriileteken
Eurdpaban, Indiaban. {géretes novény, jo hdstressz tiirése miatt és rovid tenyésziddje
alatt, magas olajhozamot tud eldallitani. A természetes allopoliploid kaposztarepce
(Brassica napus) (AACC) és a barna mustar (Brassica juncea) (AABB) egyik diploid
sziléjeként szerepld novény a vadrepce (Brassica rapa L.) AA genommal. A Brassica
fajok kozott huzodo kapesolatot bemutatja a 2. abra (U. 1935). A hat fajnak harom eltérd
diploid genomja van. A Brassica napus, a B. juncea és a B. carinata a természetben

eléfordul¢ tetraploidok. (Wang X. 2011).
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\
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2. Abra - Brassica rapa genetikaja (U. 1935)

1.2 In vitro szovettenyészet

1.2.1 Hajtastenyészetek bemutatasa

A hajtastenyésztés gyokér nélkiili hajtasok nevelését jelenti taptalajon, kontrollalt
koriilmények kozott. Esszencidlis része, hogy a hajtasok normalis ndvekedését érjék el,
serkentsék azt. A legstabilabb klonozasi technika, mert nincs, de-, és redifferencialodas,
azaz kalluszfazis. A mikroszaporitds és in vitro génbank legéltalanosabb szaporitési
modszere, mind kertészeti, €s mind erdészeti fajok kozott. Fontosabb nemzetségek, ahol
sikerrel haszndljdk ezt a modszert: Dianthus, Gerbera, Phlox, Allium, stb. Jarulékos

hajtastenyészetek abban térnek el a klasszikustol, hogy a regeneralddas nem az eredeti



inokulumokra alapoz, hanem azokbol fejlddott kalluszokra. 3 szakaszra tagolhato:
jarulékos hajtascsucs  differencidlédasanak indukécioja, annak fejlédése, és
multiplikacioja, végill azok gyokereztetése. A szaporitas jarulékos hajtasokkal,
oldalhajtasokkal, és tobbriigyes hajtasdarabbal torténik. A genetikai valtozasnak nagyobb
az esélye, mert a kalluszosodas soran fejlodo sejtek genetikailag instabilak. (Heszky L.

2005).

1.2.2 Szovettenyésztés sterilizalasa

A szovettenyésztés legfontosabb pillére a steril kornyezet. Nem elég az eszkozoket
sterilizalni, a novény feliiletét is muszaj. A steril levegd, a jol fertdtlenitett taptalaj,
novényi feliilet, és pontos munkaval egy mikroorganizmusoktdl mentes rendszert
hozhatunk 1étre. (Hegediis A. 2005). Az in vitro kultirék alapfeltétele a steril kdrnyezet
fenntartdsa munka kozben. Az eszkdzoket fém foliaba csomagolva, a neveldedényeket
egy kuktaba rakva 25 percig forraljuk, ezzel sterilizdlva dket. A magas hd és nyomas
denaturalizal minden fehérjét, igy egy baktérium, gomba és virus se marad a feliiletiikon
(Aadil M., Abuzar M. 2023). A nem megfeleld sterilizalas, a neveldedény sériilése, vagy
a novények taptalajra helyezésekor keriilhetnek a baktériumok, vagy gombak a
rendszerbe. Vannak esetek, amikor a mikroorganizmusok latensek maradnak a novény
szoveteiben, és csak késobb jelentkeznek a tiinetek. Ezek lehetnek lassu novekedés,
nekrozis, vagy klorozis. Izeltlabuak bejuthatnak a tenyészetekbe a tenyészetek friss
taptalajra helyezéseik (passzalas) kozott, nem jol zarddo fedok ala bujva, vagy atragjak a
polipropilén foliat. Testiikon hordozva mikroorganizmusokkal fertdzhetik be a taptalajt.
Ilyen tenyészetekben is lehet alkalmazni antibiotikumokat, vagy fungicideket (T6th E.
2005). Passzalasok utan bekeriilt mikroorganizmusok a ndvényanyagot, vagy a taptalajt
fogyasztjak, és miutan tlndvik a novényt, elpusztitjdk azt a tobblet tapanyagot
fogyasztva. Ezek az organizmsok okozzdk a ,halo” effektust, amikor egy fehér kor
jelentkezik a taptalajon a novény koriil. Ezért fontos a feliileti sterilizalas, bar nincs egy
altalanos moddszer, az irodalom azt mutatja, hogy klortartalmu fertdtlenitd szert
hasznalnak erre a célra. 70%-o0s alkohol (etanol) is megfelel a célra, viszont a 96%-o0s
nem, mert nagyobb mértékben dehidratalja a sejteket. Natrium-hipokloritot (NaOCl), és
kalcium-hipokloritot (Ca(OCl)) is hasznalhatunk feliileti fertStlenitésre. A 20. szdzad
végén elterjedt lett a magyar laboratoriumokban, hogy higany-kloridot (HgCl)
hasznalnak, bar ez erés méreg, igy alapos eldkésziiletet vont maga utan. Fertdtlenités

soran sok ndvényi szovet pusztul el, igy a kivalasztott ndvényi részt csak a szaritas utan,
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steril fillkében vagjuk a kivant méretre, és helyezziik a taptalajra (Hegediis A. 2005). Az
endogén baktériumok felismerése fontos, mert felborulhat az éves rotacio, €s a kisérletek
eredménytelenek lesznek. Fontos lenne felismerni oket, alak, szin, anaerob jellege és a
Gram festés reakcioban adott informaciobol. igy a laboroknak kénnyebb lenne donteni
az antibiotikum hasznalatba vételér6l. A ndvényekbe bejuthatnak ez a baktériumok a
gyOkérszorokon, sebeken, a 1égzonyilasokon keresztiil a paras levegd miatt. A gond, hogy
amig ¢letfeltételeik teljesiilnek a novényben, addig nem jellennek meg mig nem
¢érintkeznek a taptalajjal. Eléfordul, hogyha magas citokinin tartalommal kezeljiik a
tenyészetet, és a passzalasok kozott tobb ido telik el, az életfeltételeik megvaltoznak, és
megjelennek az id6sebb kultirdkban. Az észlelés pillanata kulcsfontossagt, ha még csak
fatyolos elszinezddést észleliink, még tudjuk kezelni a problémat. Ilyenkor érdemes az
egész kultirat kezelés ald vonni, akkor is, ha tobb szdz ndvényrdl van sz6, ha abbahagyjuk
a kezelést, Gjra megjelenhetnek a baktériumok. Folyamatos kezelés soran rezisztencia
alakul ki, nagy koncentracié esetén fitotoxikus hatést valt ki (Hegediis A. 2005). A mag,
levél, termés, szar €s a hajtasok kiilonbozd protokollt kivannak maguk utan sterilizalas
soran. A fertdtlenités harom részbdl all: elokezelés, sterilizalas, utdkezelés. A magokat
htsz-harminc percig 10%-0s natrium-hipoklorit oldatba tessziik. Utokezelésnél
haromszor atmossuk steril vizben, majd steril sziir6papiron csirdztatjuk. Gyiimolcsok
esetén is 96%-os etanolt hasznalunk rovid ideig, majd 10 percig 2%-o0s NaOCl oldatban
mosva sterilizaljuk. Utdkezelése tobbszori steril vizes atmoséassal torténik, utdna a
magvakat kipreparaljuk. Hajtasdarabokat vizzel lemossuk, majd rovid 96%-o0s etanolos
oblitést alkalmazunk. Ot-harminc perc 2%-os NaOCl kezelést kovetden atmossuk
haromszor steril vizzel, végiliket levagjuk, és fiiggélegesen taptalajra helyezziik. A
raktarozoszerveket folydvizzel letisztitjuk, 20-30 percig 2%-o0s NaOCl oldatban mossuk,
majd haromszor atoblitjiik steril vizzel, és sziir6papiron szaritjuk. Leveleknél egybdl a
sterilizalast végezziik el. Egy percig 0,1%o0s higany-kloridba (HgCl>) bemartani, majd
tobbszords sterilvizes atmosassal kezeljiik, €s szlirOpapirra helyezziik. (Yeomann, M.M.,

