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1. Bevezetés

A sokrétli kiillemmel birdo és eltéré hasznositasu kaposztafélék termesztése
vilagviszonylatban a zoldségfélék kozott elsd helyet foglalja el. 10%-os részesedése a
z6ldégndvények kozott, a csoport valtozatossaga mellett, tekintélyes eredménynek szamit.
A masodlagos anyagcseretermékek koziil a B-karotin szervezetiink szadmara nélkiilozhetetlen
molekula - az A-vitamin-prekurzora -, aminek egészségmegorzo szerepe bizonyitott a sziv-
¢s érrendszeri betegségek megeldzésében, a nyalkahartya egészségének fenntartasaban,
tovabba a normal latds biztositdsaban. Zsiroldékony molekula, emiatt étrendkiegészitd
tablettdk talzott fogyasztasaval tulléphetjik a sziikséges mennyiséget, ezért konnyebb
zOldségekkel bevinni a megfeleld karotinmennyiséget. Azonban a kaposztafélékben
felhalmozodd, masodlagos anyagcseretermékekkel foglalkozo kutatasok szama korlatozott.
Napjainkban a taplalkozasi igény a mindségi ételek iranyaba tart, ami a beltartalmi értékeket
egyre jobban eldtérbe helyezi, igy nemesitési célként tizte ki Galli Zsolt egy olyan
fejeskaposzta (B. oleracea — CC genom) létrehozésat, amelynek belsd leveleiben B-karotin
halmozddik fel. Egy ilyen novény étrendiinkbe illesztése hozzajarulhat egy egészségesebb

¢letmod kialakitasahoz.

A karfiolban (B. oleracea — CC genom) azonositott narancs mutans gén (Crisp et al.
1975) atvitele evidens és egyszerli megoldast nyujtott volna, ugyanis egyazon fajba
tartoznak és C genomot hordoznak. Azonban a keresztezésbdl szdrmazd ndvények esetén a
gazdasagilag hasznos levelekben csekély, mig a torzsdban nagy mennyiségli karotinoid
felhalmozodas tortént (Pongracz 2021). A kinai kelben (B. rapa — AA genom) azonositott
recessziv narancs gén a belso levelekben nagy mennyiségli karotinoidot halmoz fel a normal
valtozathoz képest (Lee et al. 2014), igy ennek a génnek az atvitele jelenthetné a megoldast
a nemesitési cél elérésében. Mivel a B. rapa A genommal, a fejeskdposzta C genommal
rendelkezik, igy az F1 interspecifikus hibrid eldallitdsndl embridémentés modszer
alkalmazasa elengedhetetlen. Ezt sikeresen végrehajtottuk, az F1 ndvényiink karalabé-
orankin hibrid lett (Sziics 2015). Az F1-et tovabbi kijel6lt keresztezésekben hasznalva ijabb
egyedeket allitottunk el (02, OS5, O8) (Pongracz 2021). A kérdés, hogy az uj hibridek és az
ontermékenyitett novények a nemesités kovetkezo 1épésében alkalmazhatoak-e, vagy nem,
aminek eldontése két részbdl tevodik dssze. Az egyik, hogy hordozzak-e a mutans narancs
gént, a masik, hogy milyen genomot tartalmaznak. A narancs mutans gén jelenlétét Bra-OR

(Lee et al. 2014) és BolCRTISO1 (sajat tervezésii) primerparral elemezziik (Sziics 2015),



mig a genomdsszetétel meghatarozasa COS (Conserved Ortholog Set) markerek - A és C
genom specifikus fragmentumot szaporitanak fel - (Jeong et al. 2014) segitségével fog
torténni. Tovabba gydkércsiics merisztéma szovetmintabol kiindulva kéaposztafélékre
adaptalva kromoszomafestéses vizsgalatot végeztiink, melynek segitségével a késdbbiekben

- egy¢b vizsgalatok mellett -, a regeneralt novényeket kariotipizalhatjuk.



2. Célkituzések

A Syngenta Kft. és a MATE évek ota tartd narancssarga kaposzta nemesitési

programjéhoz csatlakoztunk, amelyben a kinai kelb6l (AA genom) szdrmazo recessziv

CRTISO1 gént szeretnénk atvinni a kaposzta (CC genom) termesztett valtozataiba; melynek

kovetkeztében a novényeink nagy mennyiségli karotinoidot fognak felhalmozni.

A kitlizott céljaink:

1.

A kijeldlt ivaros keresztezésébdl szarmazd becOk sterilezése és a benniik fejlédo
magkezdemények  izoldldsa, ,embryo rescue” t4ptalajra  helyezése ¢és
ndvényregeneralas.

Gyokércsucs merisztéma sejtek  festése, majd ezen sejtek segitségével
kromoszomaszdm meghatdrozasa a ,Bridge” ¢és a keresztezéssel Iétrehozott,
embriomentett novényekben. Ennek segitségével értékelni tudjuk az adott novények
tovabbi nemesitési alapanyagként torténd felhasznalhatosagat.

A narancssarga szinért felelds CRTISO1 gén jelenlétének ellendrzése Bra-OR és
BoICRTISO1 primerekkel a regeneralt novényekben.

A sikeresen regeneralt és a Bridge novények molekularis vizsgalata COS (Conserved

Ortholog Set) markerekkel.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Karotinoidok jelentosége

A karotinoidok egy jellemzden 40 szénatombol all6 tetraterpenoidok (1. dbra) alkotta
vegyiiletek gylijtoneve (Abdulkerim et al. 2022), ami egy széleskorlien vizsgalt,
tanulmanyozott vegyiiletcsoport. Zsirban oldodik, narancssarga, voroses szint biztosit a
novényeknek. Ezt a konjugalt kettds kotéseknek kdszonheti, a ndvényekben fontos szerepet
tolt be a fotoszintézisben. A karotinok kiilonbozd tipusai elektronszallitoként vesznek részt
a fotoszintézis antenna rendszerében, tovabba tulzott fényerdsség esetén a fotoszintetikus
apparatus védelmében segitenek az antioxidans hatéas révén (Niyogi 1999). Ebbe a csoportba
tartozd vegyiiletek tobbek kozott: az a-karotin, a xantofillok, a likopin és a béta-

karotinoidok, mint a lutein €s a zeaxantin (Shilpaet al. 2020).

p-Carotene

XTI

a-Carotene

S ~ i BTN =~ S =~
HO

p-Cryptoxanthin

1. abra: Az a-karotin, a B-karotin, és a B-kriptoxanthin szerkezete (Higdon, 2004)

Az emberi szervezet nem képes eldallitani karotinoidokat, azonban rengeteg névény,
néhany baktérium és gomba is termel ilyen vegyiileteket. Szamos valtozata koziil alig 50
féle karotinoidot fogyasztunk, ennek ellenére csak néhany talalhatd meg beldle kimutathato
mennyiségben az emberi véraramban. Bizonyos karotinoidok A-vitamin prekurzorok a
vékonybélbe jutva alakulnak at a szervezet szdmara esszencialis vegyiiletté. Az A-vitamin
jotékony hatdsa ismert a szem egészségének megoOrzésében, az immunrendszer megfeleld
mikodésének eldsegitésében és a sejtdifferencialodasban. A karotinoidok rendkiviil fontos
antioxidans hatéassal is rendelkeznek a reaktiv oxigéngyokok (ROS) megkotése mellett, igy
fogyasztasaval redukalhat6 a kardiovaszkularis megbetegedések kockéazata. Csokkentheti a

rak kialakulasanak valoszintiségét, az elhizast és a cukorbetegséget, ezért Gsszességében
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elmondhat6, hogy rendszeres fogyasztasaval csokken a mortalitds (Abdulkerim et al. 2022).
Jelenleg is zajlo kutatdsok szerint a karotinok bizonyos véltozatai megfeleld dozisban
adagolva képesek enyhiteni a koronavirus (COVID-19) okozta tiineteket, valamint
ellenallobba tehetik a szervezetet a fert6zéssel szemben. A pontos klinikai hatas azonban

még tovabbi kutatasokat igényel (Lu et al. 2022).
3.2 Kaposztafélék termesztése és genetikai sajatossagai
3.2.1 Kaposztafélék termesztése

A kaposztafélék (Brassicaceae) csaladja, a keresztesviraguak (Brassicales) rendjébe
tartoz6 fajokat foglalja magéba (Maria et al. 2021). Ezt a csalddot 340 nemzetségre, és 4636
elfogadott fajra lehet felosztani. Az egyik legfontosabb termesztett zoldségndvény
csoportunk, figyelembe véve, hogy rendkiviil fontos olajnévények és zoldségndvények
tartoznak ide (Zandberg et al. 2022). Ezek koziil szamunkra a Brassica nemzetség tagjai a
leglényegesebbek. Az ide tartozd szamos novény elképesztd valtozatossaggal bir, mind
morfoldgiaban, mind felhasznalas szempontjabol. A vilag szinte minden t4jdn a ndvények
kiilonbozd részeit zoldségként fogyasztjak, az étrend fontos részét képezik (Maria et al.

2021).

Az 1)  kdaposztafajtdk,  hibridek esetén az  egyre  optimalisabb
termesztéstechnologianak koszonhetéen az egy hektarrdl betakaritott termény, azaz a
hatékonysag is stabilan novekvd tendenciat mutatott egészen 2004-ig (2. abra). Ekkor 79,7
milliard tonna volt a kdposztafélék dssztermése, azota enyhén csokkend hozamokat (72.4
milliard tonna) produkal a globalis termelés. Ennek a visszaesésnek okai kozott szerepel a
sz¢lsOséges 1ddjaras, a termdteriiletek csokkenése €s egyéb 6konodmiai hatasok is (Zandberg
et al. 2022). A Magyarorszagon betakaritott fejeskaposzta mennyiségére is folyamatos
csokkenés jellemzd. A 2004-es kozel 176 ezer tonnardl, 2005-re kevesebb mint 112 ezer
tonnara csokkent a betakaritott termés, mig 2021-re ez az érték a harmadara, azaz 37 ezer

tonnara csokkent (http 2).
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2. abra: A kéaposztafélék globalis termelése és a hektaronkénti termésmennyiség valtozasa
az elmult 30 évben (Zandberg et al. 2022)

3.2.2 A kaposztafélék genetikai kapcsolata

A kaposztafélékben a kiterjedt termesztés és a tudatos nemesitéskor alkalmazott
szelekcid eredményeként szamos €s nagyon valtozatos megjelenésd morfotipus jott 1étre a
torténelem soran a Mediterraneumban. Ennek kdszonhetd, hogy gyakran kiilonb6z6 fajnak
tekintettek bizonyos valtozatokat a jelentdsen eltérdé morfoldgiajuk miatt, ilyen szinonimékra
vilagitottak rd a molekularis vizsgalatok. A kiillonbozdségek ezen foka a genetikai

diverzitasukban rejlik (Maria et al. 2021).

