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1. Bevezetés és célkitizeés

Napjainkban a mezdgazdasdg merdben eltér attol, ami az emberiség hajnalan volt;
mig elddeink még a thlélésért miivelték foldjeiket, a fejlédé orszagok kivételével, a mai
gazdalkodok mar inkédbb haszonszerzés céljabol foglalkoznak agrar tevékenységgel. Egy
tényezé mindenképpen megmaradt az évezredek soran: ndvénynemesitésre folyamatosan
sziilkség van a termés mennyiségének, valamint mindségének javitdsa érdekében, hogy
felvegyiik a versenyt a valtozé klimaval, illetve a folyamatosan ndvekvd népességgel is.
Ebben a folyamatban pedig fontos szerepe van a véletlenszerlien létrejové mutans
egyedeknek, melyeket elonyOs tulajdonsdgaik miatt sokszor kereszteznek, tovabb
szaporitanak, 0j fajtdkat hoznak veliik 1étre. Munkdam soran egy kiilonleges mutans paprika
vonal vizsgalatat tliztem ki célul, melynek jellegzetessége a megnyult, elfekvd, enyhén
csavarodd szar. Paprika novény esetében a kordbbi kisérletek sordn nem voltak
megvalosithatoak kiilonleges termesztési modok, mint példaul a vertikalis termesztés sem.
Kisérleti novénylink alkalmasnak bizonyulhat egy ilyen specialis termesztésre, &m ennek
elengedhetetlen része, hogy jobban megismerjiik a mutdns tulajdonsag hatterét. Vizsgalatom
targya ez a kiilonleges tulajdonsag volt, egészen pontosan az, hogy mi a magyardzata a
megvaltozott fenotipusnak. A megnyult internédiumok miatt a gibberelin hormonhaztartas
megvaltozasat feltételeztem. Mivel kevés mag 4llt rendelkezésre, célom az volt, hogy in vitro
mikroszaporitassal nagyszaml azonos genotipusti egyedet kapjak, amikkel mar vizsgéalni
tudom a hormon egyensuly megvaltozasat. Ennek a felderitésére in vitro vizsgalatokat
alkalmaztam. Valasztasom azért esett az in vitro modszerekre, mert egyrészt a vizsgalt
novény esetében ez a legcélravezetobb, konnyen megfigyelheté az eredménye, masrészt
viszonylag rovid id6 alatt nagy mennyiségii vizsgalhato allomanyt tudtam eldallitani. Célom
az volt, hogy kideritsem a kiilonb6z6 hormonok jelenlétében megtartja-e elfekvd
tulajdonsagat a Tortuous internode, vagy visszatér az alapértelmezett fiiggdleges

novekedéshez.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 A paprika novény

2.1.1 Eredete

De Candolle (1894) kutatasai Dél-Amerika trépusi vidékeire helyezik a Capsicum
nemzetség géncetrumat, tehat ez az a térség, ahol a vad paprika fajok a legnagyobb szamban
¢és diverzitasban megtalalhatoak. A helyi 6slakosok tobb szadz éve hasznaltdk gydgyaszati
célokra (Jones & Rosa, 1928), illetve a velikk kereskedd kinaiak is alkalmaztak a
hagyomanyos orvoslasban. A  vadpaprikat, termesztésbe vont novénylink &sét,
Dél-Amerikaban talaltdk meg, mig a fliszerpaprika 6sét Mexikoban. Amerika meghdditasa
utan a tobbi kontinensen is elterjedt, hazankba csak a XVI. szdzad elején keriilt torok
kozvetitéssel (innen ered a hagyomanyos “torok bors” elnevezés), elterjedésrdl azonban csak
a XVIII. szazadban beszélhetiink. Az tigynevezett bolgarkertészet keretein beliil lendiilt fel a

hazai étkezési paprika nemesitése, illetve termesztése. (Menyhart, 2021)

2.1.2 Rendszertani és morfologiai jellemzok

A zarvatermd, kétszikli novények kozott a Solanaceae (Burgonyafélék) csaladban
talaljuk meg a paprikdk nemzetségét (Capsicum). Jellemzdjik a diarch gyokérzet,
orsogyokeriikbol egyenletesen két szemkozti sorban ndének a mellékgyokerek, bojtra
hasonlité format 1étrehozva. Vizszintes irdnyban akar fél méter sugarban is megtalalhatoak a
gyokerek, esetenként 60 cm mélyre is lehatolhatnak. A kifejlett névény hajtasrendszere alul
fiirtos, feliil bogas elagazasu (cstcsban kettds vagy tobbesbog). Termesztett fajtainkat
folytonos novekedésii ¢és csokros (determinalt) alakokra csoportosithatjuk. Bar a paprika
lagyszari ndvény, a tenyészidd eldrehaladtaval szara felfelé¢ fasul. (Lantos,2018) A levelek
mérete ¢és alakja fajra jellemzd, azonban elmondhatd, hogy altalaban tojas vagy landzsa
alaku, sima, ép széll, rovid levélnyell. Szort vagy atellenes allasuak is lehetnek. A paprika
virdgai egylakiak, valtivaraak ¢és ontermékenytiilok. Egyesével, dgvillaban nének, sziniik lehet
fehér, sarga, lila. Az étkezési paprika felfujt bogyotermést fejleszt, mig a fliszer és chili fajtak
toktermést. A termés zold, piros, sarga, akar lila arnyalatokat vehet fel (Arimboor et al.,

2015), alakja is valtozatos megjelenésti lehet,a hogy az 1.4bra mutatja.
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1.4abra: Paprika ndvény termésének valtozatos megjelenési formai

(Forras:http://www.gasztroblogok. hu/paprika-fajt%C3%8 1k-gasztro-1055257. html)

2.1.3 Gazdasagi jelentoség

A paprika minden kétséget kizdroan az emberiség egyik legkedveltebb gasztrondmiai
alapanyaga. Alapvetden kétféle paprikat kiilonboztetiink meg, melyek természetesen rengeteg
fajtat takarnak: a kis adagban fogyasztott, altaldban csipds és vOrdses darnyalata
fliszerpaprikak; valamint a nagyobb egyszeri adagban fogyasztott étkezési paprikak (Fari,
1986; Lantos, 2018).

Vilagszinten talan a chili fajtdk a legismertebbek és elterjedtebbek, féleg az amerikai
kontinens egészén, olyannyira, hogy az Egyesiilet Allamokban a kiilonb6z6 szészok,
fermentalt és snack chili termékek jelenleg népszeriibbek még a Ketchup-nél is (Crosby,
2008). Eurdpaban az étkezési paprika fogyasztdsa fOleg a Balkan orszdgokra jellemzd
(GCsilléry, 2006), a fliszerpaprika pedig Magyarorszag, Spanyolorszag, Olaszorszag és Francia
Baszkfold konyhdinak jellegzetes eleme a s6 és a bors mellett (Katz, 2009). Hazdnkban
jelentds a paprika termések fogyasztasa, valamint a fliszer tipusok 6rleménye a tradicionalis

konyha elengedhetetlen része, ez is indokolja a megndvekedett igényt a termelés novelésére.


http://www.gasztroblogok.hu/paprika-fajt%C3%81k-gasztro-1055257.html

(GCsilléry, 2006). Jelen fejezetben felhasznalt KSH és FAO adatok minden esetben a fiiszer-és
zo6ldpaprika Osszesitett adatait mutatja.

A vilagon a legnagyobb teriileten Azsidban termesztenek paprikat, 2 577 677 ha
2021-ben a FAO utols¢ feljegyzett adata, ez az Osszes paprika termdteriilet 70,1%-a. A
foldrészen beliil kiemelkedd az egyébként vildgelsé Kina, masodik helyen India, harmadik
pedig Indonézia, de terméteriilettdl fiiggetlentiil szinte minden 4zsiai orszagban a legnagyobb
mennyiségben termelt novények kozé tartozik (Berke & Shieh, 2000). A vilagon élvonalba
tartozik tobb 4zsiai orszdg, ahol mara a tradicionélis konyhdba integralodott a paprikak
hasznalata (Bosland, 2016), valamint az éghajlatnak és igényeknek megfeleld fajtakat
nemesitettek (Berke & Shieh, 2000). 2. abran szintén FAO adatok kertiltek megjelenitésre, itt
lathatjuk, hogy a vilagon jelentOs teriileten folyik paprika termelés, 1ényegesen valtozasok

nélkiil.

A vilag paprika terméteriiletének valtozasa 2011-2021 (FAQ)
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2. abra: A vilag paprika terméteriiletének valtozasa az elmult évekre vetitve

(Forrds: sajat szerkesztés FAOStat(2011-2021) adatok alapjan)

Europara szikitve vizsgalodasunkat a FAOStat adatbazisban észrevehetiink egy
nagyobb esést a termoteriilet 6ssz méretében, mint ahogy azt a 3.4bra is mutatja. Ezzel
szemben az éves betakaritott mennyiség nd, ami annak tudhat6 be, hogy rohamosan terjednek
a hajtasos termesztést alkalmazd ndvényhdzak, melyek magas belmagassagukkal kevesebb

alaptertiletet igényelnek.