Macleod A.J. 1977).
1.2.3 Taptalajt alkoto elemek

1.2.3.1 Makro- és mikro tapanyagok fontossaga

A taptalajban talalhaté makro-, és mikroelemek a kozeg szervetlen alkotoelemei

(Jamborné¢ B. E. 2005). Kezdetekben nem tartalmazott a taptalaj mast, csak
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makroelemeket, mikroelemeket szennyezOdésként tartalmazhatott, mint példaul a
Knudson KC taptalaj. Maig ezt a taptalajt hasznaljak orchidea magoncok csiraztatasahoz
(Eszéki E. 2012). A fejlédés parhuzamot mutatott a folyamatos sdkoncentracio
novekedésben a taptalajokban, és egyre tobb taptalaj recept sziiletett meg. 1962-ben
Murashige és Skoog megalkottak egy taptalajt dohanykallusz tenyésztéshez (MS
taptalaj), aminek kimagasléan magas volt a sdkoncentracioja, sokan ezt til magas
koncentracionak gondoltdk és a makroelemek mennyiséget a felére csokkentették.
(Jamborné B. E. 2005). Az MS taptalaj kiegészitéseként hozzdadott indolsav és kinetin
négy, OtszOrds biomassza hozamot eredményezett. Amikor novényi szdveteket
vizsgalatarol van sz6, figyelembe kell venni, hogy a nagy novekedést sok féle anyag
okozhatja, igy, hogy minimalizaljak a kiilonféle anyagok rahatdsat a fejlédésre, eld kellett
allni egy kozeggel, amiben csak az alapvetd tapanyagok taldlhatoak meg, igy a
novekedésben, és a hozamban semmilyen valtozas ne forduljon eld. Megsokszorozva a
szervetlen, és szerves anyagokat, hatalmas fejlodést értek el, ezért is lathatd a receptben
a kiemelkedden magas sotartalom. (Toshio M., Folke S. 1962). A vas problémat okozott
a kiilonféle vassok kicsapodasa miatt, de késobb ezt szerves vaskomplexekkel oldottak
meg (Fe-EDTA). Régota ismerjiik a mikroelemek élettani szerepét, és fontossagukat steril
kultardkban. Analitikailag a legtisztabb sokat hasznaljuk mar az in vitro tenyészetekben

(JaAmborné Benczur E. 2005).

Fontos a talajnak bedllitani a megfeleld pH-t. Ertéke altalaban 5,5-5,6, viszont
autoklavozas soran ez az érték 0,5-tel csokkenhet. A tenyészidd muléasaval a taptalaj
lugosodik, de altaldban a hetes (semleges) érték fele tart. A sz€élsdséges pH a sejtosztodast

gatolja, és nekrozishoz vezet (Jamborné Benczlr E. 2005).

1.2.3.2 Szénhidratok

Szénhidratok esetében legtobbszor szacharozt, de van, hogy egyszeriibb cukrokat;
fruktozt, vagy gliikdzt valasztanak. Fas novények érzékenyebbek a cukorra. Mennyiséget
befolydsolja a faj, fajta, a novekedési fazis, mas makro-, és mikoelemek, illetve
novekedésszabdlyozd  anyagok  jelenléte. Az  organogenezis folyamatdban
kulcsfontossagliak, mert a sziikséges energiat, és a sejtek épitdvazat adjak a cukrok. Mig
hajtasok megnyulasahoz kevesebb energia sziikséges, addig a gyokérképzddés rengeteg

energiat igényel, nem csak energiaforras, de az ozmotikus hatasokat is befolyéasolja. A
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cukor az antocian képzést is befolyasolja. A természetesen piros ndvények tobbsége
megfeleld cukorellatds mellett in vitro is pirosak. Vannak esetek amikor az elszinezddés

a tuladagolasra hivja fel a figyelmet (Jamborné Benczur E. 2005).

1.2.3.3 Nitrogén

Szerves nitrogénforrasra csak ritka esetekben van sziiksége a tenyészeteknek. Kivételt
képeznek a merisztématenyészetek €s az orchidea magvak csiraztatdsa. Az utobbi
esetében azért van, mert ezek az inokulumok olyan aprok, hogy 6nall6 fehérjeszintézisre

nem képesek szervetlen nitrogén s6kbol (Jamborné Benczur E. 2005).

1.2.3.4 Agar-agar

A taptalaj szilarditdsdhoz hasznalhatunk agart, ami tengeri vorosmoszatbol késziil.
Mikroszaporitdsnal =~ Agar-Agart  hasznilunk, masik nevén  szilas  agar.
Tomegszaporitashoz tokéletes mert ez a legolcsdbb opcid, és j6 a mindsége is, viszont
nem szabvany alapjan késziil, igy mindségben eltérhet, ezzel befolyasolva a novények
fejlodését. Az agar helyettesitésére kifejlesztették a Gelrite nevili anyagot. 1984-ben
allitottdk eld, és azota egyre tobb laborban hasznaljdk. Egy természetes hetero-
poliszacharid, ami por allapotban fehér, taptalajként teljesen attetszd, az enzimatikus
folyamatoknak ellendll, ¢és a szilarditd6 képessége kétszerese az agaréhoz képest.
Hatranya, hogy nagyon draga, igy az agarral keverve hasznaljuk 1:3 ardnyban. Nem
ajanlott a Gelrite hasznalata vitrifikidcidra hajlamos kulturdknal (Jamborné Benczur E.

2005).

1.2.3.5 Vitaminok szerepe

A vitaminoknak jelentds hatasa van az életben maradashoz, és a nodvekedés
elésegitéséhez. A novényi szovetek bizonyos vitaminokat képes szintetizalni, de igényli
az exogén adagolast. A teljes ndvény minden vitamint képes eldallitani, viszont minél
kisebb novényi részt vesziink figyelembe a szovettenyészetben, annal kevesebb a
szintetizalt vitaminok mennyisége. A B vitamin csoport tagjai serkentik a novekedést
leginkabb. Ezek a Bi-, B3-, Bg- vitaminok; thiamin, nikotinsav és piridoxin. A vitaminok
hatésa fligg a pH-t6l, hdmérséklettdl, és a sokoncentraciotdl. Linsmaier €s Skoog (1965)
a nikotinsavat €s a piridoxint nem taldlta hasznosnak. Majd az MS téptalaj vitaminjainak

szama négyrol, kettére redukalodott: a thiaminra és a myo-inozitolra. Attdl fiiggetlen,
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hogy a myo-inozitol ndvényi vitaminként van besorolva, vannak kutatok, akik ,pot”
szénhidratként sorolndk be, nem vesz részt sem ozmotikumként, sem energiaforrasként a
szénhidratok felhasznalasa soran (Geert Jan K. 2007). Skivin és Chu (1978) Oszibarack
hajtascsticsok szaporitasdhoz hasznalt egy 12 komponensbdl all6 vitamin receptet,
amiben magas C-vitamin (50mg/l) koncentraciét hasznaltak, valosziniileg
antioxidansként. Miller és kollégai (1982) is nagy mennyiségii C-vitamint alkalmaztak az
Oszibarack hajtascsucs tenyészetiikben. Receptjiik nem valt be, magas riboflavin tartalma
miatt, mert ez a vitamin gatolja a gyokeresedést. Chinoy 1984-ben irt egy konyvet a C-
vitamin pozitiv hatasair6l a novény novekedésére, fotoszintézisére, metabolizmusara. A
redox folyamatokban fontos szerepe van, elektron donorként van jelen. Legnagyobb
koncentracioban a kloroplasztiszokban taldlhatdé meg. A mennyisége €s a ndvekedés

korrelal, ajanlott mennyiség felett a novekedés lassul (Jamborné Benczur E. 2005).