A Brassica fajok citogenetikai vizsgalata nélkiilozhetetlen az interspecifikus
hibridizaciét kovetd visszakeresztezések —sikerességének novelésében. A fajok
kromoszémaszdmanak meghatarozasat Manton kisérelte meg el0szor. Fixalds utan
Heidenhain's vas-haematoxylinnal, majd Newton gentian ibolyaval festette a
kromoszomakat, ezzel a technikaval 10 Brassicaceae nemzetség fajainak
kromoszémaszamat hatarozta meg (Manton 1932). Megkeriilhetetlen a Brassica fajok
genetikai kapcsolatdban az U-haromszdg, melyet Nagaharu publikalt. Kutatdsai szerint
harom diploid faj, a B. rapa (AA genom) 2n=20; a B. nigra (BB genom) 2n=6; a B. oleraceae
(CC genom) 2n=18 ¢és azok interspecifikus hibridizacidjaval 1étrejott harom amfiploid fajait
B. juncea (AABB genom) 2n=36; a B. napus (AACC genom) 2n=38 és a B. carinata (BBCC
genom) 2n=34 foglalja 0Ossze (3. 4abra). Ezek a fajok a természetben, spontin

keresztezddéssel jottek 1étre (Nagaharu 1935).
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3. 4bra: A legfontosabb Brassica tfajok genetikai kapcsolatat bemutatdo U-haromszog
(Manu et al. 2015)

3.3 Narancssarga mutdaciok kaposztafélékben

Narancsarga mutacié a karfiolban

A képosztafélében tobbféle narancssarga varianssal taldlkozhatunk, ezeknek a
1étrejotte kiillonbozd mutaciokkal magyardzhato. Karfiolban ismert lila sarga és zold varians
is, azonban a piaci igény a legtobb orszadgban (kivételt képez ezek koziil Olaszorszag)
alacsony ezekre a fajtakra (RAth Fruzsina 2023, szobeli kozlés). 1971-ben egy normal, fehér
karfiol veteményben fedeztek fel egy ismeretlen eredetii narancssarga példanyt. A gén
oroklodését vizsgalva, amely az eredeti narancssarga novény (aszeptikus koriilmények
egygénes féldominans mutaciorol van szo, amely funkcionyeréshez vezetett és amit Or
génnek neveztek el. Az eredeti ndvény heterozigdta és meglepd modon a kisérletben a
narancs homozigota egyedek rozsaja, a heterozigodta tarsdhoz képest jelentdsen kisebb,
satnyabb, sOtét narancssarga szinll és nem piacos fenotipust mutattak (Crisp et al. 1975). Az
Or-gén rendkiviil szorosan kapcsolt a torpeségért felelds génnel, ami hatassal van a

szarmegnyulasra, a karfiolfej méretére ¢és a virdgzas idOpontjara is. Ez a rdhatas tobbek
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kozott annak koszonhetd, hogy az Or gén terméke szuppresszalja egy Eukaryotic release
factor 1 (eRF1) nevii gén expresszidjat (Zhou et al. 2010). A teljes genetikai oka azonban
ezeknek a fentopipusos hatdsoknak még nem ismert. Kezdetben a Daehnfeldt, majd
egyesiilésiik utan a Syngenta vallalatoknal sikeriilt kapcsolt molekuldris markerek
segitségével megtorni a szoros kapcsoltsagot a torpendvekedésért felelds lokusszal, igy
normdl méretli, Or génre homozigdéta dominans fajtdk mar kaphatok kereskedelmi
forgalomban (Galli et al. 2015). A funkcidényeréses narancs mutacio egy retrotranszpozon
génben, ennek kovetkeztében jelentés mennyiségili karotin halmozddik fel a karfiolfejben
(Zhou et al. 2010). Az EU-ban és Magyarorszagon kiilondsen szigoru szabalyozdsok
vonatkoznak a génmaddositas és a génszerkesztés modszereire, igy hagyomanyos technikakra
hagyatkozhatunk csak. A legtobb narancssarga szinanyag termeltetésére iranyulo6 kutatas, a
karotin bioszintézis ut biotechnologiai modszerekkel torténd modositasara Gsszpontosit
(Sandmann 2001, Schmidt-Dannert 2000). Az Or gén introgresszalasa mas fajokba 11j utat
nyithat a nemesitoknek, hogy hagyomanyos moddszerekkel hozzanak létre uj, jobb

beltartalmi értékekkel rendelkezd kaposztaféléket (Shan et al. 2005).

A karfiolban talalhato Or-gén atvitele fejeskaposztaba kézenfekvé megoldasnak tiint,
figyelembe véve, hogy mindkét ndvény azonos fajba (B. oleracea) tartozik. Az
interspecifikus hibridizacido nehézségei, tobbek kozott az eltérd kromoszomaszam okozta
problémak igy megkeriilhetdek lettek volna. Sajnalatos mdodon a létrehozott Or mutaciot
hordozo vonalakban ¢és hibridekben csak a torzsaban halmozodtak fel karotinoidok, a
gazdasagilag jelentOsebb belsé levelekben csak kisebb mértékben (Galli 2022, szdbeli

kozlés).
Narancssarga mutacio a kinai kelben

A kinai kel (AA) latin nevén a Brassica rapa L. ssp. pekinensis. Ahogy a neve is
mutatja egy Kindbol szarmazd kaposztaféle, amit vilagszerte fogyasztanak, felhasznalasa
sokréti, beldle késziil a tradicionalis koreai étel a kimchi. Fogyasztasa pozitiv hatassal van
az egészségre magas antioxidans, C-vitamin €s az egy€b nyomelem tartalma miatt (Podsedek
2007). Tobbféle valtozata létezik, a belsd levélszine lehet fehér, sarga, vagy akar
narancssarga is. Ez utobbi szint a levelekben felhalmozddd a-karotin, B-karotin és
likopinnek koszonheti (Li et al. 2015). A varidnst ugy hoztdk 1étre, hogy a kinai kelt

tarlorépaval keresztezték, ezutan pedig visszakeresztezéseket végeztek (Watanabe et al.
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2011). A kisérletek soran bebizonyosodott, hogy a kinai kelben egy egygénes recessziv
mutécid az, ami a narancssarga szinért felelds tulajdonsagot okozza (Feng et al. 2012). A
molekuléris vizsgalatok és a markerfejlesztés eredményeként a gén térképezése soran
sikertilt behatarolni harom génjeloltet kapcsolt markerekkel, amelyek koziil az elemzés utan
bizonyitottak, hogy a BrCRTISOI1 felelds a tulajdonsagért (Zhang et al. 2013). A rovidités
a Brassica és a karotinoid izomeraz enzim nevébdl szarmazik. Ha az enzim nem miikodik
megfelelden, akkor prolikopin, policisz-karotin €s likopin prekurzorok halmozddnak fel a
transzlikopinok helyett, ennek kdszonhetd az elszinez6dés a kel belsé leveleiben (Li et al.

2015).

4. abra: A sarga belsé levelii (a, b, ) és a narancssarga belso leveli (d, e, f) kinai kel bels6
levelei és viraga, vagas utan kozvetleniil (a, d) és 10 perc elteltével (b, e) (Lee et al. 2014).

A karotin bioszintézist erdteljesen szabalyozza a fény ¢és a hdémérséklet.
Megfigyelhetd, hogy a belso levelek a narancssarga szint 10 perc direkt napfény hatasara
expresszaljak (4. abra). Ez a jelenség annak koszonhetd, hogy a hibdsan miikodo
BrCRTISO1 enzim miatt napfény hidnyaban a prolikopin nem tud atalakulni likopinna.
Napfény hatasara azonban alternativ uton lejatszodik a reakci6 és 1étrejonnek a narancssarga

szinért felelos szinanyagok (Tongbing et al. 2015).
3.4 Az embryo-rescue modszer

A ndvényi embriok magukban hordozzak a potenciadlt, hogy a megfeleld
koriilmények kozott, beldliik novény fejlodhessen. Ennek ellenére vannak olyan szitudciok

— tobbek kozott az endospermium rendellenes novekedése, vagy a tavoli hibridizacio—,
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amikor ez nem lehetséges. Téavoli keresztezés sordn gyakran eléfordul, hogy az embri
abortalodik, emiatt nem jon létre életképes mag. Ilyen esetekben tud segitségiinkre lenni az
embriomentés modszere. Célunk, hogy a fejletlen embriot a termésbdl kipreparaljuk, majd
az embri6 szdmara megfeleld koriilmények (taptalaj, hormonok, homérséklet,
fényintenzitas) kozott csirdzasra késztetjilk a novényt. A legelsd probalkozasok a XVIII.
szazadra datalhatok. Phaseolus és Fagopyrum termésekbdl magkezdeményeket metszettek
ki, majd talajba iiltették, azonban a ndvények, amelyek kihajtottak, torpendvésiieck maradtak.
Brown és Morris 1890-ben folyé¢kony tapoldatokkal kisérletezett, de az igazi attorést Hannig
hozta el azzal, hogy az oldathoz kiilonb6zd sokat és cukrot adott és a ndvényeket aszeptikus
koriilmények kozott tartotta, majd sikeresen regenerdlta. Azota komoly eldrelépések
torténtek a taptalaj Osszetételét illetéen. Fény deriilt a kiilonb6zé nitrogéntartalmt
vegyliletek fontossagara, tovabba, hogy cukor hozzdadasa nélkiil az embrid fejlodése nem
1ép tal a protokorn stddiumon. A tdptalajok tovabbi Gsszetevdi lehetnek tobbek kozott
természetes adalékanyagok, mint példaul a kokusztej, ami nem mas, mint a kokusz magjanak
folyékony endospermiuma, tovabba fontos 0Osszetevok még a ndvekedést szabalyozd

hormonok (Sharma et al. 1996).