Eurdpa paprika terméteriilete 2011-2021(FAQ)
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3. abra: Eurdpa paprika terméteriilete 2011-2021 (FAO)
(Forras: sajat szerkesztés FAOStat(2011-2021) adatok alapjan)

Magyarorszdgon az utdbbi években rohamosan esik a paprika termelés, ahogy azt a
4. abran is lathatjuk A KSH adatait nagyobb idésorban nézve latszik rendszervaltas idején
még 10.000 ha kornyékén mozgott a termdteriilet, majd szinte folyamatos mélyrepiilésbe
kezdett, mig végiil a tavalyi évben mar csupan 2567 ha volt, 8.2 t/ha termésatlaggal. Az
agazaton belill ugy régobta ugy tartjak, hogy megfelelden szervezett termeléssel 20-30 t/ha is
elérhetd lenne. A csokkenés egyik oka, hogy az Eurdpai Uniods csatlakozassal megnyilt a
piacunk a kiilfoldi termékek szaméara. A masik ok, hogy a hazai termeldk nehezen
alkalmazkodnak a klimavaltozas okozta nehézségekhez, nem tudnak felzark6zni technologia
szempontjabol, beleértve a felhasznalhatd novényvédd szerek listajanak sziikiilését. Nem
elhanyagolhato tovabb a munkaerdt hiany sem

(https:/fruitveb.hu/beszamolo-xii-magyar-paprika-napja-hajos-2023-szeptember-8/)).


https://fruitveb.hu/beszamolo-xii-magyar-paprika-napja-hajos-2023-szeptember-8/

Magyarorszag paprika betakaritasi teriilete 2012-2022 (KSH)
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4.abra: Magyarorszag paprika termdtertilete 2012-2022 kozott a KSH adatai alapjan.
(Forras: sajat szerkesztés KSH(2012-2022) adatok alapjan)

2.1.4 Paprika nemesités Magyarorszagon

Ahogy korabban emlitettem, Magyarorszagon a valddi étkezési paprika termesztés a
19. szazad végén a bolgarkertészek kozremiikodésével jelent meg. A technologidn kiviil a
fajtatipusokat is atvettilk. Ekkor még a szd szoros értelmében vett nemesitésr6l nem
beszélhetlink, inkdbb fajtafenntartasrol (pozitiv szelekcid és egyedkijelolés révén).
Komolyabb tevékenység Szentesen kezdddott, majd az alfoldi tajak, Heves-megyében, Cece
¢s Keszthely kornyékén alakultak ki eldszor a helyi igényekhez szelektalt tajfajtak. Az
1940-es évekig nem beszélhetiink szervezett paprika nemesitésrél Magyarorszagon. (Lantos,
2018; Zatyko 2021)

A folyamat el6futaranak tekinthetd a fehér szini “Cecei tipus”, melyet a helyi gazdak
a 20-as évekre szelektaltak ki més vonalakbol, és ez lett a legelterjedtebb mai magyar paprika
fajtak alapja. Az elsd “Cecei” paprikdk csipdsek voltak, egyedi zamatukkal megvaltoztattak
az addigi magyar taplalkozasi szokdsokat és megkezdték maig tarté hoditasukat a vilagpiacon
is. Intézményes ¢étkezési paprika nemesitésr6l nem beszélhetiink anélkiil, hogy
megemlitenénk Angeli Lambertet, aki 1949-ben a Kertészeti Kutatdo Intézet (mai ZKI

jogelddje) munkatarsaként bevonta a “Cecei” populdcidkat a szelekcids nemesitésbe.



1953-ben attorésként jelentette be a “Cecei édes 3™ fajtat, mely az els6é édes fehér,
nagybogyoju paprika lett és aminek kdszOnhetden a termésatlagot megkétszerezddtek és
rohamosan nott a paprika fogyasztds. A 60-as évek elején a ma ismert “hegyes erds” (H-2) és
“fehér édes” (H-1) hibrid fajtak is Angeli munkéssaganak koszonhetden jottek létre, valamint
haldla utdin munkatarsai allitottak el6 a “Fehér6zon” fajtat. Ekkor még paprika esetében a
nemesités a termés beltartalmi paramétereinek €s alakjanak javitasat, valtoztatasat szolgélta
(Zatyko 2021).

Ezekkel nagyjdbdl egy idOben ébredtek rd a nemesiték a CMV okozta nagy
paprikapusztulds hatasara, hogy a rezisztencianemesités iranyaba is kell 1épéseket tenni. A
90-es évekre Turi Istvan “Soroksari hajtatd” fajtija elkezdte kiszoritani a piacrdl az addig
sikeres paprikakat. Ezek utan a paprika nemesités szertedgazé iranyzatokra bomlott, azonban
elmondhatjuk, hogy a virusos fertézések elleni kiizdelem a mai napig kardinalis kérdés.
Mivel napjaikban a kémiai védelem egyre aggalyosabb tarsadalmi és szakmai megitélés
szempontjabol, kiemelkedd fontossdgli a rezisztencia nemesités ¢és a keresztezés utjan
1étrejovo rezisztens hibridek kialakitasa. Jelenleg a TSWYV rezisztencia attorésére képes torzs

lekiizdéséhez sziikséges nemesitési forras kutatasa prioritast €lvez (Tobias et al., 2014).

2.1.5 Paprika mutansok

Muténsnak nevezziik azt a névényt, mely spontan genetikai valtozason (“mutacion”)
ment keresztiil, és ennek eredményeként bizonyos kiilsé és/vagy belsd tulajdonsdgai nem
azonosak a sziil6kével, vagy altalanosan eltérnek a fajra, fajtara jellemzotol, és ezt a
megvaltozott tuljdonsdgot tovabb Ordkiti az utddaiba (Carlson, 2011). A mutacio lehet
természetes eredetli vagy mesterségesen indukalt. (Sigurbjornsson, 1983) Bar alapvetden a
mutacidok eldnytelennek bizonyulnak, bizonyos mutaciok agrondmiai szempontbol elényds
tulajdonsagokat eredményeznek. Ezek a beltartalmi értékek, biotikus és abiotikus rezisztencia
valamint az apolast, betakaritast, tarolast segitd tulajdonsdgok egyarant fontosak lehetnek
nemesités, termesztés szempontjabol.

Természetesen kialakuld véletlenszerii mutacio esetén az egyedet nemesitésbe vonjak,
tobbszori keresztezésnek vetik ald a megfeleld protokoll szerint, hogy a kivant tulajdonsaggal
uj vonalat hozzanak létre. Mutaciot mesterségesen is eldidézhetiink, kémiai mutagénekkel
vagy sugarzassal. Ebben az esetben teljesen véletlenszeriiek a kialakul6 fenotipusok, azonban

a kivanatos tulajdonsdgok altaldban orokolhetéek lesznek és egy generacio alatt



megvaltoztathatjuk a fenotipust (Kumar et al., 2001). Fontos, hogy magas létszdmu
populécidval dolgozzunk, mivel nagy mennyiségben keletkeznek nem kivanatos genotipusok
(Crosby, 2008).

Magyarorszdgon paprika mutansokkal kapcsolatban Csilléry Gabor nemesitd
munkassaga €s gylijteménye kiemelkedd. A mutansgylijtemény tobb, természetesen kialakult
mutanst foglal magaba. Fenntartasuk Onbeporzéssal, az ebbdl szarmazé nemzedék

elvetésével, valamint a mutans fenotipusok szelekciojaval zajlik (Csilléry et al., 2023).

2.2 Megnyult internédiumu, csavarodo szaru mutansok

Az altalam vizsgalt mutans paprika vonal megnyult internédiummal rendelkezik. Ez a
atlagos 5-8 cm-es helyett 8-11 cm-es szartagokkal rendelkezik. Kiilonleges csavarodo alakjat
3-4 leveles korban veszi csak fel, ezért a korai fenofazisokban nehezebb azonositani mutans
tulajdonsagait (Papai et al., 2023). Kisérletiink alanya a késobbiekben akar fontos alapja
lehet egy hibrid fajtdnak, hiszen a klimavaltozés, és vele a betegségekkel vald kiizdelem
nehezedése a szantdfoldrél ndvényhazakba kényszeriti a paprika termesztést, féleg parasabb
éghajlaton (Fari, 1986). Az in vitro mikroszaporitassal eldallitott paprika egyébként is
kivaldan teljesit novényhazi koriilmények kozott (Song et al., 2009), kiilonleges novekedésti
novényiink pedig tokéletesen alkalmas lehet vertikalis termesztésre (Csilléry et al., 2021).

Paradicsom esetében a megnyult infernodiumokat a biologiailag aktiv gibberellinek
konstans magasabb szintje okozza (Sun et al.,, 2019). A tulajdonsag hatterében a GAox
(gibberellin-oxidase) enzimek megfeleld miikodésének hianya 4ll, ezek az enzimek a
felelosek a kiilonb6zo gibberellin vegyiiletek atalakulasaért bioldgiailag aktiv formabol
inaktivva.

Hasonlé genetikai hattérrel irtak le mutansokat rozsban (Lanahan et al., 1988) és
borsoban (Martin et al., 1999) is.

A gibberellinek szerepe régdta ismert a ndvényi novekedés és fejlodés soran,
folyamatos jelenléte hosszabb szérat, vilagosabb levelet és gyengébb fertilitast eredményez
(Daviére & Achard, 2013). Ennek ellenére egy hosszabb, rugalmasabb szerkezetli a szar
lehetdséget nyithat egy alternativ, esetleg vertikalis termesztésre annak fliggvényében, hogy

mennyi termést is képes elbirni.