1.2.3.6 Novekedést szabalyoz6 anyagok

A ndvekedés szabalyoz6 anyagok €lettani hatdssal birnak a novényekre, ezzel gatolva,
vagy tdmogatva a novekedésiiket. Ide tartoznak az auxinok, citokininek, gibbelerinek.
Ezek mennyisége, mindsége, mas szabalyozok jelenléte vagy hidnya indukalhat
genetikai-fiziologiai valtozasokat. Elsd nagy eldrehaladds a szovettenyészetekben az
indol-ecetsav (3-IAA) felfedezése volt, ami a novényekben egy endogén auxin. Ezt a
taptalajhoz adva, folyamatosan novekvo kallusztenyészeteket tudtak 1étre hozni. Tovabbi
fejlodés volt a mesterséges €s tovabbi természetes auxinok felfedezése. Fontosabb
mesterséges auxinok a naftil-ecetsav (NAA), indolil-vajsav (IBA), és a 2,4-diklor-fenoxi-
ecetsav (2,4-D). Az indol-ecetsav, és az indolil-vajsav fény hatasara bomlik, igy kevesebb
mennyiséget tud felhasznalni a ndvény, mint szeretnénk. A 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, €s
a naftil-ecetsav stabilak, fény hatdsdra nem bomlanak le. Legfontosabb szerepiik a
gyokérképzddésben, €s a sejtek megnyulasaban jelentkezik. Kiilonféle kulturak, méas-mas
mennyiséget igényelnek, novényeknek van valamelyest endogén auxin szintetizaciods
képességiik. Hatdsukat a koncentracid hatarozza meg, tallépve az adott ndvényi rész
tiroképességét, gatlo hatasba fordul at ez a hatds. Az auxinok hatdsa fligg a mas
novekedés szabalyozd anyagok jelenlététdl, igy hatdasmechanizmusuk eléggé bonyolult

(Jamborné B.E. 2005).

Masik fontos eldrelépés volt a citokininek felfedezése. Ez a hormoncsoport a
sejtdifferencialédasban, sejtosztdédasban, rejuvenilizacidban, €és az apikalis dominancia

kialakitasaban jatszik szerepet. Fontos endogén citokininek a zeatin és az izopentnil-
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adenin (2iP). Mesterséges citokininek a kinetin (KIN), N°-benzil-adenin (BA), N°-
tetrahidropiranil-benzil-adenin (PBA). Fasszara novényeknek BA-t hasznalunk, mig
lagyszaraaknal kinetint. Szovettenyészetben eldszor Skoog és Miller (1957) fedezte fel,
hogy a citokininek es auxinok egyiittes hasznalataval a kallusztenyészetekben megindult
a merisztéma képzddés. Ma mar a kalluszkultirdk indukcidjahoz és fenntartdsdhoz is
egylttesen hasznaljdk az auxinokat, €s a citokinineket. A citokininek bomlastermékeinek
is van citokinin hatasuk, bar ez gyengébb, mint az alap vegyiileté. A hormonaranyok
dontik el, hogy kalluszosodas torténik, vagy szerv-differencialodas indul el. Magas
citokinin, alacsony auxin ardnynal a hajtascsucs differencialédas indul meg fokozott
xylem képzddéssel. Magas auxin, alacsony citokinin aranynal, a gyokér-tenyészdcsucs
differencidlodik. Magas auxin és citokinin egyiittes jelenlétében kalluszképzddés indul

(Jamborné Benczur E. 2005).

A gibberelinek hasonlé megnyuld novekedést eredményeznek, mint az auxinok. Fas
novények szovettenyészetében hasznaljak juvenilitas céljabol. Az aktiv riigynyugalmat

megtdrhetjiik vele (Jamborné Bencztr E. 2005).

Sok mas ndvekedésszabalyozo anyagot ismerlink még. Az abszczinsav (ABA) gatld
hatasti hormon. Az etilén gatolja a morfogenezist, és a sejtosztodast, eldsegiti a sejtek
oregedését. A trijod-benzoesav (TIBA) az auxin mozgésat gatolja, a kalluszképzddéssel
egylitt. Ancymidol gatolja a gibberelinszintézist, a hajtdsok rovidiilnek, riigyek
kipattognak a jelenlétében. A paclobutrazol szintén gatolja a gibberelinszintézist, de a
gyokérdifferencialodast eldsegiti, az akklimatizaciot megkonnyiti. A pholoroglucinol
antioxidans hatasu, vitrifikdcio meglézésére hasznaljak, segiti a gyokérdifferencialodast,

¢s megfigyelték antibakteridlis hatasat is (Jamborné Benczur E. 2005).
1.3 Molekularis technikak

1.3.1 A dezoxiribonukleinsav jellemzése

A nukleinsavak 3 komponensbdl épiilnek fel. Egy foszforsavbol, egy 6t szénatamos
cukorbdl és egy nitrogénbazisbol. A DNS-ben 2-dezoxi-D-riboz cukor taldlhato, mig az
RNS-ben D-ribéz. A nitrogénbézisokbol 6t darab van: adenin, guanin, uracil, timin,
citozin. A DNS-ben adenin, guanin, citozin, €s timin van, mig az RNS-ben uracil van a
timin helyett. A nukleozidoknak nevezziik a glikozidkotéssel 6sszekotott cukor €s bazis

molekulat. Azokat a nukleozid molekulakat, amelyekhez észteres kotéssel kapcsolodik a
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foszforsav, mononukleotidnak nevezziik. Polinukleotidok akkor jonnek létre amikor a
molekulak cukor foszfat kovalens kotéssel 0sszekapcesolodnak. A bazisok oldallancként
kapcsolodnak pentdz egységenként, ez adja a primer szerkezetét a molekulanak. A DNS
¢s az RNS primer szerkezete megegyezik, viszont 1ényeges kiilonbség a szekunder
szerekezeténél jelentkezik, ami jelentdsen meghatarozza 6ket. A DNS egy kettds hélix
térszerkezettel rendelkezik. A molekula vaza két spiralisan jobbra elcsavarodott lanc
alkotja, amelyek polérisak. A két lanc egymasra parhuzamos, viszont ellentétes irdnyba
futnak kozos tengelyli vonal mentén. A polinukleotid lancok oldalat cukor-foszforsav
lanc alkotja, mig a bazisok befele fordulva hidrogénhid kotéssel kapcsoldodnak
egymashoz. A hidrogénhid kotés egy gyengébb kémiai kotés, viszont nagy mennyiségben
eléfordulva erds kapcsolat alakul ki a lancok kozott. Az energetikai feltételek, a
rendelkezésre 4ll6 hely a két spiral kozott, és a bazisok szerkezete miatt, ezek a molekulak
kapcsolodasa szabalyszert. A kisebb térfogatu pirimidinbazisok (timin, uracil) mindig a
nagy térfogati purinbdzisokhoz (adenin, guanin, citozin) kapcsolédnak. Az adenin
mindig a timinhez, a citozin a guaninhez. fgy a két lanc komplementer, az egyik

bazissorendje meghatdrozza a masikét (Heszky L. 2008).