Az embridknak két alapvetd stadiumat kiillonboztetik meg a tadpanyagellatas
tekintetében: a heterotrofot és az autotrofot. A termékenyitéstdl a sziv stadiumig a heterotrof,
a késoi sziv stadiumtol kezddédden az autotrof allapot jellemzd. A masodik stddiumban az
embrid mar képes az endospermium nélkiil is az életben maradasra, ezért egyszertibb taptalaj
is elegend6, amellett, hogy igy mar kevésbe érzékeny az ozmotikus stresszre. Ezért is
célszerii az embridmentést a lehetd legkésobb elvégezni (Rahman 2004). A Brassica fajok
kozotti inkompatibilitas mellett, a kétéves ¢€letciklus is nehezitd tényezd a konvencionalis
nemesitési technikdkban. A keresztezés alacsony hatékonysaga ellenére, sikeres
megtermékenyités esetén az utdd tulajdonsdgaiban és genetikai allomanyaban magasfokt
varianciat mutat, emellett valtozo Osszetételt a sziil6i genotipusok tekintetében. Ennek
kovetkezménye, hogy az magkezdemények hamar, 10-15 DAP (days after pollination —
beporzas utani napok szama) mar abortalodhatnak. A Brassica embridk a megfeleld fejlodés
érdekében kiilonbdzd aminosavakat és vitaminokat is igényelnek. Csirdzast kovetéen a MS,
vagy 2 MS taptalajra helyezhetdk a novény igényeinek megfeleléen, majd akklimatizalast

kovetden kiiiltethetok (Ripa et al. 2020).
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3.5 Kromoszomaszam meghatdarozds modszerei

A ndvényi kromoszomak mérsékelten kutatott teriilet, ellenben az allatok és emberek
terén folytatott kutatasok sokkal elérehaladottabbak, ennek oka olyan nehézségek, mint a
novényekben taldlhatd vastag, merev sejtfal. A ndvényfajok nagyjabol 25%-nak sikertilt
meghatdrozni a kromoszémaszamat, azonban ezek az értékek sem tokéletesen bizonyito
erejliek, tekintetbe véve a vizsgalt mintdk és populaciok alacsony (tSbbnyire 1) szamat.
Levitskii 1931-ben publikélt egy uttord technikat, mellyel fixdlni és festeni lehetett a
kromoszomakat. Az O nevéhez fiizédik a kariotipizalas és a kariotipus fogalma, ami nem
mas, mint olyan tulajdonsagok Osszessége, amelyekkel leirhatd és beazonosithat6 egy adott
kromoszdémakészlet. Ilyen tulajdonsagok a kromoszomék szdma és mérete, a formaja, a
centroméra elhelyezkedése stb. Vannak egy szinnel festd technikak, ilyen a kdrminecetsav,
az orcein vagy a Feulgen festés. Ezen egyszerlibb eljarasokkal alapszinti kariotipizalas
elvégezhetd, de nem tudunk kiilonbséget tenni a heterkromatin és az eukromatin kozott. Az
erre alkalmas technikak tobbek kozott a ,,Q-banding” és a ,,G-banding”. Ezek a modszerek
fluoreszcens jeldlésre alapulnak, bonyolultabb protokollal és nagyobb kiadasokkal jarnak €s
tobb iddbe is telik elvégezni a kisérletet. Nagy eldrelépést jelentett a fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH) és a genomi in situ hibridizacié (GISH). Ezek a mddszerek izolalt vagy
szintetizalt DNS probakra alapulnak, amik fluoreszcensen jeloltek. A probakat ezutan a
kromoszomakkal hibridizaltatjdk majd a jel alapjan meghatarozhat6, hogy az adott DNS
szakasz melyik kromoszodman, azon beliil melyik 16kuszon taldlhato. A GISH mddszerrel
megkiilonboztethetd, hogy a keresztezésekben melyik sziil6tdl szarmaznak a
kromoszémakészlet kiillonbozo részei. Ezek a modszerek szintén komplexek amellett, hogy

1d6- és eszkozigénylik, tovabba a koltségiik is jelentds (Zoshchuk et al. 2002).
3.6 Molekularis markerek

A markereket arra hasznaljuk, hogy egyértelmiien meghatarozzunk, leirjunk és
kiilonbséget tudjuk tenni kiilonboz6 éldlények kozott. Rengeteg féle marker létezik
(morfoldgiai, citoldgiai, biokémiai), ezek koziil a munkdnkhoz legalkalmasabb DNS alapt

markereket hasznaltuk.

.....

lehet velilk polimorfizmust kimutatni. Az ideédlis marker az alabbi tulajdonsagokkal

rendelkezik:
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e Egyenletes polimorfizmus

e Egyenld eloszlas a genomban

e Kodominans 6roklédés

e Konnyl detektalhatdsag

e Olcso

e Megismételhetd, laborok k6zott konnyen megoszthatod

¢ Nincs pleitropikus hatasa

e Genom specifikus

Természetesen a valosagban nem létezik ilyen tokéletes marker. Sok esetben a

kiilonb6z6 markertechnikdk kombindcidjat kell hasznalnunk az optimalis eredmény
érdekében (Kiss 1991). A legtobb (€s az altalunk hasznalt) markertechnika PCR (polymerase
chain reaction) alapt. A PCR a sejtekben természetesen lejatszodo folyamatot imital. Ezen
reakcié soran a DNS mintat, primerek, DNS polimerdz enzim, a DNS felépitékovei a
dNTPKk, és puffer keverékével elegyitjiik, ezt kovetden a PCR gépbe helyezziik, ahol valtozo

homérseklet €és idociklusok sordn DNS fragmentumok szaporodnak fel. A PCR terméket

interkalal6do festéket tartalmazé agardz vagy poliakrilamid gélen elvalasztva vizsgaljuk.

Molekularis markerek koziil elsé volt az RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorfism) technika, amely restrikciés endonukleazokkal torténd emésztés utan
valtozatos mintazatot hoz létre kiilonbozo fajokban. Az RFLP technika azonban komplikalt,
veszélyes anyagok €s rontgen sugarzas is sziikséges hozza, emellett megismételhetosége
igen nehézkes, igy a kutatok méas DNS alapu markertechnikakhoz fordultak. A RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) az els6 PCR alapu technika, ami véletlenszera
szekvencia sorrendli primerek hasznalatan alapul. Az alacsonyabb polimorfizmus és a
dominans jellege miatt nem kifejezetten alkalmas a MAS-ra, emellett a rovidebb (10
nukleotid) primerek miatt az ismételhetdség is nehézkes. Az SSR (Simple sequence repeats)
technika, az ismétlédések két végén 1évo konzervalt régidkra tervezett primerekkel inditott
PCR vizsgalat. A polimorfizmus oka a tandem ismétlddések szaméaban valo kiilonbségek,
amelyek az amplikonok hosszusagéaban jelentkeznek. Kodomindns marker, az allélméretek
meghatarozhatéak, tobbek kozott Automata lézer fluorométerrel (ALF) és kapillaris
elekroforézissel is. Megbizhatd technika, rdaddsul magas szinti polimorfizmussal is
rendelkezik. Az SNP (Single Nucleotide Polymorphfism) a genom egy nukleotidjaban
bekovetkezd valtozas. Altalaban két 1okuszosak, mert kevés az esély arra, hogy a genomban
kétszer pont ugyanazon a helyen j6jjon 1étre mutéacio, raadasul mindkét esetben kiilonb6zo

bazisra torténd cserével. Ellenben rendkiviil nagy mennyiségben, egyenletes eloszlasban
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megtalalhatoak a ndvényi genoban és kodominansan 6roklédnek. Kimutatasukra valtozatos
modszerek allnak rendelkezésre. Emellett az Gjgeneracios szekvenalasi technikak és az egyre
novekedd genom adatbazisok is komoly segitséget nyujtanak a nemesitési folyamatokban

(Ben-Ari & Lavi 2012).

PCR alapu moédszerrel specifikus primerparokat hasznélva, ismert gén (CRTISO1)
szekvencia kiilonbségei, polimorf DNS szakaszokat adnak eltérd fajokban €s valtozatokban.
Erre példa az alabbi két eset: a BR-OR primerpar esetén akkor szamitunk fragmentumra, ha
a kinai kel narancssarga szinért felelés génje megtaldlhaté a ndvény genomjaban. A
BoICRTISO1 primerpar egy B. oleracea specifikus CRTISOl gén jelenléte esetén ad
fragmentumot. (Sziics 2015).

Az altalunk is hasznalt Conserved Ortholog Set (COS) marker szekvenciaspecifikus,
génekre tervezett primer parokra alapul. Olyan gének alkalmasak ehhez a technikéhoz,
amelyek 1 kopidban taldlhatdbak meg a genomban. Fajok kozotti 0sszehasonlitast tesz
lehetdvé, legtobbszor csaladokon beliili vizsgalatokban szoktak alkalmazni. Teljes genom
szekvenciaval rendelkezd fajok esetén, bioinformatikai eszkozok segitségével géneket
kereshetiink, amelyek megfeleléen konzervaltak a genomban. Emellett mar leirt gének
segitségével DNS probakkal tesztelhetiink mas faj genomjait. A megfeleld hibridizaciohoz
legalabb 70%-0s egyezdség kell a két gén szekvencidjaban (Fulton et al. 2002). Az ilyen
egykopias génekre fejlesztett markerek tovabbi eldnye, hogy poliploid genomok vizsgélatara
is alkalmas, mert az ortoldg és paralog egykopids gén variaciok kozott nem kell kiillonbséget
tenniink. A dinamikusan fejlod6é szekvencia adatbédzisosoknak kdszonhetéen a Brassica

fajokban is elérhetdvé valtak a COS markerek (Jeong et al. 2014).
3.7 Marker asszisztalt szelekcio (MAS)

Az els6 probalkozasok markerek hasznalatara a novénynemesitésben a 20. szazad
elején zajlottak. Olyan gének, amelyek kifejez6dését vizsgalni tudjuk és Mendeli
vizsgélatara, melyek mennyiségi tulajdonsagokért feleldsek. Ilyenre példa a Phaseolus
vulgaris termésének mérete és a szine és mintazata kozotti Osszefiiggés vizsgalata (Sax
1923). Késdbb jelentds kutatasok folytak a rezisztencianemesitésben, fontos eldrelépés volt
az a felfedezés, amiben rajottek, hogy sok rezisztencia nem egygénes tulajdonsag.
Napjainkban a megfeleld hatékonysagu novénynemesités elképzelhetetlen a MAS nélkiil. A

hagyoményos nemesitési modszerek dnmagukban mar nem képesek 1épést tartani korunk
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felgyorsult és egyre valtozobb igényeivel. Elengedhetetlen tehat, hogy a programunkba
beleépitsiik a laboratoriumi, azaz a molekularis vizsgalatokat. Kapcsolt molekularis
markerekkel a szamunkra fontos tulajdonsagokat és géneket kovetni tudjuk. A technika
eldnye abbol szarmazik, hogy bizonyos tulajdonsdgok nehezen felismerhetéek, befolyasolja
Oket a kornyezet, tovabba vizsgalatuk magas munkaigénnyel rendelkezik. A molekularis
markerekre épitett vizsgalatok, mar a névény korai fenologiai stddiumaban elvégezhetdek,
igy a szamunkra nem megfeleld novényeket hamar és konnyen kiszelektalhatjuk, ezzel
er6forrast, helyet, id6t és pénzt sporolhatunk meg. Azonban mindig érdemes figyelembe
venni, hogy bizonyos esetekben a fenologiai vizsgalat egyszeriibb és olcsobb lehet, mint a
molekularis tesztelés. Tekintetbe véve, hogy a markerfejlesztés sordn a megbizhato
kapcsoltsagot mindig ellendrizni €s tesztelni kell, ami iddigényes feladat (Ben-Ari & Lavi

2012).