10



2.3 In vitro mikroszaporitas

2.3.1 Torténete

A sz06 szerinti mikroszaporitas torténete alig 100 évre nyulik vissza, mieldtt azonban
megtekintjiik ezeket a mérfoldkdveket, vessiink egy pillantdst néhany trividlisnak tiind
elézményre, amik nélkiil nem johetett volna 1étre a mddszer. 1590-ben Zacharias Jansen
holland szemiiveg készit6 megalkotta az elsé mikroszkopot, az eszkoz rengeteg finomitas és
fejlodés utan lehet6vé tette 1665-ben, hogy Robert Hooke megpillantsa €s elnevezze az €16
szervezeteket alkoto sejteket. Az 1800-as években megsziiletett a totipotencia gondolata és a
sejtelmélet (Schwann, 1839), majd felfedezték a sejtosztodast (Virchow, 1858). Ezzel
parhuzamosan a mikroszaporitdshoz elengedhetetlen sterilitds fogalma is elkezdett
korvonalazddni, 1864-ban Pasteur megalkotta a réla elnevezett fertdtlenitési eljarast, a szazad
masodik felében pedig mar sejtették, hogy a fertézéseket €16 mikroorganizmusok okozzak,
valamint megjelentek az elso teljes sterilizalasi technika (Koch, 1882). Sériilt fakon mér a 18.
szazadban megfigyelték a kallusz kialakulasat, a 20.szazad elejétdl pedig megtermékenyitési
kisérletek folytak, az elsé vegetativ szervvel torténd in vitro szaporitas 1949-ben valosult
meg, majd 1959-ben az elsé sikeres szomatikus embriogenezis kisérletek is lezajlottak.

(https://courses.cit.cornell.edu/hort494/universe/history/history.html

2.3.2 Alapjai

Az in vitro mikroszaporitas kifejezés olyan eljarasokat takar, melyek segitségével a
novényt vegetativ vagy generativ szerveibdl, szovetekbdl, sejtekbdl kiindulva tenyésztjiik.
Célja a lehetd legnagyobb mennyiségli regeneratum eldallitasa (Butt el al.,2015). A steril
mikroszaporitds mara széles korben elterjedt modszer, nem csak a kutatas teriiletén, de izemi
technologidk részeként is hasznaljak. A sterilitds azért fontos, mert a hasznalt inokulumok
apré méretiilkb6l adodoan nagyon érzékenyek a patogénekre, igy csak steril koriilmények
kozott maradnak életben és nevelhetjiik 6ket, valamint igy maradhat kérokoz6 mentes az
allomany ¢és a roluk szaporitott utddok hosszu tavon (Cassells, 1997).

Munkdm soran az in vitro mikroszaporitasi eljarasat alkalmaztam, mely a ndvényi

sejtek totipotenciajat haszndlja ki (Steward et al.,, 1970), ezen beliil is jarulékos
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hajtastenyésztést végeztem. Ez a modszer tulajdonképpen klonozasként is felfoghato, mivel
az 1) egyedek szomatikus sejtekbdl alakulnak ki, genetikailag azonosak egymassal és a
kiindulasi novénnyel. Megfeleld feltételek mellett bizonyos részek a ndvény teljes
jelenti nem az eredeti inokulumok adjak majd az utédndvényeket, hanem a beldliik fejlodo
kalluszokbdl végezziik a regeneraciot (organogenezis) (Khan et al., 2011).

Az in vitro mikroszaporitdsnak két hatalmas elénye van, amely vitathatatlan oka
annak, hogy kutatds és termesztés terén egyarant eldszeretettel alkalmazzak. A modszerrel
lehetové valt a tomeges eldallitasa olyan novényeknek, melyek egyrészt genetikailag
azonosak (klonok) tehat az egyes egyedek nagy valoszinliséggel nem fognak
meglepetésszerlien rosszabb tulajdonsadgokat mutatni. Masrészt a steril koriilmények miatt a
novények biztosan mentesek mindennemi patogéntdl, virusmentes szaporitdoanyag eldallitdsa

a termesztésben nélkiilozhetetlen (Wang & Charles, 1991).

2.3.3 Alkalmazas jelentosége paprika esetében

Paprika fajtak esetében viszonylag magas keresztbeporzasi aranyokrol beszélhetiink
szant6foldi koriilmények kozott, atlagosan akar 91%-os is lehet (Tanksley, 1984), ez pedig a
fajtatipustol eltéré egyedeket, valamint nem kivanatos mértékii genetikai variabilitast, gyors
allomanymindség romlast okozhat. Szoba johet még a manudlis beporzéds, mint hatékony
technika, ez azonban joval dragabb, ezért kevésbé kivanatos. Fontos tényez0 még, hogy
természetes koriilmények kozott a paprika nem képes vegetativ szaporodasra (Christopher &
Rajam, 1994), ezért ha hatékonyan szeretnénk paprika novényeket eldallitani nagy
mennyiségben, érdemes az in vitro mikroszaporitashoz folyamodni.

A paprika organogenezissel torténd, azaz vegetativ mikroszaporitasa tobb okbol is
kulcsfontossagu. Léteznek olyan kiemelkedden eldny0s tulajdonsaggal rendelkezd vonalak,
melyekre jellemz6 a himsterilitds, amit idéigényes és bonyolult visszakeresztezésekkel ugyan
ki lehet kiisz6bdlni, azonban a vegetativ mikroszaporitds egy sokkal egyszeriibb megoldas a
problémara (Gupta et al.,1998). Szintén ennek a moddszernek koszonheté a hatékony
transzgénikus ndovény eldallitdsa (Steinitz et al.,, 1999), valamint a dihaploid ndévények

generalasa mikrosporabol és pollenbdl (Regner, 1996).
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Kisérletiink szempontjabol azért idedlis valasztds ez a mddszer, mert egyrészt nagy
mennyiségli utdédnovényt kapunk rovid id6 alatt (Ma et al., 1991), tehat béven lesz kisérleti
alanyunk. Masrészt a novényeink genetikailag azonosak, ezzel kikiiszobolhetdk az eredményt
meghamisitd egyedi eltérések az allomanyban. A paprika kiilondsen jo alany az in vitro
mikroszaporitdshoz, mivel méas novényekkel szemben a taptalajon hamar gyokeret ndveszt és
kifejlédnek az utodndvények (Gunnay & Rao 1978).

Munkam sordn cotyledon €és hypocotyl explantumokat hasznaltam, errél bévebben a
3.6 fejezetben irok, itt azonban szeretnek par szot ejteni mas lehetdségekrdl is. Paprika
esetében sikeresen alkalmazhatjuk az in vitro mikroszaporitast kimetszett embridkon is (Fari,
1986), amennyiben a cél hibridizacid, bizonyos tulajdonsagok atvitele fajtdk kozott
(Debbarama et al., 2013; Rogo et al., 2023). Amennyiben tomegesen szeretnénk haploid
paprika novényeket eldallitani, portok kultaraval kell dolgoznunk (Mityké & Gémes 2006).
Ezek a novények tokéletesen alkalmasak ndvénytermesztok szdmara kiindulasnak, mivel mar
az elsd generacioban tiszta vonalat hoznak, rengeteg id6t és koltséget sporolva (Sanchez et
al., 2020). Lehetséges sikeres protoplaszt izolalas és abbol regeneralas (Saxena et al., 1981),
valamint kalluszbol, sejtszuszpenzios kultarabdl torténd teljes ndvény regeneralas (Zatyko et

al., 1982)

2.4 Novényi hormon mechanizmusok

In vitro kulturdk esetében elengedhetetlen, hogy megemlitsiikk a fitohormonokat,

illetve az altaluk mutatott novényi valaszreakciokat.

2.4.1. Auxinok

Az auxinok a legrégebb Ota ismert fitohormonok, ennek ellenére még feltaratlan
mukodeéstik €s szereplik teljes természete. Neviik beszédes: a gordg auxein azaz ndvelni
kifejezésbdl ered, mivel rengeteg kiilonb6z0 ndvekedési és fejlddési folyamatban vesznek
részt. Ipari termelésben gyakran hasznaljak gyokereztetésre (Frankenberger & Arshad 2020).
Az auxinok tovabba a foto-€s gravitropizmus meghatdrozé fitohormonjai (Muday 2001).
Jelenlegi tuddsunk szerint az indol-3-ecetsav (I1A) a fizioldgias folyamatokban legaktivabban

résztvevo auxin.
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Auxinokat megkdtni képes fehérjék, illetve auxin receptorok létezése régdta ismert
(van der Linde et al., 1984), azonban a folyamatos kutatdsok ellenére sem ismerjiik szamos
paraméteriiket. Az auxin hatdsmechanizmusanak teljes felderitése szintén zajlik még,
azonban létezik két elmélet ra. Megfigyelték, hogy bizonyos auxin koncentraciok mellett
emelkedett a novényben az mRNS szint, tovabba az is kideriilt, hogy ez a jelenség
transzkripcioban torténd valtozasokhoz kothetd (Theologis et al.,, 1985). Egy masik
megfigyelt jelenség, hogy auxinos kezelésre torténd gyors sejt megnyulas emelkedett proton
(avagy Hidrogén anion) kivalasztassal jar, mely savasitja a szdvetet. Proton kivalas tobb
modon is torténhet, azonban ebben az esetben a H-ATP4z tlinik a mechanizmus alapjanak, az

inhibitorok hasonlosaga miatt (Cleland & Rayle 1978).