1.3.2 Marker alapu szelekcio

A nemesités legfobb célja, hogy a gazdasagilag és agronomiailag fontos
tulajdonsagokat javitsuk. Elsd lépésként mindig a kiilonbozd tulajdonsagu sziilket
keresztezziik, az egyik sziild lehet vad faj genotipusa is. A gazdasagilag értéktelen
tulajdonsagoktol visszakeresztezés modszerével tudunk megvalni. A fenotipuson alapuld
szelekcio ezen esetben sem nem 1dO, se nem koltség hatékony, ezeken feliil preciz
modszerekre, €s jol elkiiloniilo tulajdonsagokra van sziikség a szelekcid soran. A marker
alapu szelekcional viszont, genotipus alapjan valogatjuk ki a szamunkra hasznos génnel
rendelkezé ndvényeket. Szelektalhatunk kodoldé DNS szakaszra, vagy génnel szoros
szorosan kapcsolt markerrel. Ezen a szelekcid sordn markereket alkalmazunk az
azonositasra, igy a fenotipust a génnel kapcsolt nem koédoldé DNS szakaszok alapjan
josoljuk elére. Ez a modszer segit csokkenti a visszakeresztezésre szant id6t, és a hasado
populacidkban valo szelekcidban is segit. A nem ismert gén szekvencia se okoz gondot,
mert a DNS markerre torténik a szelekcio, és a marker szoros kapcsolatban all a

gazdasagilag hasznos génekkel (Kiss E. 1999).
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1.3.3 A PCR bemutatasa

A polimeraz lancreakci6 soran felszaporitjuk a keresett DNS egy szakaszat szabad
szemmel lathaté mennyiségiire. A reakcid soran ciklikusan ismétlédik harom szakasz. Az
elsé soran a DNS két lancat szétvalasztjuk, ezt hivjuk denaturalasnak. A masodik soran a
keresett szakaszhoz komplementer szekvencidkat, primereket kapcsolunk a homoldg
részekhez. A harmadik szakasz az elongéci6, ahol az inditd primerek elkezdik a
komplementer szl szintézisét, ezzel meghosszabbitva a lancot. A reakcid soran
exponencialisan n6 a DNS mennyisége, altaldban 35-40 ciklusra van sziikség, hogy
elérjiik az elengedd mennyiségli dezoxiribonukleinsav szakasz mennyiséget. Fontos,
hogy a denaturdcié soran a DNS-polimeraz enzim aktiv maradjon a magas hdhatas
ellenére is, hogy a 35 ciklust végre tudja hajtani. A reakcidelegynek tartalmaznia kell a
polimeraz enzimet, az azt aktivalé puffert, MgCl,-ot, a primereket, a négy nukleotidot, és
a felszaporitani kivant DNS templatot. Agaroz-gélelektroforézissel méretiik szerint
szétvalasztjuk felszaporodott DNS szakaszokat, és etidium-bromiddal megfestve,

ultraibolya fényben a keresett terméket azonositjuk (Kiss E. 1999).

1.3.4 Agaroz-gélelektroforézis

Ezt a technikat kiilonb6z6 méretli nukleinsavak szétvalasztdsara és vizualizalasara
alkalmazzuk. A gél porusmérete donti el, hogy milyen molekulakat tudunk elvéalasztani
benne. Kisebb molekulaknal alkalmazhatjuk a PAGE modszert, de DNS-sel vald
munkéndl akadélyba iitkdziink, mert ezek a molekuldk tobb ezer bazis parbol is allhatnak,
igy a leghigabb poliakrilamid gélben sem tudjuk Oket elvalasztani. Megoldast nyujt erre,
ha nagyobb porusméretli anyagot hasznalunk célunk eléréséhez; az agaroz gélt. A vords
moszatok sejtfalabol késziilt poliszacharid, galaktdoz €s anhidro-galaktdzbol all. Az
agardz gél térhalos szerkezetét Gsszetartd masodlagos kotések miatt a gél, magas héfokon
folyékony halmazallapotot vesz fel. Eldallitasa egyszerti, 6sszekeverjiik a pufferrel, majd
magas homérséklettel feloldjuk a szemcséket és a megfeleld formdba dntve hagyjuk
lehiilni. A gél poérusmeérete fiigg a koncentracidjatol. Elénye azonos az akrilamid gélével,
hidrofil, kémiailag inert, stabil, nem kot meg olyan szinanyagokat, amiket a elemezni
kivant anyag festésére hasznalunk. Nukleinsavak festésénél olyan festéket hasznalunk,
amelynek a nukleinsavakkal alkotott komplexe UV fénnyel gerjeszthetd, lathatd
tartomanyban bocsat ki fényt, azaz fluoreszkal. A DNS kimutatdsara gyakran alkalmazott

festék az etidium-bromid. Egy gytirlis vegylilet, amely képes a kétszala DNS molekula
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szalai kozé beférkdzni. Az etidium-bromid mutagénnek szamit, megzavarhatja a
replikdci6 soran a DNS polimeraz miikddését, ezért érdemes egy nem mutagén festéket

alkalmazni (Venekei, Molnar & Porrogi, 2015).

1.4 Narancssarga belso levelii kaposzta fajta nemesités folyamata

Dr. Galli Zsolt kaposzta nemesitd célja az volt, hogy a B. rapa eredetii CRTISO1
gént bevigye a fejeskaposztaba. Ez a mutans fehérje gatolja a likopinnak az atalakulésat
Ossz-transz-likopinnd, igy prolikopin raktarozas elindul a levelekben (Mitsuru et al.
2011). Az F1 novény steril volt, viszont spontdn kromoszomakétszerezodés soran
fertiliss¢ valt. A nemesités bridge ndvények bevondsavaval folytatddott, aminek
folyamata az 3. abran lathato (Toth-Lencsés A. K. et al. 2024).

Orankin karalabé(14-5103-1)
(2n=19) AA (2n=18) CC

F1 steril F1 fertil bridge2 |:F1 et || 2009
o —t " —— (2n=36-38)? J
(2n=19) AC (2n=38) AACC AACC (-2A Chr)? F1 fertil || 2019
bridge2 02 bridge3 (2n=18)?
(2n=36-38)? (2n=36-38)? CC kis A -m 2021
AACC (-2A Chr)? AACC (-2A Chr)? introgresszié?
bridge2 042 bridge3 (2n=18)? 044 2022
(2n=36-38)? (2n=38)? CC kis A (2n=28)?

AACC (-2A Chr)?

« bridge 2

+ B. oleracea genotipus I.
+ B oleracea genotipus Il
* B. oleracea genotipus Il
*+ B. oleracea genotipus VI
* B. oleracea genotipus V.
* B. oleracea genotipus VI
« B. oleracea genotipus VI,
* B. oleracea genotipus VIl
* B. oleracea genotipus IX.
« B. oleracea genotipus X.
* B. oleracea genotipus XI.
* B. oleracea genotipus XiI.

* 051/l

* 051/l
= 051/l
* 051/IV.

064 -065 -066 -067 -068 -069 -070 -071 -072
073 -074 -077 -078 -079 -080 -081 -082 ~083

introgresszio?

- 0s2/1.
- 052/l
- 052/l
- 052/IV.
* 052/V.
- 052/VI.
= 0s2/VIL.

= 052/Vill.

« bridge 2

* B. oleracea genotipus 1.
* B. oleracea genotipus Il
+ B. oleracea genotipus Ill
* B. oleracea genotipus VI
+ B. oleracea genotipus V.
+ B. oleracea genotipus V1.
« B. oleracea genotipus VIl
« B. oleracea genotipus VIl
* B. oleracea genotipus IX.
+ B, oleracea genotipus X.
« B. oleracea genotipus XI.
+ B. oleracea genotipus XIl.

098 -099 -0100

-075 -076 -083 -084 -085 -086 -087 -088
-089 -091 -092 -093 -094 -095 -096 -097

2024

3. Abra - A mutans CRTISO1 gén bevitelének keresztezési sémaja, Dr. Galli Zsolt munkaja (Téth-Lencsés
A. K. etal. 2024)

Az F1 hibrid és a tovabbi BC egyedek mindegyike embrié mentés segitségével
volt felnevelhetd, aminek oka a kromoszomaszam eltérésre vezethetd vissza.
Rendelkeziink egy molekuléaris markerrel (BraOR primerpar), ami a narancs gén DNS
alapt kimutatéasat teszi lehetové (Lee S. et al. 2014). A BC4 egyedek mar kiilonb6zo korai

fejeskaposztakkal lettek visszakeresztezve. (3. dbra)
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2 Anyag és modszer

2.1 Novényanyag

A novényanyagot az 1. tablazat tartalmazza. A novények in vitro fenntartdsa €s
taroldsa a MATE Szent Istvan Campus godolldi telephelyén tortént, a Molekularis

genetika és nemesités csoport fényszobajaban.