A MAS segitségével hatékonyabban ¢és gyorsabban érhetjiik el a nemesitési célunkat.
Ki tudjuk valasztani a megfeleld partnereket heterdzis nemesitéshez €s csokkenthetjiik a
backcrossok szamat a kapcsolt markerek DNS alapt vizsgalatdval a génpiramidalés €s gének
introgresszalasa soran (5. abra) (Ben-Ari & Lavi 2012). A kisérletiink szempontjabol ez
utdbbi a legfontosabb annak érdekében, hogy az atvinni kivant narancssarga szinért felelds
gén beépiilését a genomba ellendrizni tudjuk €és az eredeti genotipus visszadllitasdhoz

sziikséges backrossok szamat ¢és hosszat a lehetd legjobban leredukaljuk.

Parents
P1 P2
x = ¥ —
. -, / ]
* —  x —
l No. of individuals (BC1)
E + — 50
* —
_ &
— 2
BC1 _ o o B
progenyi —_ 75 -
Desired * —
genome = — 100

5. ébra: Gén introgresszallasa és a backross, kék csillaggal jelolve a GOI (Ben-Ari & Lavi
2012).
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4. Anyagok és modszerek

4.1 A keresztezések novényanyaga

A tobb éve zajlo nemesitési program soran keresztezéssel el6szor sikertilt 1étrehozni
egy narancs kinai kel (AA) - karaldbé (CC) F1 hibridet (AC), ami himsterilnek bizonyult
(szlics 2015). Ezt a novényt évek Ota vegetativan tartjak fent. Id6kdzben a ndvényen spontan
megjelent egy fertilis oldalhajtas, az ebbdl felnevelt ndvény ontermékenyitésével sikertilt
létrehozni egy F2 populaciot, melynek egyedei tetraploidnak (AACC) bizonyultak
(Pongracz 2021). Tobb kijeldlt hibridizaciobol (020, 021, 023, 028, 031, 039, 040, 041,
042, 043, 044, 045) (mellékletek 3. tablazat), csak kettd (042 és 044) eredményezett
becoket a kontroll keresztezés mellett (O2 Self), ezeket hasznalva végeztiink embriomentést.
A nemesitési programban résztvevé novényekrol 2022 aprilis 11.-én késziilt képeket a 6.

abra mutatja be.

6. abra: A a sziilének kijelolt novények balrol jobbra haladva: F1-1, O2 (03.30), O8
(06.11), O8 (04. 20), O5 (05.11), O8 (07.09), O5 (04.27), OS5 (03.01), OS5 (05.04), F1-3,
Brigde406, Bridge408, Bridge407, Orankin.

Megfigyelhetd, hogy bizonyos genotipusok még nem viragzanak, ezek késébb lettek
csak alkalmasak a keresztezésekre. Az 1. tdblazat 6sszefoglalva mutatja be a fent emlitett

novények pedigréjét.
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Keresztezés kodja Anya Apa
02 (03.30) steril F1-S (AC) Bridgel
05 (03.01) steril F1-S (AC) Fertil t&r/ilggi)d F2-2
05 (04.27) steril F1-S (AC) Fertil t&ﬁi%gi)d F2-2
05 (05.04) steril F1-S (AC) Fertil t&rglélgi)d F2-2
05 (05.11) steril F1-S (AC) Fertil t&izrélgi)d F2-2
08 (04. 20) steril F1-S (AC) Fertil Eiﬁi%éﬂd F2-1
08 (06.11) steril F1-S (AC) Fertil t&rzlélgi)d F2-1
08 (07.09) steril F1-S (AC) Fertil Eiﬁi%éﬂd F2-1

1. tablazat: A sziil6 novények keresztezési adatai (Pongracz 2021)

4.2 Embryo rescue

A keresztezésekbdl és az ontermékenyitésbdl szarmazd becdket 7-14 DAP utan a
novényrdl levalasztottuk, megcimkézve miianyag zacskoba helyeztiik, majd a laborba
szallitast kovetden a lehetd leggyorsabban megkezdtiik a sterilezésiiket. Lamindris boxban
aszeptikus kortilmények kozott sterileztiik a becéket. A munkéhoz hasznalt fémeszkozoket
70%-o0s etanolba martas utan gazégdbe tartva izzasig hevitettiik, majd hagytuk kihiilni. A
tiiket szintén 70%-os alkoholba martottuk 10 masodpercig, majd leraztuk rola a maradék
folyadékot. A lombikokat hélégsterilezd segitségével hoztuk csiramentes allapotba. A
munka sordn minden alkalommal a boxba nyulds el6tt fertdtlenitettik a keziinket,

csokkentve annak az esélyét, hogy befertdzziik a steril magkezdeményeket.
Becd sterilezésre hasznalt modszer a kovetkezd volt:

1. 70%-os alkoholba ¢és 3:1-es hypoba felvaltva, 10-szer, néhany
masodpercig belemartottuk a becoket

2. Steril vizben 3-szor alaposan ledblitettiik

3. Steril sziir6papirra helyezve felitattuk a maradék folyadékot a becokrol
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Ezt kovetden sztere6 mikroszkdp alatt Petri csészében tiik segitségével dvatosan
felnyitottuk a becdket, majd eltavolitottuk a benne talalhatdo magkezdeményeket. Az éretlen
magkezdeményeket ezutan embryo-rescue taptalajra helyeztiik (mellékletek 1. tablazat). A
magkezdemények ezutan fényszobaba kertiltek, ahol kontrollalt kériilmények kozott, 22 °C-
on 16/8 (vilagos/sotét) ords megvilagitas mellett voltak tartva csirdzésig. Kéthetente friss
taptalajra helyeztilk a4t a magkezdeményeket, egészen addig, amig ki nem csiraztak, ezt

kovetden fioldba ontott MS taptalajra keriiltek at a névények (mellékletek 2. tablazat).
4.3 Kromoszomafestés

A festési eljaras, amit alkalmaztunk harom 6 1épésbdl allt:

1. A sejtosztodéasok szinkronizalasa
2. Kromoszomafestési protokoll
3. Fénymikroszkopos vizsgalat

Az els6é lépésként az in vitro leszaporitott, gyOkereztetd taptalajon ndvesztett
novényeket dvatosan eltavolitottuk a szilard taptalajbol, majd 2-3 centiméteres darabot
vagtunk le a gyokércsucsrol és Eppendorf csébe toltott csapvizbe helyeztiik 6ket. Ezt
kdvetden jeges vizben, 4 °C-on legalabb 8 o6rdig taroltunk, hogy a sejtekben zajlé osztddasi
folyamatok lelassuljanak. A hiitébol vald kivétel utdn szobahdmérsékleten taroltuk a
csoveket, ami alatt ujraindul a sejtciklus, majd a kisérletsorozat soran beallitott 1d6 elteltével

kezdtiik el a festési eljarast.

A kisérlet soran megallapitott szinkronizalési id0 elteltével pipettaval eltavolitottuk

a csapvizet €s a kovetkezo protokollt hajtottuk végre.

Osszetevok:
1. Clarke fixalo (96%-os etil-alkohol és jégecet 3:1 aranyu keveréke)
2. Maceral6 oldat (IN sésav és 96%-os etil-alkohol 1:1 ardnyu keveréke)
3. Desztillalt viz
4. Chamberlain oldat (5% jégecet, 5% 40%-os formaldehid, 70% 96%-os etil-

alkohol, 20% desztillalt viz)
5. Acetokarmin (110 ml desztillalt viz, 90 ml jégecet, 2.5g carmin)

Az eljaras soran az Eppendorf csdben elhelyezett gyokércsticsokra rapipettaztuk az
oldatokat, majd a megfeleld id6 elteltével dvatosan leszivtuk rola a folyadékot, ezt kdvetden
pipettaztuk rd a kovetkezot és igy tovabb. A megfelelden festédott gyokércsucs merisztéma

szovetet ezutan sztere6 mikroszkop alatt, apro tik segitségével levalasztottuk a gyokeér
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végérol és a targylemezre cseppentett Acetokarminba helyeztiik. A fed6lemez Ovatos
raengedése utan, gyufaszal végével kopogtatdé mozdulattal szétnyomtuk a szovetet,
létrehozva — idealis esetben — az egy sejtréteges mintat. A kész metszetet fénymikroszkop
alatt, kiilonb6z6 nagyitason vizsgaltuk. A legnagyobb felbontas érdekében, 100x-0s nagyitas
esetén immerzids olajat hasznaltunk, a fed6lemezre cseppentettiik az olajat, majd a lencsét
ovatosan beleengedtiik az folyadékba, figyelve arra, hogy a lencse ne érjen hozza a
fedélemezhez és ne képzddjon buborék a folyadékrétegben. Az arra érdemesnek latszo

mintakat kanadabalzsammal vagy kéromlakkal lezartuk.
4.4 A BrCRTISO1 gén oroklodésének nyomonkivetése
4.4.1 DNS izolalas

A DNS kivonast a novények levelébdl Macherey Nagel® NucleoSpin DNS kit

segitségével végeztiik a gyarto altal megadott protokoll alapjan. A DNS minta tisztasagat €s

crer

higitast végeztiink 20 ng/pl koncentraciora.
4.4.2 PCR koriilmények

Célunk az volt, hogy az embriomentésbdl regeneralt hibrid (042 és 0O44) ¢s kontroll
(02 self) novényekrdl meg tudjuk allapitani, hogy hordozzak-e a szamunkra fontos kinai kel

narancssarga szinéért felelds mutans CRTISO1 gént.

Ehhez a BR-OR ¢s a BoICRTISO1 primerpart hasznaltunk. A primer szekvenciak az
alabbiak voltak (Sztics 2015):

- Bra-OR- Forward (Bra031539-OC_MF1): 5’- GAGGTCTGTTTCTACGAGTACGG -3’
- Bra-OR- Reverz (Bra031539-OC_MR1): 5’- CTCATTAGTCCATCTCCGACCA -3’

- BolCRTISO1- Forward: 5’- GGATATGCCCATCTTATTTGACC -3’

- BolCRTISO1- Reverz: 5°- GCTCTCATGCAACGGAACAA -3°

Emellett a hibridek vizsgélatahoz genomspecifikus COS markereket is hasznaltunk

(Jeong et al. 2014):
- COS015- Forward: 5°- ATCAATGCGGTTGTGATGAT -3’

- COS015- Reverz: 5°- GTTCGCTGTCTTGACCTTTTTGAT -3°
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- COS264- Forward: 5’- GCGAAAGTCTCCGTCGAG -3’

- COS264- Reverz: 5’- TCCGTCTCTTCTTTGAGTCTCTTT -3’

- COS420- Forward: 5’- GCGCGAACTACTCGCTAAAC -3’

- COS420- Reverz: 5’- GATCTCATCTTCTGTGAAGTCCAA -3°

- COS424- Forward: 5’- CACATGCAGAAAATTCTTTCAAAC -3°
- COS424- Reverz: 5°- TGAATCATCGTATTTGAGAGTTGTG -3’
PCR 06sszetevok:

A reakciok soran DreamTaq (Thermo Scientific™) és GoTaq Flexi (Promega™) Taq

crer

PCR mintak térfogata 10 ul (2 ul DNS + 8 pl mastermix) volt.