2.4.2. Citokininek

A citokininek alapvetden sejtosztodast el6idézd fitohormonok, erre utal gytijténeviik
is, mely a citokinézis, a sejt fizikai kettévalasat jelentd szobdl ered. Ez a hatds igen
sokszintien jelentkezik a novényekben: kloroplaszt fejlodés, riigy differencialas, hajtas
inicializalas, novekedés, levél oregedés (Brault & Maldiney, 1999).

A citokininek génexpresszid utjan fejtik ki hatdsukat. A ndvényi sejt plazma
membranjaban talalhatd specifikus receptorhoz kotédve, melynek sejtek beliili része egy
foszfat csoportot kapcsol egy, a citoszolban talalhat6 fehérjéhez. Ez a fehérje a sejtmagba
vandorolva aktivalja a megfeleld transzkripcios faktorokat, ami végiil a citoszolba
visszakeriild mRNS-eket eredményez. Ezeket leforditva késziilnek el azok a fehérjék, melyek
segitségével végil a novény végre tudja hajtani a citokinin altal adott utasitasokat
(Schmiilling et al., 1997).

Kisérletiink sordn 6-benzil-amino-purin (BAP) szintetikus citokinint haszndltuk, mint
novekedés serkentdt, kiilonbozé dézisokban, hogy kidolgozhassuk a ##i mikroszaporitasi

protokolljat.

2.4.3. Gibberellinek

A gibberellinek neviiket a Gibberella fujikuroi gombarol kaptak, mert el0szor ennek a
patogénnek a szekrétumaként azonositottdk Oket. Az altala okozott betegség egyik tiinete a

tulzott ndvekedés. Késobbi kutatasok allapitottdk meg, hogy ez az anyag természetszeriileg a
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ndvényekben is jelen van, s6t a ndvekedést, az érést és a termékenyiilést is szabalyozza
(Hedden & Sponsel 2015).

A felsorolt hatasokat a gibberellin ugy fejti ki, hogy egyszeriien gatolja a gatlo
tényez6t (Harberd et al., 1998). Ennek egyik leggyakoribb kovetkezménye fiatal hajtasok
esetén, hogy a novény az atlagosnal jobban megnyulik azonban a noduszok szdma nem
valtozik, tehat valojaban az internédiumok nyulnak meg. Ez ugy lehetséges, hogy maguk a
sejtfalak nyulnak meg, a varakozasokkal szemben nem turgorndvekedés, hanem ernyedés
miatt (Cosgrove & Sovonick-Dunford 1989).

A sejtben jutva a gibberellin a GID1 oldhat6 receptor fehérjéhez kotédik, ami igy
képes az SCF komplexhez kotddni, ami segiti az ubiquitin DELLA fehérjékhez vald
kapcsolodasat. Ezek a miiveletek a gibberellinhez tartozé transzkripcios faktorokat lekotve
tarto DELLA protein pusztulasahoz vezet, igy kifejezodhetnek az addig elnyomott gének
(Murase et al., 2008).
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3. Anyag és modszer

3.1 A Tortuous internode mutans paprika

Kisérletem targya, a Tortuous internode, ahogy elnevezésébdl is sejthetd, egy olyan
mutans paprika fajta, melynek szartagjai a szokasosnal hosszabbra nyulnak, szara enyhén
csavarodik, valamint elfekszik a talajon. A mutans nemesitési vonalak dnbeporzassal vannak
fenntartva (Shu et al.,2012), a Kkisérlethez felhasznalt magok is Onterményekitésbol
szarmaznak. melyeket Csilléry Gabor (PepGen Kft.) biztositotta. Kontrollként egy normalis
szarnovekedést mutatd paprikdra, az ismert magyar fajtira, a ’Fehérozon’-re esett a

valasztasunk (Royal Sluis Magrovet Kft., Kecskemét, Hungary).

3.2 Murashige-Skoog taptalaj

A kisérletek soran MS taptalajt alkalmaztunk minden esetben, a kontroll csoport
hormonmentesen, mig a kisérlet tobbi alanya hormonokkal kiegészitett valtozatan. A taptalaj
OsszetevOit és aranyaikat az 1.tdblazat mutatja, a kivalasztott végmennyiséghez igazitva
sziikséges mérni az Osszetevoket.

Elészor a makro-, mezo-é¢s mikroelemekbdl, valamint a vitaminokbdl (kivéve
inozitol) késziilt torzsoldatokbol mértiik 0Ossze az OsszetevOket egy lombikba, utana
hozzamértem a sziikséges szachardzt és a myo-inozitolt, mint szaraz hozzéavalot. Az igy
késziilt oldatot attoltottem egy mérdhengerbe €és a kivanatos térfogat eléréséig higitottam
desztillalt vizzel, majd az egészet visszatoltdttem a lombikba. Automata pH-mérd
segitségével 5,6-5,8 tartomanyon beliilre allitottam be a taptalajunk pH-jat, ezutan pedig az
utolsé hozzavalo, az agar por is bemérésre keriilt. A taptalajt aluminium fo6liaval lezart
lombikokban 20 percre autoklavba helyeztem, hozzavetdlegesen 121 C-on és 15 psi-n
sterilizaltuk. A sterilizalt taptalajunkat eldzetesen hdlégsterilizalt petricsészékbe toltottem,
megszilardulas utan szorosan lezartam, mindvégig laminaris boxban dolgozva (Murashige
&Skoog, 1962).

Mint korabban emlitettem, a tiszta MS téaptalajon a kontroll csoport nétt, a

novényalloméany nagyobb része pedig 1-4 mg/l BAP hormonnal kiegészitettt taptalajokon.
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1. tablazat: MS taptalaj 6sszetevoi

(Forras: Murashige & Skoog, 1962 nyoman)

Osszetevé tipusa, megnevezése

Bemérendd mennyiség

Makroelemek KNO3 1900 mg/1
NH4NO3 1650 mg/1
CaCl2 x 2H20 440 mg/1
MgSO4 370 mg/1
KH2PO4 170 mg/1
Mezoelemek FeSO4 x 7TH20 27,8 mg/l
Na - EDTA 37,7 mg/l
Mikroelemek MnSO4 x 4H20 22,3 mg/l
ZnS0O4 x 7TH20 8,6 mg/l
H3BO3 6,2 mg/l
KJ 0,83 mg/l
Ma2Mo0O4 x 2H20 0,25 mg/1
CuS0O4 x 5SH20 0,025 mg/1
CoCL2 x 6 H20 0,025 mg/1
Vitaminok inozitol, B8 100 mg/1
tiamin, B1 0,1 mg/l
nikotinsav, B3 0,5 mg/l
piridoxin, B6 0,1 mg/l
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glicin 2 mg/l

Egyéb agar 8 g/l

szachar6z 30 g/l

3.4 Koriilmények

3.4.1 Sterilitas

A kisérlet elvégzéséhez a Kkiiiltetés kivételével minden Iépést laminaris boxban
végziink, ez biztositja, hogy a kornyezetiink steril legyen. Eldre sterilizalt tarolokkal és
eszkozokkel dolgozunk, melyek menet kozben is fertdtlenitésre keriilnek sziikség esetén
vegyszeres uton ¢és hevitéssel. A felhasznalt taptalajok eleve sterilek. A taptalajon 1évo
ndvényeket tartalmazo tarolokat minden esetben gondosan lezarjuk fertStlenitett alufélidval,

filmmel igy helyezziik a fitotronba vagy a novényszobaba.

3.4.2 Fitotron és novényszoba

Noveényeink nevelése fitotronban tortént, ahol 2-3 hétig haboritatlanul fejlodhettek két
munkafolyamat kozott. Kisérletiink esetében a ndvények eldszor fitotron kamraba keriiltek,
itt tortént a magok csirdztatasa, az els6 explantumokbdl vald nevelés. Késobb a megmaradt és
tobb hajtast elérd novények atkeriiltek a ndvényszobdba, ahol kevésbé erdsen kontrollaltak a
koriilmények.

A fitotronban allithaté a hdmérséklet, valamint a megvilagitas idétartama és erdssége.
A kisérlethez hasznalt paprika igényeihez alkalmazkodva a kovetkezd bedllitasokat
hasznaltuk: 16 6ra megvilagitas 3000 LUX fényer6sséggel, 8 ora sotétség, hdmérséklet 25°C
+- 1°C. Mindezek a koriilmények alapvetden a paprika novény természetes él6helyének

¢ghajlatat €s a nappal-¢jszakai megvilagitas valtozasat hivatottak szimulalni.
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3.5 In vitro csiraztatas

A munkafolyamat elsé 1épése maga is sterilizalds, a felhasznidlandd magokat
sziikséges igy elOkésziteni a taptalajra helyezés eldtt. Feliileti fertdtlenitéssel kezdiink, steril
lombikban 45 madasodpercen keresztiil folyamatosan razatjuk a magokat 70%-o0s etanol
oldatban, majd 20 percig 1%-os hypoban aztatjuk Oket, folyamatos gépi rdzatas mellett
(Fari, 1986; Hussain et al., 2021). Ezutan a hypo teljes eltavolitisdhoz haromszor ledblitjiik a
magokat steril desztillalt vizzel, és kihelyezziikk Oket az el6zdleg elkészitett €s steril
petricsészébe Ontott taptalajon. A magok elhelyezése fertOtlenitett, steril csipesszel torténik,
Egy-egy csészébe annyi mag keriil, egymastol egyenld tavolsdgra, hogy minden esetleg
kifejlédé novénynek jusson elegendd hely a gyokerezésre, ahogy az 5.4bran is lathato. A
magokat hormonments MS taptalajra helyeztem, mivel itt fontos volt, hogy azonos fejlettségi

allapotban 1év6 novényeket kapjak, a hormonok bevonasa a késobbiekben tortént.