1. tablazat - A kisérlet névényanyaga

1. 044 12. 091 (03 27) II. 23. 096 (03 12) I.

2. Bridge 1 13. 093 (03 27) I. 24, 096 (03 12) Il
3. Bridge 2 14. 093 (03 27) Il 25. 096 (03 12) IV.
4, Bridge 3 15. 094 (03 12) I. 26. 096 (03 12) V.
5. 02 self 16. 094 (03 12) II. 27.

6. | 052 fehér 17. | 094 (03 12) IIl. 28.

7. 052 narancs 18. 094 (03 12) VI. 29.

8. 083 (03 05) I. 19. 094 (03 12) V. 30.

9. 083 (03 05) II. 20. 094 (03 12) VI. 31.

10. | 083 (03 27) il 21. 094 (03 12) VII. 32.

11. | 091 (03 27) 1. 22. 094 (03 12) XII. 33.

Egyes novényeket szamkodokkal lattuk el, ami a kovetkez6 kod alapjan értelmezhetd:
O= Nemesitési cél: B. rapa eredetli narancs gén bevitele fejeskaposztaba. Arab szdm az
,»O” betlit kovetden = keresztezési kod, ami adott anyai €és apai genotipusokat, azaz
szliloket foglal magaba. Zardjelben feltlintetett datum = a becd/k beérkezése a
laboratoriumba, majd a benne 1évé magok taptalajra helyezésének datuma. Romai

szamok = magoncok, amikbdl névény fejlédott (minden ndvény egyedi genotipus).
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2.2 In vitro Kisérlet

2.2.1 Taptalaj készitése

A novényeket MS taptalajon neveltiik, aminek komponenseit a 2. tablazat,
torzsoldatainak mennyiségét a taptalaj készitéskor a 3. tdblazat tartalmazza. Egyes
esetekben hormon kiegészitést is adtunk a taptalajhoz mert ez egy olyan taptalaj, amely
szinte minden novénynek megfeleld6 mennyiségli tdpanyagot tartalmaz, a sikeres
mikroszaporitds érdekében nodvekedést serkentd hormonokat is alkalmaztunk, mint

példéaul: indol-vajsav, 1-naftil-ecetsav.

20



2. tablazat - Komponensek mennyiségei

Makroelem 6sszetétel (1000ml)

Toménység 1x 10x
KNO3 19¢g 19¢g
NH4NO3 1,65 ¢ 16,5 ¢
MgS04*7H20 037g 3.7g
KH2PO4 0,17 g 1.7¢

Mezoelem Osszetétel (1000ml)

Toménység 1x 200x
FeSO4*7H20 0,0278 g 5,56 ¢
Na-EDTA 0,0373 g 7,46 g

Mikroelem osszetétel (1000 ml)

Toménység 1x 1000x
MnSO4*H20 0,0223 g 22,30 g
ZnSO4*H20 0,0086 g 8,60 g
H3BO3 0,0062 g 6,20 g
Na2MoO4*2H20 0,00025 g 025¢g
CuSO4*5H20 0,000025 g 0,025 g
CoCI2*6H20 0,000025 g 0,025 g

Vitamin 0sszetétel (1000 ml)

Toménység 1x 1000x
Thiamine, B1 0,0001 g 0,10 g
Nicot.acd, B3 0,0005 g 0,50 g
Pyridoxine, B6 0,0001 g 0,10 g
Glycine 0,002 g 2,00 g
Szaharéz 20 g (MS taptalaj esetében

30g)
Inozitol 0,1g
Agar 8¢
Indol-3-vajsav 0,2 mg/l

21



3. tablazat - Torzsoldat mennyiségek

1l 500ml 250ml 125ml
Makro 10x 100 ml 50 ml 25 ml 12,5 ml
Mezo 200x 5mil 2,5ml 1,25 mi 625 ul
Mikro 1000x 1ml 0,5 ml 0,25 ml 125 pl
CaCl, 200x 1ml 0,5 ml 0,25 ml 125 pl
Kl 1000x 1ml 0,5 ml 0,25 ml 125 pl
Vitamin 1000x 1ml 0,5 ml 0,25 ml 125 pl
Inozit 01g 50 ul 25 ul 12,5 ul
Cukor 30g 15g 7,58 3,75g
Agar 8¢g 4g 2g 1g

Az téaptalaj elkészitésekor egy Erlenmeyer lombikba kimérjiik a talaj torzsoldatait
attol fiiggden milyen mennyiségben szeretnénk taptalajt késziteni: makro, mezo, mikro,
CaCl,, KI, vitaminok. Ezek utan az inozitolt, és a cukrot adjuk az oldathoz, és egy
magneses keverd segitségével oldodasig keverjiik. Az agar hozzdadasa el6tt a pH szintet
5,8-as értékre kell allitani HCL, és NaOH oldatok adagolasaval. A pH beallitasanal
figyeljiink, hogy az elektréda nem sériil meg a folyamatos keverés miatt. Gyengébb vagy
kis mennyiségli ndvényanyag esetében hasznaltunk indol-vajsavat, vagy 1-naftil-
ecetsavat a novények sikeres mikroszaporitasanak érdekében. Ezek utdn aluminium
foliaval lefedjiik a lombikot, majd 20 percen keresztiil f6zziik egy kuktdban. Az 1dd
lejartaval levessziik a kuktat, és megvarjuk mig a nyomaskiilonbség elmulik, mert, ha a
feddt tul hamar tavolitjuk el, ledobhatja az aluminium fedeliink, igy a kiils6 korokozoktol
védtelen lesz az elegy, és késdbb a koérokozok felszaporodhatnak a taptalajban. A
lombikot kivessziik a kuktabol, ligyelve arra, hogy annak hémérséklete €gési sériilést
okozhat szamunkra. Amig hagyjuk hiilni az elegyet el6készitjiik a fiilkét. Bekapcsoljuk a
légaram keringtetést, €s az UV vilagitast 15 percig. Miutan lejart az 1d6, lekapcsoljuk a
lampat, detergensel fertdtlenitjiik a fiilkét, majd a kikészitett csipeszeket és szikéket is
attoroljiik. Az eldre sterilizalt petricsészéket, vagy lombikokat behelyezziik a fiilkébe.

Ezeknek a lombikoknak a teteje rendelkezik aluminium fedéllel, ezeket eltavolitjuk ugy,
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hogy keziink ne keriiljon a lombikok folé, mert ez is fertézés forras lehet. Az Erlenmeyer

lombikbdl ezek utan attoltjiik a taptalajt, folyamatos figyelmet forditva a steril munkara.

2.2.2 Mikroszaporitas

A taptalaj megszilardulasa utan megkezdhetjiik a mikroszaporitast. A csipeszt €s a
szikét etanolba martjuk majd a gazégdvel leégetjiik a biztos sterilitds érdekében, ezt 3-4
novényként megismételjiik. E16szor a hajtasokat feldaraboltam, majd petricsészébe ontott
taptalajra helyeztem, kis méretiik miatt nagy mennyiségli ndvényanyagot tudtam
produkalni minden genotipusnal. A ndvényeket egy 21°C-os fényszobaban tartottuk 16
oras vilagos, majd sotét 4000LUX megvilagitasban. Az egészséges, nem elfert6zddott
szarrészeket kivalogattuk a petricsészébdl, az oldalhajtast hozd szarrészekrol
levalasztottam a hajtast steril szike és csipesz segitségével levalasztottuk, majd MS
taptalajt tartalmazo fioldba, vagy befGttesiivegbe helyeztiik 6ket, majd parafilmmel
lezartuk, és 21°C-os fényszobaba helyeztiik, 16 ora vilagos és 8 dra sotét 4000 LUX
megvilagitasba. A fioldban nem elfert6z6dott egészséges novényeket szelektaltuk, és
befottesiivegbe helyeztiik, ami MS taptalajt tartalmazott, a nagyobb hely végett, hogy a
novények jobban érezzék magukat. Ezutan 21°C-os fényszobaba helyeztiik dket, 16 ora

vilagos és 8 6ra 4000LUX megvilagitassal.