A DreamTaq polimeraz hasznalatakor az alabbiak voltak a mastermix Osszetevoi: 5x
puffer: 2 ul, 25 mM MgCI2: 0,5 pl, 2 mM dNTP: 0,3 ul, 10 uM reverse primer: 0,75 ul, 10
uM forward primer: 0,75 ul, 5 ug/ul Taq polimeraz: 0,05 ul, desztillalt viz: 3,65 ul. A GoTaq
Flexi polimerdz esetén a mastermix dsszetevoi a kovetkezok voltak: 5x puffer: 2 pl, 10 mM
dNTP: 0,2 ul, 10 uM reverse primer: 0,75 pl, 10 uM forward primer: 0,75 pul, 5 pg/ul Taq
polimeréz: 0,05 pl, desztillalt viz: 4,25 pl.

A Touchdown PCR bedllitasai a kovetkezok voltak: Hot start 3 perc 95 °C denaturalas
1x; 30 masodperc 95 °C denaturalas, 30 masodperc primer tapadas ciklusonként 1 °C-al
csokkentve, 1 perc 72 °C szintézis 10x; 30 masodperc 95 °C denaturalas, 30 masodperc
primer tapadas, 1 perc 72 °C szintézis 20x; 5 perc 72 °C utoszintézis. A PCR gép ezutan
szintén 4 °C-ra hiiti a mintat amig ki nem kapcsoljuk. A kiilonbdz6 primereknél az tapadasi

hémérsékletek az aldbbiak szerint valtoztak:
- BolCRTISO: 70—61 °C
- Bra-OR: 65—56 °C
- COS015: 61—-52 °C
- COS264: 64—55°C
- COS420: 63—54 °C
- COS424: 61-52°C
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4.4.3 Agaroz gélelektroforeézis:

A PCR soran felszaporitott fragmentumok vizudlis detektalasahoz 1 vagy 3%-os
agaroz g¢lt ¢és etidium-bromid interkaldlodd festéket hasznaltunk. Molekulatomeg

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

A gél toménységétol fliggden 0,8-2.4 g agardzport 80 ml 0,5x TBE pufferrel kevertiik
0ssze, majd addig melegitettiik, amig az agar6z fel nem oldodott teljesen. Ezek utan foly6
vizzel, folyamatos keveréssel 40 °C-ra visszahiitottiik, majd etidium-bromidot pipettaztunk
bele. A fésiit, amely kialakitja a zsebeket, amikbe késobb a mintainkat fogjuk belepipettazni,
a gél szélével parhuzamosan, kb. 1 cm tavolsadgra helyezziik a még folyékony gélbe.
Megvartuk mig kihiilt és megszilardult, majd a futtatokadba helyeztik a gélt. Az
elektroforetikus eljaras 90 V-on 40 percig tartott a 0,5x TBE pufferben.

Dokumentalasra Uvitech Cambrige Essential V6 géldoc rendszert hasznaltunk, mely
egy elzart fiilkében UV megvilagitassal gerjeszti a fragmentumokban interkaldlodott

festéket és fényképet készit a gélrdl.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Embriomentés

Az embridmentést 2021 december 28.-t6l kezdve 13 héten keresztiil
végeztik. Ezen iddszak alatt 22 ndvényt regeneraltunk sikeresen, ebbdl 14 az O2
ontermékenyitésbdl szarmazott. E16szor a becdk esetén rovid id6, 6-8 DAP utan végeztiink

embriomentést. A becOk ennyi ido6 elteltével még aprok 3.5 cm-re néttek csak meg (7. abra).

7. ébra: Fiatal bec6k a novényrol begytijtés elott €s utan.

Feliiletiikon kidudorod4dsok nem voltak megfigyelhetoek. A benniik talalhaté
magkezdemények fejletlenek voltak, a mar abortalt magkezdemények szintén
megfigyelhetdek voltak benniik (8. abra). Ezekbdl a becdkbdl szarmazd magkezdemények
esetén az 042 02. 15. keresztezés soran sikeriilt novényt regeneralni. A becdk koénnyen
felnyiltak, fontos volt az dvatos vagas annak érdekében, hogy az esetleg még nem abortalt

embridkat tartalmaz6 magkezdeményeket ne sértsiik meg.
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8. abra: Fiatal becd (7 DAP) és a benne 1év6 abortalt magkerdemények

A fejletlen magkezdemények attetszok vagy enyhén zoldes szintiek voltak, taptalajra
helyezés utan néhany nap alatt bebarnultak, majd a legtobb esetben elpusztultak. Az ilyen
korai fazisban izolalt fejletlen bec6bdl szarmazd magkezdeményiinknek 69 napra volt
sziiksége a csirdzashoz (9. dbra). A magkezdemények apré méretiik mellett, rendkiviil
sériilékenynek bizonyultak, igy az embriomentés nagyon nehezen volt megvaldsithato.
Ennek kovetkeztében arra jutottunk, hogy nem érdemes ilyen korai 6-8 DAP elteltével
elvégezni a miiveletet, annak ellenére, hogy minél t6bb id96 telik el a keresztezés utan, annal

nagyobb eséllyel abortaldédnak az embridk.

9. abra: Fejletlen magkezdemény fejlédése €s csirdzasa az id6 mulasaval (042 02.15.)

A tovéabbiakban 14 DAP-on hajtottuk végre az embriomentést. Ennyi ido6 elteltével a
becOk mérete jelentésen megndvekedett, némelyiken vastag dudor jott 1étre. Az ilyen
dudorok jelenléte legtobbszor érettebb magkezdeményekre utalt, amelyeket késébb nagyobb

sikerrel tudtunk felnevelni (10. dbra).
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10. abra: Becdk és a rajtuk lathat6 kidudorodasok a 14 DAP-on
Az érettebb magkezdemények gombolytiek, turgidak és Iényegesebben nagyobbak
voltak az éretlen tarsaikhoz képest. Feliiletiik keményebb volt, preparalas kdzben nem
sériltek konnyen. A taptalajra helyezést kovetden a felsziniik hamar befeketedett, 3-7 nap

alatt csiraztak (11. abra).

11. abra: Erettebb magkezdemény novekedése és csirdzasa az id6 mulasaval (044 03.29.)

A kontroll dntermékenyitésbol szarmazéd becdk (O2 self.) a fejlettekhez hasonloan
nagy meéretli, kitiiremkedd becdkkel rendelkeztek. A kidudoroddsoknal a becd rendkiviil
kemény volt, szintén 6vatos mozdulatokra volt sziikség, hogy ne sértsilk meg a becében
megbuvo magkezdeményeket. A bel6liik izolalt szinte mar magszer(i z6ld magkezdemények
1-2 nap alatt bebarnultak és konnyen csiraztak (12. abra). A legtébb magkezdemény
sikeresen csirazott, bizonyitva, hogy az embrioregeneralo taptalaj miikodik, Osszetétele

optimalis az altalunk hasznalt Brassica fajok embriomentéséhez.
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12. abra: Kontroll (O2 self.) keresztezésbdl szarmazd embrid ndvekedése és csirazasa (02
Self).

A csirazast kovetden a novényeket fiolakba kitoltott MS taptalajra helyeztiik. Néhany
nap alatt gyokerezésnek indultak, a kifejlodé levelek mar ebben a korai stadiumban is
komoly diverzitast mutattak, amely valosziniileg a kevert genomjuknak kdszonhetd, ami az
1d6 multaval egyre egyértelmiibbé valt (13., 14. adbra). Amint a ndvények elérték a fioldk
tetejét, athelyeztiik dket befOttesiivegekbe.

13. abra: A kicsirazott novények a fiolakban (2022 junius 8.)
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14. abra: A kicsirazott novények a fioladkban (2022. szeptember 15.)

Osszesen hat 042 és harom 044 keresztezésbdl szarmazé magkezdemény csirazott
ki, emellett 13 O2 Self ndvényt regeneraltunk. A 15. abran lathatdé a regeneralt
magkezdemények csirazasaig eltelt napok szadma és a DAP. Az csirazasi idok hasonléan
alakultak a korabbi kisérletekhez, a leggyorsabban novekedésnek induld névénynek (044
03. 29) 21 napra volt sziiksége, csak ugy, mint az el6z6 kisérletben, ahol az O7 hibridek
atlagosan 26 nappal a taptalajra helyezés utan csiraztak (Pongracz 2021). Jol lathatéan négy
novény (042 02. 15., 042 02. 22. A, 042 02. 22. B, 044 04. 12.) 69-88 nap kozott csirazott,
ami nem meglepd, ugyanis kordbban az egyik hibridiink (O2) 126 nap elteltével hajtott ki
(Pongracz 2021). Az ontermékenyitett névények (O2 Self) atlagosan 37 nap alatt csiraztak,
(a leggyorsabb 7, a leglassabb 91 nap). Az eredményekben magas a variancia, ez annak
koszonhetd, hogy valtozatos genotipussal rendelkeznek. Osszességében, a kéthetente U
taptalajra helyezés soran a befert6zOdések - ami a kisérlet szamdra a legnagyobb
veszélyforrast jelenti - szama minimalis volt. Sajnos a kordbbi vizsgalatokhoz nem tudjuk

hasonlitani az 10j taptalajra helyezés eredményességét, mert nem rogzitettilk a mentett
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magkezdemények szdmat, ennek ellenére munkank sikeres volt, mert csak két
keresztezésbol (042, O44) regeneralunk 9 db egyedet, korabban 4 sikeres keresztezésbol
(02, 05, 07, 0O8) 12 db ndvény lett (Pongracz 2021).

A csirazasig eltelt napok szdma és a DAp ™ Csirazasig eltelt napok szama

m DAP

100

90

80 S

81| o

70 T

60

50 !

40 ug

30

32 32
20 )6 )6
)
’ i i i i
/ B B
. H
o o o o o o o o o
0 kP kP kP kP 0 A %0 A
< < < 4 4 4 4 e e
Ze > ) s 7> ) 3] o <

9 ® v &

15. dbra: Az 042 és 044 keresztezésekbdl szarmazé magkezdemények taptalajra
helyezésétdl, a csirazasig eltelt napok szama és a DAP.