S.4bra: Téptalajra helyezett magok

(Forrds: sajat fénykép)

A magokat tartalmazo sterilen lezart Petri-csészéket a megfeleld bedllitasokkal

rendelkezd fitotronban helyeztem el.
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3.6 A novényi explantumok elokészitése, azok taptalajra helyezése

A novényekrdl az idedlis elsd szikleveles forméban steril szikével levalasztottam
azokat a részeket, melyek paprika esetében a legmagasabb regeneracios potenciallal birnak
(Gunnay & Rao, 1978; Fari, 1986): a cotyledont és a hypocotylt, majd kisebb darabokra
vagtam Oket. Ezeket a magokhoz hasonldan steril csipesszel taptalajra helyeztem (6. ébra, 7.
abra), végig lamindris boxban dolgozva. A vegetativ szaporitds alapjat, mint kordbban
emlitettik a ndvényi regeneracid képessége adja. Az eltavolitott szerveket Gigy valasztottam
le, hogy nagy eséllyel tartalmazzon merisztéma szdvetet (Gunnay & Rao, 1978) a
vagasvonal, ennek mentén szdmithatunk ra, hogy a konikulumok kalluszt és gyokeret, hajtast

fejlesztenek, majd sziklevelet, és végiil egy teljes ndvényt regeneralnak.

6. abra: Cotyledonok a taptalajon

(Forrds: sajat fénykép)
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7.abra: Levalasztott hypocotylok a taptalajon

(Forrds: sajdt fénykép)

Az explantumokat mar kiilonb6z6é mennyiségli BAP hormon tartalma taptalajokra
helyeztem, mindegyikre 10 darabot. Osszehasonlitasként a #i és a *Fehérozon’® explantumait
hormonmentes taptalajra helyeztiikk, hogy megfigyeljiik a kiilonbségeket a normal-, illetve
abnormalis szadrndvekedésii tipusok explantumai altal mutatott valaszreakciok kozott. A ##i
novények mikroszaporitasi kisérleteként a mutansok explantumait hormonmentes, illetve 1-4

cre

tovabb.
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4.Eredmények és értékelésiik

4.1 In vitro csiraztatas

Az in vitro magsterilizalasi, illetve csiraztatasi protokollt kovetve 100%-o0s csirdzast
értiink el, az eredmény egy részét a 8.abra szemlélteti. Rendszeres ellendrzés mellett 3 hét
elteltével értek el azt a fejlettségi allapotot, ami sziikséges volt, hogy elvégezzem az
explantumok el6készitését (Fari & Czakd 1980). A magok mar korabban gyokeret
eresztettek, szadmomra azonban érdekesebb volt, hogy a ndvények szarat és sziklevelet
fejlesztettek, ezekkel tudtam tovabb dolgozni. Ahogy a 9.4bran is latszik, ilyen fiatal korban
még nem figyelhetd meg a mutins fenotipus (Papai et al., 2023). Az igy eldallitott

novényekbdl késziiltek az explantumok, ez bévebben 3.6 fejezetben keriilt kifejtésre.

8.4bra: Az allomany egy része, amely sikeresen elérte az elsd szikleveles format

(Forrds: sajat fénykeép)
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9. abra: Elso szikleveles fejlettségli novények kozelrdl a petricsészében

(Forrdas: sajat fénykép)

4.2 tti és kontroll novények explantumainak osszehasonlitasa MS taptalajon

A 10. abran lathatd, hogy a 3.6 fejezetben emlitett explantumok hormonmentes MS
taptalajra helyezett csoportjai milyen allapotban voltak 2 hét elteltével. Megfigyelhetjiik,
hogy az explantumok sz¢p, egészséges allapotban vannak, azonban rogton szembetiinik, hogy
mig a kontroll csoport nem valtozott meg szamottevden, addig mutdnsaink maris eltérd
reakciot mutattak. A #fi esetében a hypocotyl és a cotyledon explantumok is kiemelkedden
magas gyOkeresedést mutattak a hormonkezelés nélkiili MS téptalajon. A folyamatot
fitohormonok befolyasoljak (Isd. 2.3 fejezet), nevezetesen az auxin, melyet gyakran

hasznalnak is gyokérképzddés indukalasara in vitro koriilmények kozott. Ebbdl levonhatjuk a
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kovetkeztetést, hogy a #fi mutans paprika a normalishoz képest tltermelést mutat ebbdl
fitohormonbdl, hiszen a taptalaj nem tartalmazott hormont, mégis beindult a gyokérképzddés.

2.2 fejezetben lathattuk, hogy a megnylt internodium, mely tulajdonsagot idovel a #i
is mutatja majd, altaldban gibberellin taltermeléshez, a biologiailag aktiv gibberellinek
konstans jelenlétéhez kothetd. A kisérlet eredményei alapjan valdszinli, hogy a ##i esetében a
mutans fenotipus megjelenése extrém mértékli auxin és gibberellin bioszintézisre vezethetd

vissza.

Feheérozon

Fehérozon

10.abra: hormonmentes MS tapalajon fejlodo Fehérozon és tti explantumok (2 hetes
allomany)

(Forras: sajat fénykép)

4.3 A BAP hormon kezelés eredményei

Hogy kidolgozzunk egy optimalizalt mikroszaporitasi protokollt a mutans ndvényeink

szamara, tekintsilk meg a BAP kezelt taptalajokra helyezett ##i explantumokat. A kiilonb6z6
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explantumokbdl kialakul6 hajtasok, kalluszok ardnyat a hormonkoncentracidkkal dsszevetve

a 2.tablazat tartalmazza

2. tablazat: BAP tartalmi ¢és hormonmentes MS taptalajon fejlodott kallusz és

hajtasmennyisége a kiillonb6zd explantumok esetén (Forrds: sajdat munka)

Kallusz (db) Hajtas (db)
BAPmg/l [0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Cotyledon |3 8 12 18 10 0 1 2 4 0
Hypocotyl |19 0 19 23 11 0 0 14 17 9

A tablazatban lathatjuk, hogy kallusz fejlédés szempontjabél a 3 mg/l BAP
koncentracid bizonyult optimdlisnak, az explantumok 33,3%-a fejlesztett kalluszt ezen a
koncentraci6 szinten. Bar az eredményekben vannak szorasok, a kisérlet alapjan ugy tiinik
kalluszosodas szempontjab6l nem mérvadd milyen explantumot hasznalunk. Azonban, ha
hajtasokat szeretnénk elérni, lathatd, hogy kifejezetten a hypocotyl produkdlja a legjobb
hajtast, szintén 3 mg/l BAP koncentracion (44,7%). A kapott eredményeket a 11.4bra

szemlélteti.

Kallusz és hajtas fejlodes
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m Kallusz cotyledonbal m Kallusz hypocotylbol

m Hajtas cotyledonbol m Hajtas hypocotylbol

11.4bra: Kallusz és hajtas fejlodés kiillonbozo explantumokbdl az egyes
hormonkoncentraciok mellett.

(Forras: sajat méresi adatokbol szerkesztett diagramm)
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12.abra: Kallusz és hajtas megjelenése hormonnal kezelt explantatumokon

(Forras: sajat fénykép)
A 12.4bran lathatjuk a kiilonboz explantumokon fejlddott kalluszokat és hajtasokat.

4.4 tti regeneratumok mikroszaporitasanak tovabbi lépései

4.2 fejezetben emlitésre keriilt, hogy a tfi explantumok hormonmentes taptalajon is
nagy mértékli gyokeresedést mutattak, ezért a regeneratumok tovabbszaporitdsdhoz mar csak
MS téptalajt hasznaltunk. A sterilen levalasztott kalluszok és hajtdsok a kordbbinal nagyobb
tenyész6 edénybe keriiltek, kisebb egyedszamban (13.4bra). Ezt az 4llomanyt mar
ndvényszobaban neveltem.

A kalluszokbol végiil nem sikeriilt novényt regeneralni, sot el is pusztultak idével, igy
megfontolandd egy kiilon protokoll kidolgozasa.

Hajtasaink ellenben szépen fejlddtek, gyokeret eresztettek mindenféle extra hormonos
kiegészités nélkiil és elkezdtek ndvényt regenerdlni (14.abra), igy 2-3 hét mulva atraktam

Oket befbttes livegekbe.
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13.abra: Levalasztott kalluszok és hajtasok befottesiivegben

(Forrds: sajat fénykép)

14.abra: Regeneralt novények az iivegben

(Forrads: sajdt fénykép)
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4.5 Akklimatizacios fazis

Mikor a regeneralt novények elérték atlagosan a 4-6 hetes kort, tehat 3-4 levéllel
rendelkeztek, készen alltak ra, hogy az eddig biztonsagot nyujto steril iiveg, kiegyensulyozott
taptalaj, valamint a szabalyozott ndvényszobai koriilmények elhagyasaval is ¢letben
maradjanak. A novényeket csipesszel Ovatosan eltavolitottam az ilivegekbol és egyszerii
viragfoldbe iiltettem, majd befbttesiiveggel letakartam azokat, hogy biztositsam szamukra a
magas paratartalmat, hasonléan ahhoz a szinthez, amit in vitro kultirdban megszoktak.
Immar nem sterilen, hogy fokozatosan szokjanak hozza a szabalyozatlan koriilményekhez.