Munkédm masodik részében a magkezdeményekbdl fejlodo fiatal in vitro novényeket
vizsgaltam, amik akklimatizalasa és szabadfoldbe torténd kiiiltetése elott leveleket
gyljtottiink roluk szelekcid céljabol, igy mikroszaporitast igényeltek. A magoncok
leveleinek begytijtését kovetden a hajtasukat levagtuk, és MS téptalajba szartuk, majd
21°C-os fényszobaba helyeztiik, 16 ora vilagos és 8 ora sotét 4000 LUX megvilagitasba.

A novényeket hetente ellendriztem, talalhatod-e fert6zés, megfigyelhetd-e ndvekedés,
gyokérképzodés. Az elfertézddott, elpusztult ndvényeket szelektaltuk folyamat soran.

2.3 Genotipizalas

2.3.1 A DNS izolalas

In vitro koriilmények kozott nevelt novényekrdl leveleket szedtiink (1. tablazat
14. mintatol a 30. mintdig). A DNS kivonast a novények levelébdl Macherey Nagel®
NucleoSpin DNS kit segitségével végeztiik a gyartd altal megadott protokoll, valamint a

Genetika és Genomika Tanszék tapasztalatai alapjan.
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1. A protokoll 1épései: 0.1 g minta homogenizdldsa mozsarban folyékony nitrogén

segitségével

2. A homogenizalt minta eppendorf csObe helyezése

- 400 pul PL1 puffer hozzdadasa

- Vortex

- 10 pl RN4az hozzaadasa

- Vortex

- Inkubalas: 65 °C, 10 min

- Vortex

- Centrifuga: 5 min, 11.000 x g (Tansz¢ki tapasztalat alapjan)
- Minta 4ttoltése 2 ml-es eppendorf csdbe helyezett lila NucleoSpin® oszlopba (sz{ird)
- Centrifuga: 2 min, 11.000 x g

- Lila oszlop eldobasa

3. 400 pl PC puffer hozzaadésa

- Vortex: 30 sec

4. 761d NucleoSpin® oszlop (szilika gél membran) 11j 2 ml-es eppendorf csObe helyezése
- 600 pl minta oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobésa, oszlop megtartasa

5. Szilika-membran mosasa és szaritasa

- 400 pl PW1 puffer Oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobésa, oszlop megtartisa

- 600 pl PW2 puffer oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobésa, oszlop megtartasa
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- 300 pl PW2 puffer oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 2 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobasa, oszlop megtartasa

- Centrifuga iiresen: 2 min, 11.000 x g (Tanszéki tapasztalat alapjan)
6. Oszlop 1j 1.5 ml-es eppendorf csébe helyezése

- 50 ul PE puffer oszlopba pipettazasa

- Inkubalas: 65 °C, 5 min

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta megtartasa

- 6-0s pont 1épéseinek megismétlése a PE puffer pipettdzasatol

crer

ellendriztiik.
2.3.2 PCR reakcio

2.3.2.1 Primerek szekvenciaja

Annak megallapitasara, hogy a vizsgalt novények hordozzdk-e a szamunkra
fontos kinai kel eredetii narancssarga szinéért felelés mutans CRTISO1 gént a Bra-OR

primerpar volt a segitségiinkre, aminek szekvencidjat a 4.tablazat tartalmazza.

4. tablazat - Bra-OR primerparok szekvenciai

Primer | Primer par Szekvencia (Zhang et al. 2008)
5'- (Zhang et al. 2008)
Bra-OR-
GAGGTCTGTTTCTACGAGTACGG
Forward
Bra-OR -3’

Bra-OR- | 5’- CTCATTAGTCCATCTCCGACCA | (Zhang et al. 2008)

Reverz -3’
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2.3.3 PCR koriilmények

2.3.3.1 Touchdown-pcr

A BraOR gén megtalalasdhoz Touchdown per-t hasznaltunk a névényanyagon. A

polimeraz enzim, és a PCR mastermix mennyiségek 5. tdblazatban lathato.

5. tablazat: PCR Mastermix 0sszetevok

Osszetevd Mennyiség (ul)

Desztillalt viz 3,65
5x puffer 2

25 mM MgCI2 0,5
2 mM dNTP 0,3
10 uM reverse primer 0,75
10 uM forward primer 0,75
5 pg/ul Taq polimeraz 0,05

A Bra-OR, 70 °C-os Touchdown PCR-t alkalmazva az alabbiak szerint:
1. Eléciklus: 94 °C, 2 perc (Chot start’)

2. 10 cikluson keresztiil a kovetkezd lépések, amely sordn az annealing homérséklete

ciklusonként 0.5 °C-kal csokken:

- Denaturalas: 94 °C, 30 mésodperc,

- Annealing: 70 °C, 30 masodperc,

- Szintézis: 72 °C, 1 perc,

3. 24 cikluson keresztiil a kdvetkezo 1épések:
- Denaturalas: 94 °C, 30 masodperc,

- Annealing: 70 °C, 30 masodperc,

- Szintézis: 72 °C, 1 perc,

4. Utopolimerizacio: 72 °C, 5 perc.
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2.3.4 Agaroz gélelektroforézis

A PCR reakcidk soran felszaporitott fragmentumok vizudlis detektalasdhoz 1%-o0s agardz

gélt és etidium-bromid interkalal6do festéket hasznaltunk.

Az agardz gél ontés 1épései:

1. Osszetevék kimérése: 120 ml 0,5 x TBE puffer, 1,2 g agaroz,

2. A pufterhez hozzdadjuk az agar6zt, majd mikrohulldmu siitében a homogén éllapot
eléréséig melegitjiik

3. Folyoviz alatt visszahtitjilk folyamatos mozgatas mellett,

4. 6 ul etidium-bromid hozzaadésa a folyékony gélhez, majd keverés

5. az elOkészitett, tiszta talcaba Ontjiik a gélt, a keletkezd buborékokat pipetta heggyel
eltavolitjuk.

A zsebek kialakitasdhoz a fésiit a gél szélével parhuzamosan, kb. 1 cm tavolsagra
igazitottuk a még folyékony gélbe (8. 4bra). A mar kihllt és megszilardult gélt
futtatokadba helyeztiik el.

Molekulatémeg markerként GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder (Thermo Fisher)
szolgalt.

Az elektroforetikus eljaras 90 V-on 40 percig tartott a 0,5x TBE pufferben a BIO
RAD™ Power Pac 300 elektroforézis tapegység hasznélataval

A futtatast kovetden a detektalt fragmentumok kiértékelésére az Alpha Innotech
Multilmage™ Light Cabinet gédokumentacids késziilékkel tortént, amely egy elzart
flilkében UV megvilagitdssal gerjeszti a fragmentumokban interkaldlodott festéket,

valamint fénykép is készithetd a gélrdl.
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3 Eredmények

A kisérletem sordn 26 novény mikroszaporitasat végeztiik el a laboratériumban, amik két
részre oszthatoak. Az elsé esetben az 1. tdblazat 1.-7-ig szerepel6 novények vettek részt
a kisérletben. A cél, a névények in vitro klonjainak az eldallitasa volt, ugyanis ezeken a
novényeken gyokércsucs kiinduldsabol terveztiink kromoszéma szdmlalast végezni egy
masik kisérlet keretein beliil. A novények szarat atlagosan 25-30 részre vagtam
genotipusokként steril koriilmények kozott, majd MS taptalajt tartalmazo petricsészébe
raktam (4.4bra). Amely szarrészek fejlodésnek indultak azokrol a hajtasokat levagtam,
majd befbttesiivegbe vittem tovabb Jket, amik MS taptalajt tartalmaztak. Egy
befbttesiivegbe 7-8 ndvényt tudtam athelyezni (5, 6, 7 dbra)

4. Abra - 052 narancs genotipus eredményei
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6. Abra - 02 self novény felszaporitisanak eredménye befSttesiivegben
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7. Abra - 052 fehér genotipus felszaporitasa befottesiivegben

A novényegyedek felszaporitasa mind a 7 esetben (O2 self, 044, Bridge 1, Bridge
2, Bridge 3, 052 narancs, O52 fehér (1. tdblazat)) sikeresek voltak, igy minden egyed,
ami a bef6ttestivegben nevelkedett egészséges gyokeret tudott fejleszteni, igy elegendd
gyoOkércsucsot tudott szolgaltatni a tervezett kisérlethez. A felszaporitas soran elenyészo

elfert6zodést tapasztaltunk.