5.2 Kromoszomafestés eredményei

A kariotipizalds a regeneralt és a Bridge novények esetén nélkiilozhetetlen, mert
en¢lkil nem tudjuk felmérni, hogy a nodvényeink milyen kromoszomakészlettel
rendelkeznek. A nemesités szempontjabol tudnunk kell, hogy a névény tartalmazza-e a
szamunkra fontos C genomot és a gazdasagilag jelentds narancssarga szinért felelds gént.
Flow citometriai vizsgalatokkal nem sikertiilt pontos kromoszomaszamot meghatarozni, igy
mas modszerekhez kellett folyamodnunk (Pongracz 2021). A kaposztafélékben egyszert
gyors festési eljarast nem talaltunk, ezért az Allium cepa gyokércsiics merisztéma festési

protokolljdhoz fordultunk.

A gyokereket In vitro mikroszaporitott O5 keresztezésbdl szarmazd gyokereken

végeztiik. A taptalaj nagy részének eltavolitdsa utan csipesz segitségével dvatosan 1-3 cm
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hossztsagu gyokércsucsokat Eppendorf csobe helyeztiik, majd vizzel ledblitettiik a maradék
taptalaj darabokat. A taroldst csapvizben folytattuk, hogy a gyoOkércsucsokat kisebb
ozmotikus stressz érje. A gyokérmennyiség ndvelésére ¢és a szilard taptalaj okozta
nehézségek kikiiszobolése érdekében megprobalkoztunk a ndvények vizben torténd
nevelésére. A technika lényege az volt, hogy a taptalajbol kivett novényeken hagytunk
né¢hany gyokeret, majd foliaval lefedett, vizzel feltoltott befdttesiivegekbe helyeztiik és
lefedtiik a novényeket. A lefedésre azért volt sziikség, mert az in vitro nevelt novények a
zart térben felhalmozodd magas partartalom miatt megndvekedett szama sztomaval
rendelkeznek, szabad levegdén azonban a fokozott transpiracid kovetkeztében hamar
kiszaradnanak. Az igy nevelt novények nagy szdmu gyokeret ndvesztettek, azonban a
tapanyaghiany kovetkeztében hosszi tivon nem tudtuk életben tartani 6ket (16. abra). A
vizben nevelt és a tdptalajban nevelt ndvények gyokerébdl késziilt mintak mindsége kozott

semmiféle kiilonbséget nem tapasztaltunk.

16. abra: A vizben nevelt novény gyokérfejlodése

Elso kisérletsorozatban az alabbi protokoll alapjan dolgoztunk:

1. 30 perc Fixalas
2. Egy éjszakén at torténd festés
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A minta nem teriilt szét szépen, a sejtek jO része szétesett, a minta nehezen volt
értékelhetd a sok zavard tényezO0 miatt (sejtfal darabok, szennyezddések, erdteljesen

festddott citoplazma) (17. abra).

17. abra: Elso kisérletbdl szdrmaz6 minta (40X nagyitas)

Nyilvanvaléva valt, hogy tovabbi kezelésekre van sziikség a tisztabb kép

kialakitasahoz. A kdvetkezo kisérletben az alabbi protokoll alapjan dolgoztunk:

10 perc Fixalas

5 perc Maceralés

2 perc desztillalt vizzel oblités
3 perc Chamberlain oldat

3 perc Posztfixalas

10 perc festés

SAEDAN o e

Az igy festett mintdk mar jobb eredményt mutattak, ennek ellenére arra jutottunk,
hogy a Brassica gyokerei kisebbek ¢és sériilékenyebbek voltak az Allium gydkércsucsaihoz
képest, ezért megprobaltunk kevesebb behatassal, rovidebb ideig elvégezni a kezeléseket.
Azt reméltiik, hogy igy csOkkenthetjiik a behatast ¢és kevesebb karosodast okozunk a
sejtekben amellett, hogy a kezelések jotékony hatasat megdrizziik. Emellett a festés idejét is
megnoveltiik, hogy erdteljesebb szinezést kapjunk. A festék az Osszetevdibdl adoddan
szintén bir fixalé hatassal. Az el6zéekben megfeleléen miikodd protokollt eszerint

modositottuk:

1. 5 perc Fixalas
2. 5 perc Maceralas
3. 2 alkalommal desztillalt vizes oblités
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4. 3 perc Chamberlain oldat
5. 10 perc festés

A harmadik tipusi protokoll kivaldo eredményeket hozott. A merisztéma
egyértelmiien felismerhetoveé valt, 1 sejtréteg vastagsagtira szétnyomhato lett a minta (18 A.
abra). A sejtek nagyrészt téglalap alakuak voltak, a teljes citoplazma szinezddott, ennek
ellenére a kromoszomak egyértelmiien elkiiloniiltek, erételjesen festddtek. A sejtek kozott

nem volt megtalalhat6 a karmin darabok zavaro6 jelenléte (18 B. abra).

18. abra: A masodik tipusu festés (A) 40X nagyitason €s a harmadik tipusu festés (B) 100X
nagyitason, egy metafazisos sejt nyillal jelolve

A targylemezre cseppenthetiink jégecetet, vagy karminecetsavat is, mindkét
modszert kiprobaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a megfelelden sziirt karminecetsav nem
okozott felesleges festddést a sejtek kozott, igy a tovabbiakban ezt hasznaltuk. A thvel
ovatosan levagtuk a gyokércsticsok végét és ezeket az Imm-nél kisebb darabokat 6vatosan
a targylemezre cseppentett kdrminecetsavba helyeztiik (19. abra). A gyokércsucsok az apro6
méretlik kovetkeztében hamar kiszaradtak, igy kulcsfontossagu volt a gyors €s pontos munka

a festékbdl valo kivétel és a targylemezre helyezés kozott.
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19. abra: Gyokércsucsok a festés utan, alattuk egy mar levagott darab. A ti kiilsé atmérdje
0.55 mm (10X nagyitas)

A feddlemezeket eldszor kanadabalzsammal probaltuk lezarni, amely viszonylag jo
hatéssal birt, azonban néhdny nap multaval szdradni kezdtek a mintak, ellehetetlenitve a
késobbi  mikroszkopos vizsgalatot. Késobb koromlakkal —probalkoztunk, amely
egyszeriibben felvihetd és gyorsabban szdrad, mint a kanadabalzsam, de a mintdk még
hamarabb szdradasnak indultak. Ennek kovetkeztében a mintékat sziikségszerii volt frissen

elkésziteni és ezt kovetden a lehetd leghamarabb vizsgélni és dokumentalni.

A miik6do protokoll kidolgozasa utan a sejtek szinkronizaldsa valt sziikségessé,
annak érdekében, hogy a lehetd legtdbb sejt a fixalas ideje alatt a sejtosztédas valamelyik
fazisaban legyen, hisz a sejtmagi DNS csak ebben az id6szakban veszi fel a kromoszomalis
elrendezddést. 8 oOrds jeges vizben és 4 °C-os hiitében tarolas elegenddnek bizonyult a
sejtekben zajlo folyamatok lelassitdsara. Ezutdn a szobahdmérsékletre felmelegitett

gyoOkércsticsokban tjraindulhattak a merisztémasejtek osztodasi folyamatai.

Az elsé kisérletsorozatban 14 minta késziilt, amelyeket a jeges vizbdl kivéve 7 ora
szobahdmérsekletli tarolast kovetden fél oranként tettiik fixaloba és kezdtiik el a festési
protokollt. fgy vizsgalva, hogy a merisztémasejteknek mennyi id6re van sziikségiik, mig
elindul benniik a sejtosztodasi ciklus. A vizsgalat alapjan arra jutottunk, hogy a 7-9 o6ras
1d6szak kozott kell keresniink az optimalis szinkronizalasi idot. A masodik sorozatban ebben

a 7-9 oras szakaszban 15 perces intervallumban végeztiik el a festési eljarast. A 8:45ésa 9
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ords mintdkban jelentdsen megndvekedett az osztodasi fazisban 1évd sejtek szama,
egyszoval kimondhatjuk, hogy a szinkronizalasi id6 ebben az intervallumban taldlhato.
Ennek eredményeképp sikertilt talalnunk egy sejtet, melyben a kromoszomak pontosabban

felismerhetdek (20., 21. abra).

20. abra: Szinkronizalt minta tObb metafazisban 1€v0 sejttel és kdzépen a szamolasra
alkalmas allapotban 1év6 sejt (40X nagyitas)

21. abra: A kromoszdémakrol késziilt legjobb mindségii kép (100X nagyitas)
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Probalkoztunk konfokalis mikroszkoppal is felvételt rogziteni, azonban a kép
homalyos lett, nem valtotta be a hozza flizott reményeket. A latszat ellenére a minta pontos,
minden kétséget kizard kromoszémaszam meghatdrozasra nem alkalmas, de egy stabil
alapot biztosit a tovabbi vizsgalatokhoz. A kromoszomak nem egyértelmiien elhatarolhatok
egymastol, atfedésben lehetnek. Az, hogy bizonyitd erejii kromoszoémaszam meghatarozast
lehetdvé tevo technika fejlesztése meghaladta volna a diplomamunka technikai kereteit és

idokorlatjat.
5.3 PCR vizsgalatok eredménye

Bra-OR primerpar

A Bra-OR primerpar a kinai kel narancssarga mutans CRTISO1 gén jelenlétében ad
terméket, amelyet kb. 480 bp méretiinek varunk. A normal kinai kel esetében nem varhato
amplikon, hasonloképpen a B. oleracea mintdkban sem kapunk terméket. A vizsgalt két
042-es ¢és két O44-es novényekben, valamint az F1 hibridekben megkaptuk a vart PCR
terméket, aminek a hossza szemmel lathatdoan nem egyezik. Ennek okai lehetnek a 3%-os
gél, illetve a futasi koriilmények. A vizsgalt 042 és 044 novényekrdl megallapithatd, hogy
tartalmazzdk a gazdasagilag jelentds narancssarga szinért felelds gént, igy a tovabbiakban a

nemesitési alapanyagként alkalmazhatoak (22. abra).

22. abra: 3%-os agarozgél EtBr-al festve, Bra-OR primerpar Touchdown 70 °C
mintasorrend:1 042 02.22.,2 042 03. 17.,3 044 03. 24.,4 044 04. 12., 5 F2-3, 6 F2-2., 7
narancssarga Kinai kel, 8 kaposzta, 9 non templat. MM: GeneRuler™ 100+ bp DNA
Ladder.

35



Bol-CRTISO1 primerpar

A Bol-CRTISOI1 primerpar hasznélatakor a B. oleracea faj genomjara jellemzd
karotinoid izomerdz gén jelenlétekor tapasztalhatunk egy 197 bp méretli fragmentumot.
Ennél a primernél a B. rapa mintdkban nem varunk PCR terméket. Az eredmények az
elvarasaink szerint alakultak. Mind a regeneralt novények, mind az F1 hibridek esetén
szaporodott fel fragmentum jelezvén, hogy a novények tartalmazzak a B. oleracea genomot
(23. abra). A narancs Kinai kel negativ kontroll esetén nem szaporodott fel DNS szakasz.
Az 044 mintak esetén intenzivebb fragmentum jelenléte a DNS koncentracié vagy az

izolatum tisztasdgara vezethetd vissza.