2 hét elteltével az iiveg is lekeriilt réluk, mikor mar képesek alkalmazkodni 1j
kornyezetiikhoz. 15. dbran lathatjuk az egyik ndvényt az akklimatizacios fazis végén, ekkor
még normalis fejlodést mutatott, mivel még nem érte el azt a fejlettségi szintet, amikor a
mutans fenotipus lathatova valik. A masodik abran ugyanez a névény 1 hét mulva, mar elég
fejlett ahhoz, hogy megfigyelhetové valjanak a megnyult internodiumok ¢€s felvegye a kuszo
format.

Korabbi kisérletek igazoljdk, hogy a #i mutins lathatéan érzékeli a fényt és a
gravitaciot is, reagal is ezekre az ingerekre, a tropizmust azonban legy6zi egy masik hatés.
2.3 fejezetben emlitettem, hogy a gibberellin a ndvény szarat nem sejtosztodas serkentésével,
hanem ink4bb a sejtek megnyuldsdval okozza, ami nem turgor ndvekedés, hanem sejtfal
gyengiilés miatt lehetséges. Feltételezhetden a tti azért nem képes vertikdlisan allni, mert
nagy mennyiségl gibberellin hatasa alatt all folyamatosan, ennek kdszonhetden a gyengiilt

falt sejtek nem képesek a megnytlt szarat szabalyosan tartani.
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15.abra: Akklimatizalt #/i n6vény;a mutans fenotipus idével egyre jobban megfigyelhetd

(Forrds:sajat fénykép)
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Kisérletem célja a i mutans paprika vonal elfekvd szarat kialakité és befolyasolo
tényezOk kozelebbi megismerése volt. Az aldbbiakban dsszefoglalom munkdm soran milyen
kovetkeztetésekre jutottam a rendelkezésre allo szakirodalom segitségével, illetve milyen
tovabbi lehetdségeket latok a #ti-val valé6 munkaban.

Az elvégzett in vitro mikroszaporitas sikeresnek bizonyult a felhasznalt taptalajon a hAypocotyl
¢és cotyledon explantumok esetén. A BAP dusitott taptalajokkal végzett dsszehasonlitasbol
kideriilt az is , hogy 3 mg/l BAP kezelés mellett fejlesztik a legtobb tovabbszaporithatd
hajtast ezek az explantumok. Kalluszbdl torténé novény regeneralds azonban nem sikeriilt a
kisérlet soran. Ezt a vonalat érdemes lehet tovabb folytatni més taptalajjal és/vagy fitohormon
kezeléssel, hogy lehetévé tegyiik a ##i transzformacié kisérleteket is a jovOben tervezett
génexpresszids vizsgalatokhoz.

Csiraztataskor €s az explantumokkal valdé munka soran is tapasztaltam extrém mértékil
gyokeresedést a #i-nél. Ennek hatterében ugy gondolom egy folyamatos abnormalis auxin
szint 4llhat. Ezt okozhatja olyan genetikai tényez6, ami miatt eleve magasabb intennzitassal
folyik az auxin bioszintézis, vagy mas hatds, ami miatt a novény nem képes regulalni az
auxin szintet. Az eredmények alapjan nemcsak a giberellin, hanem az auxin hormonhéztartas
is felborult a mutans vonalunkban. Az extrém mértékii gyokeresedés mikroszaporitas
szempontjabol mindenképpen hasznos tulajdonsag.

A nagy mennyiségli gibberellin folyamatos behatasara utal az, hogy a #i nem képes
vertikdlisan allo széarat fejleszteni. A gibberellin ugyanis a sejtfalak gyengitésével, a
noduszok szaménak ndvelése nélkiil képes megnyljtani a novények szarat. Az ernyedt fala
sejtek nem képesek az abnormalis hosszisadgu széarat fliggdlegesen tartani, igy az egész
névény “eldol”.

Rénézésre ez a forma kompatibilis lehet modern novényhazi vertikalis termesztési
modokkal, azonban gy vélem mindenképpen sziikség lenne tovabbi kisérletekre, hogy
kideritsiik érdemes-e termesztésbe vonni. A gyengiilt sejtfalak miatt sziikséges probara tenni
a tti terhelhetdségét, hogy kideriiljon egyaltalan elbir-e olyan mennyiségii termést, ami
mellett megéri egy esetleges hibridet szaporitani beldle.

Osszességében ugy gondolom munkdm soran sikeriilt az in vitro mikroszaporitasi

rendszert kidolgozni a mutans paprika vonalunkra, igy megfeleld mennyiségli azonos
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genotipusu egyedet tudunk eldallitani, melyeket felhasznilhatunk a jovOben tervezett

viszgalatokra melynek célja a #i mutansok megismerése.
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6. Osszefoglalas

A paprika napjainkban a vilag egyik legnagyobb mennyiségben termelt €s fogyasztott
ndvénye, melynek torténete tobb ezer évre nyulik vissza.

Magyarorszdgon hagyomanyosnak is nevezhetd termesztése és fogyasztasa, azonban
a kimavaltozassal ¢és a novekvd igényekkel jelenleg a gazdalkodok nem tudjak tartani a
1épést, ezért fontos az alternativ technoldgidk és azokhoz alkalmas fajtdk nemesitése felé
fordulni. Ehhez gyakran haszndlnak spontdn kialakulé mutansokat, melyek agronomiailag
kivéanatos fenotipust hoznak.

Ahhoz, hogy ezeket a mutdnsokat integralni tudjak egy-egy 0j vonalba, sziikséges
felderiteni az Orokitendd tulajdonsag természetét. Ehhez kivaldé modszer az in vitro
koriilmények alkalmazéasa. Az in vitro mikroszaporitassal rovid id6 alatt magas egyedszamu,
homogén genetikai allomanyu kultarat kapunk. Az in vitro koriilmények kontrollalt
koriilményeket biztositanak a kisérletek elvégzéséhez. A paprika régota népszerli alanya a
kiilonbozo in vitro alapu kutatasoknak, igy modszertdl fliggden kidolgozott alap protokollok
allnak rendelkezésre a taptalaj elkészitésétdl az akklimatizécioig.

A ndvények fejlodését és életfolyamatait fitohormonok irdnyitjak, sokszor a spontan
1étrejové mutans egyedek is annak koszonhetik kiilonleges tulajdonsagukat, hogy egy adott
hormon termelddését vagy érvényesiilését befolyasolja a genotipus. A tti-hez hasonlo
tulajdonsaggal rendelkez0 mutansokat azonositottak mas novények kozott is, ezekben a
megnyult intrenodiumi, csavarodé szaru vonalakban ugy gondoljuk nagy potencial lehet
alternativ termesztési modokra nézve. Ennek a fenotipusnak a létrejotétt eddig gibberellin
bioszintézissel kapcsolatos eltérésekkel tudtak azonositani. Az altalunk vizsgalt #i paprika az
elfekvé szérat tekintve alkalmasnak tlinik vertikalis termesztésre.

A kisérlet elvégzéséhez sziikséges MS taptalaj elkészitése volt az elsé 1épés. A
kisérlet végzése kozben nagy hangsulyt fektettem a sterilitdsra, hogy zavartalanul
fejlddhessenek a novények. Nevelésiik az optimalis életkdriilményeket biztositd fitotronban
¢s ndvényszobaban tortént.

A kisérletet #ti és Fehérozon in vitro csiraztatasaval kezdtem, majd az elsé szikleveles
korban mindkét novénybdl hypocotyl és cotyledon explantumokat helyeztem ujra a taptalajra;
A kontrollként hasznalt Fehér6zont kizarolag hormonmentes MS-re, mig #i-t kiilonb6zo
mennyiségli (1-4 mg/l) BAP-ot tartalmazé MS taptalajra is. A hormonmentes taptalaj

esetében a ##i szamottevd gyokeresedést mutatott, mig a Fehérozon egyaltalan nem novesztett
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gyokeret, ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a #fi-ban magas az auxin szint. A hormonnal
kiegészitett taptalajok eredményeibdl kidolgozhatd egy optimalizalt mikroszaporitasi
protokoll #i-ra.

Az in vitro mikroszaporitassal létrehozott ndvényeket steril koriilmények kozti
nevelés utan fokozatos szoktatassal sikeresen akklimatizaltam. A kiiiltetett novényeken 3-4

leveles allapotban lett megfigyelhetd a csavarodd szar és a megnyult internodium.

33



7.Koszonetnyilvanitas

Ezuton is szeretném halamat kifejezni konzulensem, Papai Bank fel¢, amiért részt vehettem

a kisérletben és mindig szamithattam t6le Gtmutatasra, segitségre, akar a szakdolgozaton tul
mutatd szakmai kérdésekben is. Szeretném megkdszonni Dr. Veres Anikonak, hogy
tarstémavezetoként segédkezett a dolgozat elkészitésében, illetve a megragadd Genetika
eléadasokat, melyek hatdsara mar elsd egyetemi évemben elhataroztam, hogy ebbe az iranyba
szeretném terelni tanulmanyaimat hossza tavon.

Hatalmas koszonet illeti édesanyamat, Beczd Erikat, aki mindig pozitiv mintaként szolgalt
szamomra, tamogatott ¢&s segitségével lehetéségem volt nyugodt koriilmények kozott
foglalkozni a szakdolgozattal. K&szonom kisfiamnak, Dombi Marcellnek, hogy folyamatos
motivacioként szolgalt. Szeretném még megkoszonni férjemnek, Dombi Adamnak a kivalo
hallgatosagot lelkes szakmai beszamoloimhoz.