A munkank masodik részében, az 1. tablazatban talalhatdo 8-26-os szamu ndvények
szerepelnek a vizsgalatainkban. Ezek a narancs belsé levelti kdposzta nemesitésébol
szarmazo laborba érkezett becOk magkezdeményeikbdl fejlédo fiatal in vitro ndvények
voltak. Azok akklimatizdlasuk és szabadfoldbe torténd kitiltetésiik elétt leveleket
gyljtottiink roluk szelekcid céljabol, igy mikroszaporitast igényeltek. A magoncok
leveleinek begylijtését kdvetden a hajtasukat levagtuk, és fiolakba toltott MS taptalajban
figyeltiik fejlodésiiket, amit a 8. dbra mutat. A 8. abran lathatjuk ,,A” jeldléssel az O83
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as-, ,,B” jeloléssel a O91-es-, C jeloléssel az 096-0s-, D jeloléssel az O94-es

keresztezésbol szarmazo novényeket.

8. Abra - Fioldban nevelt névények (sajat kép). ,,A” jeloléssel az O83 as-, ,,B” jeldléssel a 091-es-, C

jeloléssel az 096-0s-, D jeloléssel az O94-es keresztezésbol szarmazd ndvényeket.

A kovetkezd kisérlet a ndvények gondozasardl szolt. A 9.4bran lathatd, hogy a
novényeket egy honapos iddintervallum utan tovabb vittiik kisebb befttesiivegekbe a
tovabbi ndvekedés érdekében. Minden kisérletiink sikeres volt, a gyokérfejlodés

"o

megfeleld mértékben tortént, fertézoédést nem tapasztaltunk.
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9. Abra - Bef6ttesiivegbe iiltetett novények (sajat foto). ,,A” jeloléssel az O83 as-, ,,B” jeloléssel a 091-es-

, C jeloléssel az 096-0s-, D jeloléssel az 094-es keresztezésbol szarmazd novényeket.

Szintén ezen a ndvényanyagon marker alapu szelekciot végeztiink el a BraOR
primer segitségével, ami egy 480bp méretli DNS szakaszt szaporit fel a narancs gén
megléte esetén a genotipusban. A PCR reakcié eredménye az 10. dbran lathaté. A PCR
vizsgalatokhoz a DNS-t a levelekbdl Macherey Nagel® NucleoSpin DNS kit-tel izolaltuk
a 21 BC hibrid esetén (1. tablazat 8-26-ig), és kontrollként hasznaltuk a kaposzta,
Orankin, és F1 genotipusokat. Azért ez a harom ndvény volt a kontroll, mert a kdposzta
nem hordozta a narancs gént, az orankin narancs gént homozigdtaként hordozza, az F1
heterozigotaként hordozza a narancs gént. A vizsgalatunk eredményeit a 10. abra

szemlélteti.

10. Abra - 1%-os EtBr festett agaroz gél eredménye BraOR primerpérral. Mintak sorrendje: 1. kaposzta,
2. Orankin, 3. F1, 4. 083 (03 05) L., 5. O83 (03 05) II., 6. O83 (03 27) I1., 7. O91 (03 27) L., 8. O91 (03
27)11., 9. 093 (03 27) 1., 10. O93 (03 27) II., 11. ©94 (03 12) 1. 12. 094 (03 12) II., 13. 094 (03 12) IIL.,
14. 094 (03 12) IV., 15. 094 (03 12) V., 16. 094 (03 12) VI., 17. 094 (03 12) VII., 18 094 (03 12) XIII.,
19. 096 (03 12) 1., 20. 096 (03 12) II1. 21. 096 (03 12) IV. 22. 096 (03 12) V. M: Molekulatomeg marker
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A kontroll minta koziil kettében megfigyelhetd a 480 bp méretit DNS szakasz,
ami a narancs gén jelenlétét is jelenti. Az 1. minta a kaposzta, negativ eredményt adott, a
2. az Orankin volt, téle szarmazik a narancs gén, a 3. az F1 heterozigotaként tartalmazza
a narancs gént. A vizsgalt 19 minta koziil 9 tartalmazza a keresett gént, nevezetesen a 4.
083 (0305)1.,7.091(0327)1.,,11.094 (03 12) L., 13. 094 (03 12) III., 14. 094 (03 12)
IV.,16.094 (03 12) VL., 17. 094 (03 12) VIIL., 18 094 (03 12) XIII., 20. 096 (03 12) III.

A vizsgélatot 2x ismételtiik meg, azok azonos eredményt produkaltak.

A ndvényanyag 4 értékelhetd csoportot tartalmazott (az O93-as keresztezésbol
szarmazo 2 magonc egyike sem hordozta a narancs gént). Ez a négy csoport az 083, 091,
094, 096 volt. Az O83-as csoportban 3 magonc koziil 1 hordozta a narancs gént. Az
091-es csoportban is 2 magoncbol 1 hordozta. Az O94-es csoportban mar 8 magoncbol
4db hordozta, mig az 096-0s csoportnak 4 magoncabdl 3 tagja hordozta a narancs gént.
Az O83-as csoportban 1 magonc nem élte tl a tobbi kisebb gydkeret ndvesztett. Az O91-
es csoportban szintén nem ¢élte tal 1 ndvény, itt is kisebb gyokérfejlodés latszott. Az 094,
€s 096-0s csoportban minden magonc tulélte, és sz&p dus gyokeret nevelt. A 11. dbran
lathatd A: O83 I, B: 091 I, C: 094 I, D: 096 III. novényeket kivalasztottuk, és

akklimatizalasra kiildtiink a Syngenta dcsai telephelyére.

11. Abra: Akklimatizalasra kiildott novények (sajat foto)

33



Osszefoglalas

A kutatasunk két részbol allt, mindketténél kulcsfontossagli szerepet jatszott a
mikroszaporitas. Legfontosabb része a mikroszaporitasnak a sterilitds, a belsé rendszer
korokozd mentessége. Minden petricsésze, befbttesliveg ¢s munkaeszkoz sterilizalason
esik at mieldtt dolgoznank vele. Fontos része a szaporitasnak a taptalaj készités, hiszen a
megfeleld novekedéshez elengedhetetlen a pontos anyagmennyiségek biztositasa.
Ugyelniink kellett, hogy ne legyen tapanyaghidnyos egy ndvény se, és a taladagolasra is
figyelmet kellett forditani. A megfeleld taptalaj pH -elengedhetetlen, hiszen a
tapanyagfelvétel és a novények ¢élete mulik rajta. Miutdn a megfeleld anyagmennyiségii
taptalajt elkészitjiik, a steril tivegekbe kell Onteniink azt. Itt is fennall a fertézés veszélye,
hiaba sterilizaljuk az egész fiilkét, majd a kezilinket, amint az tiveg folé keriil keziink, a
fertdzés veszélye megugrik. Ezek utdn a szikék és csipeszek fertdtlenitése kovetkezik,
amivel feldaraboljuk a névényeket. A preciz munka itt a legfontosabb, és a legnehezebb.
A kutatds elsé és masodik szakaszaban is elenyész0 fert6zodést tapasztaltunk, igy a

mikroszaporitas sikeresnek tekinthetd.