23. abra’' 3%-os agarozgél EtBr-al festve, Bol CRTISO1 primerpar Touchdown 70 °C
mintasorrend:1 042 02.22.,2 042 03. 17.,3 044 03. 24.,4 044 04. 12,5 F1-1, 6 F1-2., 7
narancssarga Kinai kel, 8 kaposzta, 9 non templat. MM: GeneRuler™ 100+ bp DNA
Ladder

COS primerparok

A COS primerparok haszndlatakor az A és a C genom kromoszdémainak jelenlétekor
kiilonbozd fragmentum méretek amplifikalédnak. Ezek segitségével bizonyithatd a novény
hibrid mivolta. Minél tobb primert hasznalunk, annal pontosabban meghatarozhato, hogy a
regeneralt novényeink és az ismeretlen eredetli Bridge novények milyen genomosszetétellel

rendelkeznek. A COS242 primerpar el6zdlegesen sikeresen tesztelve lett (Pongracz 2021),
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a kovetkezdkben ujabb primerparokat vontunk be, hogy beépithetdek-e a nemesités tovabbi

1épéseibe.

A COSO015 primerpar az elvarasoknak megfeleléen kiilonb6z6 méretii
fragmentumokat amplifikalt a B. rapa (AA) és a B. oleracea (CC) kontroll mintdk esetén. A
gélkép alapjan megallapithatd, hogy mind az 042, 044 novények, mind az F1 novények
mindkét faj genomjéra jellemzo fragmenthosszt produkaltak (24 A. édbra). Célunk, hogy a B.
rapa kromoszomai eliminalodjanak a késobbi visszakeresztezések soran, a mutaciot hordozéd
kromoszéma régid viszont interkaldlédjon (pl. transzlokacidoval) a B. oleracea
kromoszdémainak valamelyikébe. Ez jelen allapotban még nem tortént meg. Megfigyelhetd
a novényeink mintdiban egy hosszabb halvany fragmentum, ami a nem specifikus

primertapadas eredménye lehet.

A COS264 primerpar is az elvart eredményt hozta, a ndvényeink tartalmazzak

mindkét kromoszomat (24 B. abra). A primerpar alkalmas tovabbi vizsgalatokra.

A COS 420 primerpar érdekes eredményeket hozott (20 C. ara). Az O42 02.22. és az
044 novények mar csak a C kromoszomara jellemzd fragmentumot mutatjak, amelyre a
primerpar tapad, az 042 03. 17.-nél még megjelent az AA genom specifikus fragmentum is.
Az F1 hibrid novények mindkét fragmenthosszt amplifikaltdk bizonyitva a primerpar

megfeleld mikodését.

A COS424 primerpar esetén az eredményeket nem tudjuk értékelni, mert az F1 esetén
nem a vart eredményt, azaz a két fragmentumot kaptuk. A regeneralt ndvények és az F1-2
csak a B. oleracea (CC) genom specifikus (rovidebb) fragmentet amplifikaltak, azonban az
F1-1-nél nem szaporodott fel egyik genomra specifikus fragmentum sem (20 D. ébra). A
kontroll mintdk ¢és a regeneralt ndvényekben felszaporodott fragmentumok kiilonbozo

hosszusaguak, ennek kovetkeztében az eredményt nem tekintettiik valosnak.
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7

24. abra’ 3%-os agar6zgél EtBr-al festve, COS015 (A), COS264 (B), COS420 (C), COS424
(D). Touchdown protokoll, mintasorrend:1 042 02.22.,2 042 03. 17.,3 044 03. 24., 4
044 04. 12., 5 F1-1, 6 F1-2., 7 narancssarga Kinai kel, 8 kaposzta, 9 non templat. MM.:

GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

Munkénk célja az volt, hogy a tavoli keresztezésekbdl (B. oleracea x B. rapa)
szarmazd becOkbdl sikeresen hajtsunk végre embridk- illetve éretlen magkezdemények
mentését és felneveljiilk a novényeket. Arra jutottunk, hogy 14 DAP-nal korabban nem
érdemes elvégezni az embridmentést, mert a magkezdemények ilyenkor még nem elég
fejlettek, legtobbjiik nem csirazik. A 14 DAP utdn mentett ndvényekben fejlodod
magkezdemények gombdlytek, turgidak, taptalajra helyezés utan napok alatt bebarnulnak
¢s nagy aranyban csiraznak. Az altalunk hasznalt szildard Embryo-rescue taptalaj kivaldan
alkalmasnak bizonyult, a tovabbi munkéhoz a hasznalatat javasolni tudom. Az ezt megel6z6
kisérletekhez képest 0jitas volt, hogy taptalajt cseréltiink két hét elteltével, ezzel biztositva,
hogy a magkezdemények mindig elegendd tdpanyaghoz, emellett megfeleld6 hormon
aranyhoz ¢és koncentracidhoz jussanak. A magkezdemények szaménak rogzitésével
elemezni lehet a mddszer sikerességét, tovabba a taptalaj csere novényregeneralddasra valo
hatasat. Erdemes lehet a késObbickben a keresztezés idépontja és a csirdzashoz sziikséges
1d6 kozotti Osszefliggés vizsgalatat is elvégezni. Ehhez azonban tobb sikeresen regeneralt
novényre van sziikség, hogy az eredmény statisztikailag értékelhetd legyen. Az
ontermékenyitésbdl  szarmazd becdk  kontrollként alkalmazhatéak a taptalaj
kompatibilitasdnak tesztelésére, azonfeliil kivaloan alkalmasak a preparalds modszerének
megtanuldsahoz, gyakorldsdhoz, hogy a keresztezésbol szarmazd fontos becok esetlében a
magkezdeményeket azok megsértése nélkiil, minél jobb aranyban sikeriiljon menteni. Annak
érdekében, hogy az esetleges befertézddések alkalmaval a lehetd legkevesebb ndovényt
veszitsiik el, érdemes a taptalajokat minél kisebb méretli Petri csészébe kionteni. A
munkaigény megndvekedését kompenzalja a kisebb veszteség mellett az is, hogy igy
kevesebb taptalaj hulladék keletkezik, igy novelve munkank fenntarthatosagat és csokkentve

a kornyezet terhelését.

A novények sikeres felnevelése mellett 1étfontossaghi feladat a kromoszomaszam
meghatdrozas annak érdekében, hogy definidlhatdé legyen a sejtek kariotipusa. Ezaltal
hatdrozhatdé meg a ndvény tovabbi nemesitésben vald hasznossiaga. Munkank soran
sikeresen adaptaltunk protokollt a kaposztafélék gyokércsucs merisztémajanak festésére a
kromoszomak vizsgélatahoz. A festéshez alkalmazott technika mellett, fél orés
iddintervallumra sziikitettiik le a szinkronizalashoz sziikséges id6t. Tovabbi vizsgalatokban

érdemes a szinkron id6t Bridge ndvényekkel széleskoriibben kiprébalni, mert a kevert
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kromoszoémakészlet méretbeli kiilonbségei miatt a sejtciklusok hossza valtozhat. Erdemes
lenne fejlettebb, komplikaltabb, de jobb eredményt produkalé modszerekkel (pl.: FISH)
probalkozni, figyelembe véve a monokrom acetokdrmin festési technika korlatait. A
vizsgalathoz sziikséges gyokércsucsok izoldldsa nehézkes feladat, probalkoztunk a
novények vizben tartdsival. Erdemes lenne folyékony tapoldatokkal, vagy egyéb
modszerekkel kisérletezni annak érdekében, hogy minél nagyobb méretli és mennyiségii

gyokércsucsot lehessen vizsgalni.

A PCR vizsgéalatok soran teszteltiik a Bra-Or és BolCRTISO1 primereket melyekkel
a vartnak megfelel6 eredményt kaptuk, a tovabbi vizsgalatokban alkalmazésat javaslom. A
sarga kinai kelben felszaporodé halvany fragmentumot a Bra-OR primerpar esetén érdemes
lehet szekvenalni annak érdekében, hogy kideriiljon mi a felelés a fragmentum
megjelenéséért. A COS primerparok segitségével érdemes tovabb vizsgalni a ndvények
genomosszetételét, tovabba még tobb primerpart bevonni a kisérletbe annak érdekében,
hogy pontosabb képet kaphassunk a ndvényekrdl. A primerek helyzetének meghatarozéasa a

genomban, kromoszémara lokalizalasa érdekes kutatési cél lehet.
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6. Osszefoglalas

A PB-karotin szervezetiink szaméra nélkiilozhetetlen molekula, aminek
egészségmegdrzd szerepe bizonyitott a sziv- €s érrendszeri betegségek megeldzésében, a
nyalkahartya egészségének fenntartasdban, a normal l4tds biztositdsdban, rendszeres
fogyasztasa csokkentheti a rak kialakuldsat. Ezért a magas karotintartalmu zoldségek
fogyasztasa az egészség megorzésének szempontjabol indokolt. A karfiolban bekovetkezett
spontan mutacio kovetkeztében 1étrejott egy narancssarga valtozat, mely magas karotinoid
tartalommal rendelkezik. Keresztezésekkel a gén introgresszaldsa a fejes kaposztiba
kézenfekvd megoldasnak tlint, de a névények nagyrészt a torzsaban halmoztak fel karotint,
a levelekben csak kisebb mértékben. A narancs kinai kelben talalhato mutans CRTISO1 gén
alkalmas lehet az introgresszalasra, mert a belso levelekben halmoz fel karotin, a torzsdban

nem.

A keresztezéseket kovetden az 042, 044 ¢és O2 self-bdl szarmazd becokkel végeztiik
az embriomentést. Tapasztalataink szerint a 14 DAP (days after pollination) vagy annal
késobb elvégzett embridmentések voltak sikeresek. Az ennél rovidebb id6 utan elvégzett
mentésekbdl szarmazod éretlen magkezdemények nagyon kis aranyban csirdztak ki. Az
ontermékenyitésbdl szarmazd kontroll ndvények nagy aranyban csirdztak bizonyitva, hogy
az ER taptalaj megfeleléen mitkodik ezen hibrideknél. Osszesen 22 ndvényt regeneraltunk,
melyek mar a korai fenofazisban rendkiviil diverz kiillemmel birtak. A ndvényekbdl DNS
izolalhatd, amivel a molekularis vizsgalatokat tudjuk végezni. Kiiiltetve a kovetkezd évi
keresztezések alapanyaga valhat bel6liik, amennyiben tartalmazzdk a szamunka fontos
narancssarga szinért felelds gént. Amennyiben igen, a visszakeresztezések folytathatoak a

Bridge novényekkel vagy fejeskaposztaval.