Ko6szonom tovabba a MATE Genetika €s Biotechnologia Intézet, Genetika és Genomika

Tanszékének, hogy biztositotta a lehetdséget a kisérlet elvégzéséhez.

34



8.Irodalomjegyzék

Arimboor, R. - Natarajan, R. B. - Menon, K. R. - Chandrasekhar, L. P. - & Moorkoth, V.
(2015): Red pepper (Capsicum annuum) carotenoids as a source of natural food colors:

analysis and stability—a review. Journal of Food Science and Technology, 52(3),

1258-1271. DOI: 10.1007/s13197-014-1260-7

Berke, T. - Shieh, S. C. (2000): Chilli peppers in Asia. Capsicum & Eggplant Newsletter,
(19), 38-41.

Bosland, P. W. (2016): Hot stuff—-do people living in hot climates like their food spicy hot or
not?. Temperature, 3(1), 41-42. DOI: 10.1080/23328940.2015.1130521

Brault, M., & Maldiney, R. (1999). Mechanisms of cytokinin action. Plant Physiology and
Biochemistry, 37(5), 403-412. DOI: 10.1016/S0981-9428(99)80046-1

Butt, S. J. - Varis, S. - Nasir, I. A. - Sheraz, S. - Shahid, A. (2015): Micro propagation in
advanced vegetable production: a review. Advancements in Life Sciences, 2(2), 48-57.
Carlson, E. A. (2011): Mutation: The history of an idea from Darwin to genomics. New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Cassells, A. C. (1997): Pathogen and microbial contamination management in
micropropagation. Dordecht: Springer Drodrecht.

Christopher, T. - Rajam, M. V. (1994): In vitro clonal propagation of Capsicum spp. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, 38(1), 25-29. doi:10.1007/bf00034439

Cosgrove, D. J. - Sovonick-Dunford, S. A. (1989): Mechanism of gibberellin-dependent
stem elongation in peas. Plant Physiology, 89(1), 184-191. DOI: 10.1104/pp.89.1.184
Crosby, K. M. (2008): Pepper. Vegetables 11, 221-248. doi:10.1007/978-0-387-74110-9 6
Cleland, R. - Rayle, D. L. (1978): Acid-Growth Theory-Supporting evidence obtained from
soybean hypocotyl sections. Plant Physiology 61(4), 43-43.

Csilléry G. (2021): “ALKALMASAK-E A fti ES A Pcx MUTANSOK A DONTOTT
SZARU PAPRIKATERMESZTESRE?” In: Karsai 1. - Béna L. - Veisz O. - Polgar Zs. -
Mihaly R. - Balla K. (szerk.): XXVII. Névénynemesitési Tudomdnyos Napok: Osszefoglalo
kotet Martonvasar: ELKH Agrartudomanyi Kutatokdzpont, Mezdgazdasagi Intézet. 66 p. pp.
47.,1p.

Csilléry G. - Rusko J.- Papai B. - Kovécs Zs. - Fari M. - Szamosi Cs.(2023): A tti ES Pcx
GENEK ALKALMAZASA AZ AMPOLNA T{PUSU PAPRIKA FAJTAK NEMESITESE
SORAN In: Karsai I. - Pauk J. - Veisz O. - Polgar Zs. - Béna L. (szerk.): XXIX.

35


https://doi.org/10.1080%2F23328940.2015.1130521
https://doi.org/10.1104/pp.89.1.184

Névénynemesitési  Tudomdnyos Napok :  Osszefoglaléo  kotet. Martonvasar: MTA
Agrartudomanyi Kutatokézpont. 158 p. pp. 118-118., 1 p.

Csilléry, G. (2006). Pepper taxonomy and the botanical description of the species. Acta
Agronomica Hungarica, 54(2), 151-166.

Daviére, J. M., & Achard, P. (2013). Gibberellin signaling in plants. Development, 140(6),
1147-1151. DOI: 10.1242/dev.087650

Debbarama, C. - Khanna, V. K. - Tyagi, W. - Rai, M., - Meetei, N. T. (2013): Wide
hybridization and embryo-rescue for crop improvement in Capsicum. Agrotechnology, 11(3),
DOI: 10.4172/2168-9881.S11-003

De Candolle, C. (1894)Three New Species of Mexican Plants.-Guarea Palmeri. Botanical
Gazette 19(1),39-40.

Fari, M. (1986): Pepper (Capsicum annuum L.). In Bajaj, Y. P. S.(szerk.) : Crops I .Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, pp. 345-362

Fari, M., - Czako, M. (1981): Relationship between position and morphogenetic response of
pepper hypocotyl explants cultured in vitro. Scientia Horticulturae, 15(3), 207-213. DOI:
10.1016/0304-4238(81)90028-5

Frankenberger Jr, W. T., Arshad, M. (1995). Phytohormones in soils microbial production &
function. Boca Raton: CRC Press

Gunay, A. L., - Rao, P. S. (1978): In vitro plant regeneration from hypocotyl and cotyledon
explants of red pepper (Capsicum). Plant Science Letters, 11(3-4), 365-372.
DOI:10.1016/0304-4211(78)90024-X

Gupta, C.G. - Lakshmi N. - Srivalli, T. (1998): Micropropagation studies on a male sterile
line of Capsicum annuum L. at Nagarjuna University. Capsicum and Eggplant

Newslett. 17, 42-45.

Harberd, N.P. - King, K.E. - Carol, P. - Cowling, R.J. - Peng, J.R. - Richards, D.E.(1998):
Gibberellin:  inhibitor of an inhibitor of... ? BioEssays,20,1001-1008. DOI:
10.1002/(SICI)1521-1878(199812)20:12<1001::AID-BIES6>3.0.CO;2-O

Hedden, P. - Sponsel, V. (2015): A century of gibberellin research. Journal of plant growth
regulation, 34, 740-760. DOI: 10.1007/s00344-015-9546-1

Hussain, S. M. - Hussain, K. - Malik, A. A. - Hussaini, A. M. - Farwah, S. - Rashid, M. -
Ahmad, R. (2021):Development of a novel in-vitro protocol for micro propagation of tomato
male sterile line (Shalimar FMS-1) of Kashmir Valley India. Acta Scientific Agriculture, 5(4).
DOI: 10.31080/ASAG.2021.05.0971

Jones, H. A., Rosa, J. T. (1928): Truck Crop Plants. New York: McGraw-Hill

36


http://dx.doi.org/10.4172/2168-9881.S11-003
https://doi.org/10.1016/0304-4238(81)90028-5
https://doi.org/10.1016/0304-4211(78)90024-X
https://doi.org/10.1002/(sici)1521-1878(199812)20:12%3C1001::aid-bies6%3E3.0.co;2-o
https://doi.org/10.1007/s00344-015-9546-1
http://dx.doi.org/10.31080/ASAG.2021.05.0971

Katz, E. (2009). Chili Pepper, from Mexico to Europe: Food, imaginary and cultural identity.
Estudios del Hombre, Serie Antropologia de la Alimentacion. Food, Imaginaries and
Cultural Frontiers. Essays in Honour of Helen Macbeth. Guadalajara, Mexico.: Universidad
de Guadalajara, 213-232.

Khan, H. - Siddique, I. - Anis, M., - Khan, P. R. (2011). In vitro organogenesis from internode
derived callus cultures of Capsicum annuum L. Journal of plant biochemistry and
biotechnology, 20, 84-89. 10.1007/s13562-010-0029-y

Koch, R. (1882): Die aetiologie der tuberkulose. Berlin: Georg Reimer

Kumar, O. A. - Anitha, V. - Subhashini, K. R. - Rao, K. R. (2001): Induced morphological
mutations in Capsicum annuum L. Capsicum & Eggplant Newsletter, 20, 72-25.

Lanahan, M. B., & Ho, T. H. D. (1988). Slender barley: a constitutive gibberellin-response
mutant. Planta, 175, 107-114. DOI: 10.1007/BF00402887

Lantos F.(2018): Capsicum genus: ,,A paprika fajok eredete” . Szentes: Szentes Varosért
Koézalapitvany

Ma, W.J. - Mi, S.E. - Li, B. (1991): Study on subculture media for rapid propagation of
Capsicum annuum L. var. longum. Gansu Nongye Daxue Xuebao 26, 409-416.