A sikeres felszaporitas utdn az elsd szakaszban a ndvények gyokércsucsat

gyljtottiik be egy késobbi kisérlethez.

A kutatasunk masodik részében felnevelt magoncokat kellett mikroszaporitanom.
A megfelel6 méreti magoncokrdl leveleket gylijtottiink a kés6bbi DNS vizsgalathoz.
Miutdn leveleket gylijtottiink a ndvényekrdl, jabb ndvényt kellett nevelniink

mikroszaporitassal, mert a levelei nélkiil nem ¢élte volna til a ndvény az akklimatizaciot.

A kutatas soran marker alapu szelekciot is végeztiink, hogy gyorsabban haladjon
a folyamat. Segitségiinkre volt a BraOR primerpar, hogy azonositani tudjuk majd a

szamunkra sziikséges gén jelenlétét.

A vizsgalt 19 minta koziil 9 tartalmazza a keresett gént, nevezetesen a 4. 083 (03
05)1.,7.091 (0327) 1, 11. 094 (03 12) L, 13. 094 (03 12) III., 14. 094 (03 12) IV, 16.
094 (03 12) VI, 17. 094 (03 12) VIIL, 18 094 (03 12) XIII., 20. 096 (03 12) III.

A novényanyag 4 csoportot tartalmazott (az O93 as keresztezésbol szdrmazo 2
magonc egyike sem hordozta a narancs gént). Az 083, 091, 094, 096. Az O83-as
csoportban 3 magonc koziil 1 hordozta a narancs gént. Az O91-es csoportban is 2

magoncbdl 1 hordozta. Az O94-es csoportban mar 8 magoncbol 4db hordozta, mig az
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096-0s csoportnak 4 magoncabol 3 tagja hordozta a narancs gént. Az O83-as csoportban
1 magonc nem ¢lte tul a tobbi kisebb gyokeret ndvesztett. Az O91-es csoportban szintén
nem ¢lte tul 1 ndvény, itt is kisebb gyokérfejlodés latszott. Az 094, €s 096-0s csoportban
minden magonc tulélte, €s szép dus gyokeret nevelt. Négy novényt (A: O83 I, B: 091 1.,
C: 094 1., D: 096 I11.) kivalasztottuk, és akklimatizalasra kiildtiink a Syngenta 6csai
telephelyére.
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Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

;o e |

'LQ&Q mew Mate D""/Qujl'@'{név) (hallgaté Neptun azonositdja: ZW P“—H )
konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
zérédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét? attekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirsl, jogi és etikai szabalyairdl
tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zarévizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat 4llam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: _ 02 év Al h6_°3  nap

e —R A

belsé konzulens

! A megfelel§ dolgozattipus meghagyasa mellett a tébbi tipus térlends.
2 A megfeleld aldhtGzandé.
3 A megfelel6 aldhtzandé.
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MATE Szervezotl és Mikddési Szabalyzat

I, Hallgatdi Kévetelményrendszer

L1, Tanuimdnyi és Vizsgaszabalyzat

6.13, sz. fiiggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /

diplomadolgozat / zdrddolgozat / portfolié készitési utmutatdja

4.2. s2. melléklete: Nyliaticozat a z&rddolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié nyilvinos
hozzférésérél és eredetiségérdl (mddositva: 2025, oktober 16.)

NYILATKOZAT

szakdolgozat nyilvénos hozzaférésérs! és eredetiségéral

A hallgatd neve: Kelemen Maté Richard
A Hallgato Neptun kodja: ZWPILH

A dolgozat cime: Biotechnoldgial médszerek alkalmazdsa kdposztafélék nemesitési alapanyagén

A megjelenés éve: 2025
A konzulens intézetének neve: Genetika és Biotechnoldgia Intézet
A konzulens tanszékének a neve: Genettka és Genomika Tanszék

KiJelentem, hogy az dltalam benyiijtott zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélis* egyéni,
eredeti jelleg(, sajat szellemi alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabéi vettem at,
egyértelm{ien megjelditem, és az irodalomjegyzékben szerepeitettem. Tovabba kijelentem, hogy a
dolgozat elkészitése soran alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkdz0k (pl. szdveggenerdlas, nyeivi
javitas, forditas, adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajdt kutatdsi és alkotéi munkamat,
azok alkaimazdsat a forrasok kdzott vagy a mddszertani részben feltlintettem, 8s a szakmai-etikai
elvérdsoknak megfelelGen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valStlant dllitottam, tudomasul veszem, hogy a zdrdvizsga-bizottsdg a
z4révizsgabal kizér és a zardvizsgat csak dj dolgozat készitése utdn tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomdsul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szeliemi alkotas felhasznéldsara,
hasznositdsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemltulajdon-kezelési
szabélyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomadsul veszem, hogy dolgozatom elektronikus véltozata feltdltésre keriil a Magyar Agrar- és
Elettudomaényi Egyetem kdnyvtéri repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kivetéen

- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyijtasatdl szdmitott 5 év elteite utdn
nyilvdnosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

kel: _ 2025 év A4 h6_ 04 nap

lﬁémlm ﬂ . fe'/f:’%z{f/

Hallgatd alairdsa

* A megfelel§ dolgozattipus meghagydsa mellett a tobbi tipus térlends.
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Hallgaték, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (M)
alkalmazasardl

1. Altalanos adatok

Hallgat6 neve;

Neptun-kédja: ZWPILH
e

Képzési szint (a rnegfelel6tjel6lje X-szel): BSc/b BA 01 MSc/MA O Doktori (PhD)
Egyéb: ..cvrerrinnruane

Kelemen Maté Richard

werren

——
Tantérgy neve/kédja*:

A munka cime: Bi?technolégiai maédszerek alkalmazdsa
képosztafélék nemesitési alapanyagén

* doktori értekezés esetén nem kitéltends

2. Nyilatkozat az Ml hasznilatardl

Alulirott, etikai felel§sségem teljes tudataban az aldbbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, vdlasszon egyet az aldbbi lehetéségek kéziil'l)
A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgdltatast.
(Amennyiben ezt jelélte, a tovabbi tabldzatok kitoltése nem szlikséges.)

0 B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgéltatast.
(Kérjuik, toltse ki a vonatkozé tabldzatokatl)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

1. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértéki felhaszndlas (pl. forditss,

nyelvi korrektura,
Otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalds célja Alkalmazott Ml-eszkdz neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja sz6veg egészére vonatkozik)

Il. TABLAZAT: Jelentés tartalmi hozzdjérulds (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb
sz6vegrész generalasa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossagu promptok és az Ml dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdlésa és a munka mellékletében valé csatoldsa sziikséges.)
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B A prompt-naplot
Alkalmazott MI-| A7 érintett fejezet /

liéklet

£ eszkdz neve tartalmaz6 me

A felhaszndlas célja veEiS]s, '|4bra / tablazat bejegyzésének
elérhetésége pontos sorszima sorszama

L

3/A. Oktaté 3ital el6frt kiegészitd szabslyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantdrgy oktatéfa vagy témavezetSje az Ml-eszkdzok hasznélatéra

vonatko_z'éan kiildn szabdlyokat vagy elvarasokat hatérozott meg, kérjlik, az aldbbi mezében
foglalja &ssze ezeket:

Pl. .az Ml hasznélaténak tilaima bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérs hivatkozdsi elvdrésok; dokumentdcids forma stb.

Oktaté vagy témavezet$ altal eléfrt szabalyok:

....................................

........................

4. Minden hallgatéra vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az Mi dltal esetlegesen generdlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgaltam, szerkesztettem és a munkdba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytallésdgdért telles kér( feleldsséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkét
mesterséges intelligencia detektorral ellen8rizheti, és eljérast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valétian vagy hianyos.

........

Kelt: ....... G ODOLL(L; ........................ , 2025. ’M .......... hé 03 nap

(a[ww AN /4%%'1/ N - Rk S\CN

......................

Hallgato aldirasa Konzulens/Témavezetd alairasa
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