A ndvények kariotipusanak meghatarozasa elengedhetetlen annak érdekében, hogy
kovetkeztetéseket tehessiink arra vonatkozodan, hogy milyen tipusii genomot tartalmaznak.
Ennek érdekében kromoszoémafestési eljarast dolgoztunk ki. A megfeleld festési technika
mellett, a szinkronizalas is Iétfontossagu. A kisérlet soran sikeresen meghataroztuk a
szinkronizalashoz szlikséges i1ddt, igy a tovabbiakban a mikroszkdpos vizsgalathoz
megfeleld mennyiségii osztodasban 1évo sejtet tudunk biztositani. Sikeresen azonositottunk
egy sejtet, amelyben a kromoszomak jol lathatéak voltak, azonban egyértemiien nem volt
meghatdrozhatd a kromoszoémaszam, mert nem kizarhatd, hogy a képen lathato

kromoszomak egy része atfedésben van. A tovabbiakban érdemes lenne egy¢b (pl.: FISH),
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kariotipizalasra alkalmas modszereket kirpobdlni. A vizsgéalathoz  sziikséges
gyoOkércsticsokat in vitro O5-6s ndvény tenyészetekbdl kivett €s vizben nevelt novényekbol
nyertilk. A tovéabbiakban a konnyebb, egyszerlibb munka €s a nagyobb mennyiségl
merisztémaszovet érdekében, érdemes lenne mas modszereket fejleszteni a gyokércsucsok

szamanak és méretének ndoveléséhez.

PCR vizsgalatokat végeztiink a regeneralt novényeken annak érdekében, hogy
eldonthessiik roluk, hogy részt vehetnek-e a nemesités tovabbi 1épéseiben. A reakciod soran
042 02.22., 042 03. 17., 044 03. 24., 044 04. 12., regeneralt ndvényeket vizsgaltunk.
Kontrollként narancssarga kinai kel és kaposzta mellett, F1-1, F1-2., hibrid mintak
szolgaltak. Bra-Or primerpar segitségével vizsgaltuk, hogy a ndvényiink tartalmazza-e¢ a
keresztezések soran introgresszalni kivant narancssarga gént. BolCRTISO1 primert
hasznaltunk, ezzel a B. oleracea CRTISO1 génjének jelenlétét lehet ellendrizni. A Bra-Or
¢s BolCRTISO1 markerek segitségével sikeresen bizoyitottuk a gazdasagilag fontos gén
jelenlétét a négy regeneralt ndvényekben ¢s a kontroll F1 hibridekben. A BolCRTISO1
primerpar segitségével sikeresen bizonyitottuk, hogy a novényeinkben a mutans CRTISOI1
gén heterozigota formaban van jelen. Tovabba Conserved Ortholog Set (COS) markerekkel
elemeztiik a felnevelt novények genomosszetételét. A COS primerek koziil egy kivételével
minden esetben az elvartaknak megfeleléen megfigyelhetd volt a hibrideknél az A és C

genom specifikus fragmentum.
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9. Mellékletek

1. szamu melléklet: 1. tablazat. A szilard embridregenerald taptalaj komponensei

Komponensek Osszegképlet/név Mennyiség(mg/1)
Makroelemek (NHa4)2 SO4 134
KNO3 3000
NaH:PO4 - 2H>0 150
MgSO4 - TH20 500
CaCl, ' 2H>O 750
Mezoelemek FeSO4 -7 H,O 27,8
Na-EDTA 37,3
Mikroelemek H3;BO3 3
MnSO4 - 4H20 10
ZnSO4 - TH2O 2
Na;MoOs " 2 H>0 0,25
CuSO4 - SH,0O 0,025
CoCl2- 6H.0 0,025
Vitaminok tiamin HCI 10
piridoxin HC1 1
nikotinsav HCI 1
myo-inozitol 100
Aminosavak glutamin 800
szerin 100
Fitohormonok 6-BAP 0,2
IAA 0,2
Cukor 20g
Agar 8g

pH 5,8




2. szamu melléklet: 2. tablzat. A szilard MS taptalaj komponensei

Komponensek Osszegképlet/név Mennyiség (mg/1)
Makroelemek NH4NO3 1650
KNO3 1900
NaH2PO4 . 2H20 150
MgS04 . 7TH20 370
CaCl2 . 2H20 440
KH2PO4 170
Mezoelemek FeSO4 .7 H20 27,8
Na-EDTA 37,3
Mikroelemek H3BO3 3
MnSO4 . 4H20 223
ZnS0O4 . TH20 8,6
Na2MoO4 . 2 H20 0,25
CuSO4 . 5H20 0,025
CoCl2 . 6H20 0,025
KI 0,83
Vitaminok tiamin HCl 1
piridoxin HCI 0,5
nikotinsav HC1 0,5
myo-inozitol 100
Aminosavak glicin 2
Cukor 30g
Agar 8g
pH 5,8
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3. szamu melléklet: 3. tablazat. Elvégzett keresztezések adatai

Keresztezés Keresztezés ANYA plot APA plot
datuma sorszdma
2021.11.24 021 Fl1 21W0248.1
020 Fl1 21W0258.1
2021.12.01 023 Fl1 21W0331.1
028 Fl1 21W0231.1
023 F1 21W0331.1
2021.12.08
028 F1 21W0231.1
2021.12.15 031 F1 21W0061.2
2022.02.08 039 Fl Bridgel
040 F1 Bridge2
039 F1 Bridgel
2022.02.15 040 Fl1 Bridge2
042 02 Bridgel
039 F1 Bridgel
2022.02.22 040 Fl1 Bridge2
042 02 Bridgel
039 F1 Bridgel
2022.03.01 040 F1 Bridge2
042 02 Bridgel
039 F1 Bridgel
2022.03.08 040 F1 Bridge2
042 02 Bridgel
040 F1 Bridge2
2022.03.17 041 Fl1 Bridge3
042 02 Bridgel
2022.03.22 042 02 Bridgel
043 02 Bridge2
2022.03.24 044 02 Bridge3
045 05(05.04) Bridgel
040 F1 Bridge2
043 02 Bridge2
2022.03.29 :
044 02 Bridge3
045 05(05.04) Bridgel
040 F1 Bridge2
2022.04.05 :
041 F1 Bridge3
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4. sz. fiiggelék — Hallgatoi és konzulensi nyilatkozat minta

NYILATKOZAT
5 : A Al meS .
Alulirott J{\UCL MILOS ALNOS , a Magyar Agrar- ¢és Elettudomanyi Egye-
tem, SXEMT ISTvap ‘ Campus,
MELCGALDASAG) [SloTECHUAOGUD szak nappali/levelez6* tagozat vég-

z6s hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam. melynek elkészitése soran a fel-
hasznalt irodalmat korrekt modon, a jogi ¢s etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzaja-
rulok ahhoz, hogy Zarodolgozatom/Szakdolgozatom/Diplomadolgozatom ecgyoldalas 6ssze-
foglaloja felkeriiljon az Egyetem honlapjara és hogy a digitalis verzioban (pdf formatumban)
leadott dolgozatom elérheto legyen a témat vezetdé Tanszéken/Intézetben, illetve az Egyetem
kézponti nyilvantartasdban. a jogi és etikai szabalyok teljes kort betartasa mellett.

A dolgozat adllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem*
Kelt: 20775 &V pwAa \D h6 23. nap

N

)

o 11
/ cuane e ‘\’\L(_U’}

Hallgato
NYILATKOZAT

A dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy a Zarodolgoza-
tot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt
kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairol tajékoztattam.

A Zarédolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zarovizsgan t6rténd védésre javaslom /
nem javaslom*.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem*

Kelt: 293 év_MAajus ho ©*  nap

Belso konzulens
*Kérjiik a megfelelot alahtzni!
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Pance Mikl6s Almos

Mezdgazdasagi biotechnologus mesterszak, novénybiotechnologia specializacio
Genetika és Biotechnoldgia Intézet, Genetika és Genomika Tanszék

Dr. Toth-Lencsés Andrea Kitti, egyetemi adjunktus, Genetika €s Biotechnologia Intézet,
Genetika és Genomika Tanszék

Dr. Galli Zsolt, Czinege Dora, ndvénynemesitd, Syngenta Kft.

A B-karotin szervezetiink szdmara nélkiilozhetetlen molekula, aminek egészségmegdrzo
szerepe széles korben bizonyitott, rendszeres fogyasztasa csokkentheti a rdk kialakulasat. A
narancs kinai kelben talalhato mutdns CRTISO1 gén alkalmas lehet az introgresszalasra
kaposztafélékbe, mert a belsd levelekben halmoz fel karotint.

A keresztezéseket kovetden az 042, 044 és O2 self-bdl szarmazd becokkel végeztiik az
embriomentést. Tapasztalataink szerint a 14 DAP (days after pollination — beporzas utani napok
szama), vagy annal késébb elvégzett embriomentések voltak sikeresek. Osszesen 22 novényt
regeneraltunk, amelyek mar a korai fenofazisban rendkiviil diverz kiillemmel birtak. Kiiiltetve
a kovetkez0 évi keresztezések alapanyaga valhat beldlilk, amennyiben tartalmazzak a
szamunkra fontos narancssarga szinért felelds gént.

A novények kariotipusanak vizgsalata elengedhetelen annak érdekében, hogy meg
tudjuk hatarozni, hogy milyen tipusu genomot tartalmaz. Ennek érdekében kromoszdémafestési
eljarast dolgoztunk ki. A kisérlet soran meghataroztunk a szinkronizalashoz sziikséges 1dot.
Sikeresen azonositottunk egy sejtet, amelyben a kromoszémak jol lathatéak voltak, azonban
egyértemiien nem volt meghatdrozhat6 a kromoszomaszam. A tovabbiakban érdemes lenne
egy¢b (pl.: FISH), kariotipizalasra alkalmas médszereket kirpobalni.

PCR vizsgélatokat végeztiink a regenerdlt ndovényeken annak érdekében, hogy
eldonthessiik roluk, hogy részt vehetnek-e a nemesités tovabbi 1épéseiben. A reakciok soran
042 02.22.,042 03. 17.,044 03. 24. és 044 04. 12. regeneralt ndvényeket vizsgaltunk. A Bra-
Or ¢és BolCRTISO1 markerek segitségével sikeresen bizonyitottuk a gazdasagilag fontos gén
jelenlétét a regeneralt névényekben. Ennek a két primerparnak az egyiittes elemzése lehetoveé
teszi, hogy kodomindns markerként hasznéaljuk a gén jelenlétének kimutatasara. A COS
markerek az A és C genom jelenlétében kiilonbozé méretli fragmentum felszaporodasaval jelzik
a ndvény genomosszetételét. A vizsgalat sordn sikeresen alkalmaztuk a COS015, COS264 ¢és

COS420 markereket, annak megallapitasara, hogy A vagy C genommal rendelkeznek.
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