Martin, D. N., Proebsting, W. M., & Hedden, P. (1999). The SLENDER gene of pea encodes
a gibberellin 2-oxidase. Plant Physiology, 121(3), 775-781. DOI: 10.1104/pp.121.3.775
Menyhart, K. (2021): Magyarorszagi bolgarok-Néprajz, nyelv, gazdasagtorténet. Budapest:
Bolgar Kulturalis Forum

Mityko, J. - Gémes Juhasz, A. (2006): Improvement in the haploid technique routinely used
for breeding sweet and spice peppers in Hungary. Acta Agronomica Hungarica, 54(2),
203-219. DOI doi.org/10.1556/AAgr.54.2006.2.8

Muday, G. K. (2001):Auxins and tropisms. Journal of plant growth regulation, 20(3). DOI:
10.1007/s003440010027

Murase K - Hirano Y - Sun TP - Hakoshima T (2008): Gibberellininduced DELLA
recognition by the gibberellin receptor GID1. Nature 456,459-463. DOI
10.1038/nature07519

Murashige, T. - Skoog, F. (1962): A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with
Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, 15(3), 473-497.
DOI:10.1111/1.1399-3054.1962.tb08052.x

Pépai, B. - Kovdcs, Z. - Téth-Lencsés, K. A. - Bedo, J. - Csilléry, G. - Veres, A. - Szoke, A.
(2023). Evaluation of Abnormal Hypocotyl Growth of Mutant Capsicum annuum Plants.
Agriculture, 13(2), 481. DOI: 10.3390/agriculture13020481

37


http://dx.doi.org/10.1007/s13562-010-0029-y
https://doi.org/10.1104/pp.121.3.775
https://doi.org/10.1556/AAgr.54.2006.2.8
https://doi.org/10.1038/nature07519
https://doi.org/10.3390/agriculture13020481

Regner, F. (1996): Anther and microspore culture in Capsicum. In In Vitro Haploid
Production in Higher Plants: Volume 3—Important Selected Plants. Dordrecht: Springer
Netherlands.

Rogo, U. - Fambrini, M. - Pugliesi, C. (2023): Embryo Rescue in Plant Breeding. Plants,
12(17), 3106. DOI: 10.3390/plants12173106

Sanatombi, K. - Sharma, G. J. (2006). In vitro regeneration and mass multiplication of
Capsicum annuum L. Journal of Food Agriculture and Environment, 4(1), 205. DOI:
10.1007/s10535-008-0100-x

Sanatombi, K. - Sharma, G. J. (2007): Micropropagation of Capsicum annuum L. Notulae
Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 35(1), 57. DOI: 10.15835/nbha351253

Sanchez, M. A. - Coronado, Y. M. - Coronado, A. C. M. (2020): Androgenic studies in the
production of haploids and doubled haploids in Capsicum spp. Revista Facultad Nacional de
Agronomia Medellin, 73(1), 9047-9056. DOI: 10.15446/rfnham.v73n1.76044

Saxena, P. K. - Gill, R. - Rashid, A. - Maheshwari, S. C. (1981): Isolation and culture of
protoplasts of Capsicum annuum L. and their regeneration into plants flowering in vitro.
Protoplasma, 108, 357-360. DOI: 10.1007/BF02224429

Schmiilling, T. - Schéfer, S. - Romanov, G. (1997). Cytokinins as regulators of gene
expression. Physiologia Plantarum, 100(3), 505-519. DOI:
10.1111/5.1399-3054.1997.tb03055.x

Schwann, T. (1893): Mikroskopische Untersuchungen iiber die Ubereinstimmung in der
Struktur und dem Wachstum der Tiere und Pflanzen .Berlin : Verlag der Sander'schen
Buchhandlung

Shu, Q. Y., Forster, B. P, Nakagawa, H. (2012): Principles and applications of plant mutation
breeding. In Shu, Q. Y., Forster, B. P.,, Nakagawa, H.: Plant mutation breeding and
biotechnology . Wallingford UK: CABI. pp. 301-325. DOI: 10.1079/9781780640853.03
Sigurbjornsson, B. (1983): Induced mutations. In: Wood, D. R.: Crop breeding. Madison:
American Society of Agronomy. pp. 153-176. DOI 10.2135/1983.cropbreeding.c8

Song, J. - Sivanesan, I. - An, C. - Jeong, B. (2009). Micropropagation of paprika (Capsicum
annuum) and its subsequent performance in greenhouse cultivation. Korean Journal of
Horticultural Science & Technology, 27(2), 293-298.

Steinitz, B. - Wolf, D. - Matzevitch-Josef, T. - Zelcer, A. (1999): Regeneration in vitro and
genetic transformation of pepper (Capsicum spp.): The current state of art. Capsicum and

Eggplant Newsletter, 18(1), 9-15. DOI: 10.1007/s11738-002-0049-x

38


https://doi.org/10.3390/plants12173106
http://dx.doi.org/10.15835/nbha351253
http://dx.doi.org/10.15446/rfnam.v73n1.76044
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1997.tb03055.x
https://doi.org/10.1079/9781780640853.0301
https://doi.org/10.2135/1983.cropbreeding.c8

Steward, F. C. - Ammirato, P. V. - Mapes, M. O. (1970): Growth and development of
totipotent cells: Some problems, procedures, and perspectives. Annals of Botany, 34(4),
761-787. DOI: 10.1093/0xfordjournals.aob.a084408

Sun, X. - Shu, J. - Ali Mohamed, A. M. - Deng, X. - Zhi, X. - Bai, J., - Li, J.: (2019).
Identification and characterization of EI (Elongated Internode) gene in tomato (Solanum
lycopersicum).  International — Journal  of  Molecular  Sciences, 20(9), 2204.
10.3390/1jms20092204

Tanksley D.S. (1984): High rates of cross-pollination in Chile pepper. HortScience 4,
580-582.

Theologis, A. - Huynh, T. V. - Davis, R. W. (1985): Rapid induction of specific mRNAs by
auxin in pea epicotyl tissue. Journal of molecular biology, 183(1), 53-68. DOI:
10.1016/0022-2836(85)90280-3

Tobias 1. - Salanki K. - Almasi A. - Timar Z. - Palkovics L - Csilléry G. (2014): Rezisztencia
forrasok keresése a paprika TSWV rezisztenciat attord torzsével szemben. In, 449-53.
Budapest: MTA Agrartudomanyok Osztalyanak Novénynemesitési Tudomanyos Bizottsaga.
http://real.mtak.hu/20148/.

Van der Linde, P. C. G. - Bouman, H. - Mennes, A. M. - Libbenga, K. R. (1984): A soluble
auxin-binding protein from cultured tobacco tissues stimulates RNA synthesis in vitro.
Planta, 160, 102-108. DOI: 10.1007/BF00392857

Virchow, R. (1860): Cellular pathology : as based upon physiological and pathological
histology, twenty lectures delivered in the Pathological Institute of Berlin during the months
of February, March, and April, 1858 / by Rudolf Virchow; translated from the second edition
of the original by Frank Chance; with notes and numerous emendations, principally from ms.
notes of the author. London: John Churchill

Wang, P. J. - Charles, A. (1991): Micropropagation through meristem culture. In Bajaj, Y. P.
S.: (szerk):High-Tech and Micropropagation 1. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg, pp. 32-52.

Zatyko, J. M. - Simon, I. - Szalay, I. - Molnar, I. (1982): Mixed culture of callus homogenates
of different plant species in vitro. In Plant tissue culture 1982: proceedings, 5th International
Congress of Plant Tissue and Cell Culture held at Tokyo and Lake Yamanake, Japan, July
11-16

Zatykd, L. (2021): Szobeli kozlés. Oroshaza. ,,A paprika nemesités torténeti attekintése.”

39


https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aob.a084408
https://doi.org/10.3390%2Fijms20092204
https://doi.org/10.1016/0022-2836(85)90280-3

9. Abrak jegyzéke

1.4bra: Paprika ndvény termésének valtozatos megjelenési formadi. 2.1.2 fejezet, 5. oldal

2. abra: A vilag paprika termdteriiletének valtozasa az elmult évekre vetitve. 2.1.3 fejezet,
6.oldal

3. abra: Europa paprika termdteriilete 2011-2021 (FAO) 2.1.3 fejezet, 7.oldal

4.abra: Magyarorszag paprika termoteriilete 2012-2022 kozott a KSH adatai alapjan. 2.1.3
fejezet, 8.oldal

5.4bra: Taptalajra helyezett magok. 3.5 fejezet, 19.oldal

6. abra: Cotyledonok a taptalajon. 3.6 fejezet, 20.o0ldal

7.abra: Levalasztott hypocotylok a taptalajon, 3.6 fejezet, 21. oldal

8.abra: Az dllomany egy része, amely sikeresen elérte az elsd szikleveles format. 4.1 fejezet,
22.oldal

9. ébra: Els0 szikleveles fejlettségli ndvények kozelrdl a petri csészében, 4.1 fejezet, 23.0ldal

10.4bra: hormonmentes MS tapalajon fejlodé Fehérozon és tti explantumok (2 hetes
allomany). 4.2 fejezet, 24.o0ldal

11.4bra: Kallusz és hajtas fejlédés kiilonbozo explantumokbol az egyes hormonkoncentraciok
mellett.4.3 fejezet, 25. oldal

12.4bra: Kallusz és hajtds megjelenése hormonnal kezelt explantditumokon. 4.3 fejezet,
26.0ldal

13.4bra: Levalasztott kalluszok és hajtasok tivegben. 4.4 fejezet, 27.oldal

14.4bra: Regeneralt novények az iivegben. 4.4 fejezet, 27.0ldal

15.4bra: Akklimatizalt i n6vény;a mutans fenotipus idovel egyre jobban megtigyelhetd. 4.5

fejezet, 29.oldal

40



10.Fiiggelékek

41



NYILATKOZAT

Beczd Abigél (hallgatd Meptun azonositgja: VPSNGJ) konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy a
srakdolgozatot  attekintettemn, a  haligatdt sz rodalmi forrdsok  karrekt kerelésénsk
kiwetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairal tdjékoztattam.

A szakdolgoratot @ zardvizsgan tirtdnd vedésre

_javastom / nem javaslom,
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz:  igen _nerm.
|
Kelt: 2088 ey MovewPer hé_ 08 nap
= il )
fpt—— L W
belsd konzubens

42



