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1. Bevezetés és célkitiizés

Az elmult években az élelmiszerek az alapvetd funkcidjukon tul, egyre inkabb a
»funkcionalis élelmiszerek™ statuszat veszik fel. Az ilyen, tgynevezett ,super food”-ok a
taplalkozasi sziikségletek kielégitése mellett szamos ¢lettani elénnyel jarhatnak, példaul
hozzajarulhatnak bizonyos betegségek megel6zéséhez. llyen funkcionalis élelmiszer lehet
példaul a paprika (Capsicum spp.) is, melyet a vilagon mindenhol termesztenek. Hazankban is
nagyon fontos természetes élelmiszer-szinezékként, fliszerként, valamint frissen fogyasztva is
nagy népszeriiségnek orvend. Magas tapértékkel rendelkezik, és a C-vitamin, a karotinoidok, a
fenolos vegyiiletek ¢€s mas fitokemikalidk kivaldé forrasaként tartjdk szamon, amelyek
antioxidans tulajdonsagaik révén megkdtik a szabad gyokoket. Ha ezeket az egyébként is
kedvez6 adottsagait a paprikanak kiegészitjiik az antocianok jotékony hatasaival is, akkor a
paprika mindenképp ,,super food”-nak tekinthet6. Igy a dolgozatomban elvégzett vizsgalatok
alapjat két Capsicum annuum fajta keresztezése szolgalta, anyai partner a ’Kaldom” az apai

partner pedig az extrém lila *Black Pearl’ fajta volt.

A ’Kaldom’ egy fliszer tipusu, nem lilul6 termésii paprika, mig a *Black Pearl” a LINE-

1 retrotranszpozon inszercid miatt, minden szévetében lilul.
Célunk, hogy:

e a keresztezéssel létrehozott F1 €s F2 generdciokban vizsgalhassuk az extrém
mértékil antocidnosodas egyik kivaltd okat, a LINE-1 retrotranszpozon inszerciot;

e cgy hasadd populacio 1étrehozasaval vizsgalhassuk a LINE-1 6roklésmenetét

e a fenotipusos felvételezésekbdl megallapitsuk, hogy az inszercid melyik
szovetekben fejti ki hatdsat;

e génexpresszids €és analitikai vizsgalatokkal vizsgaljuk, hogy a LINE-1 hogyan

befolyasolja a beltartalmi mutatdkat és a génexpresszids mintazatot.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A paprika, mint novény

A paprika ismeretlen volt Europaban, Azsiaban és Afrikaban, amig Kolumbusz fel nem
fedezte az amerikai kontinenst. Az 6 érdeme, hogy a 15. szazad végén behoztak a paprikat
Europaba. Késébb a mediterran orszagokba, majd Afrikaba, Indidba és Kindba is nétt a
népszeriisége. Az étkezési szokasokba is gyorsan beépiilt (Boshland & Votava, 1999).
A C. annuum volt a legsikeresebb ebben a hoditasban, valoszinlileg azért, mert ez érkezett
Eurdépaba elséként (Gonzalez-Perez et al., 2014). A paprika a (Capsicum) genushoz 20-27 faj
tartozik, ezek koziil domesztikaltak a kovetkezok: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frustescens, és a C. pubescens (Bargavi & Elumalai, 2010). A domesztikalt paprikak koziil a
Capsicum annuum a legfontosabb termesztett faj az északi félgombon, melynek a géncentruma
Mexikoban talalhatd. Terméseik szamos valtozatban el6fordulnak, méretben, szinben és
formaban sokfélék. A faj termésére jellemzd, hogy a hossza 0,6-25,4 cm kozott mozog,

sz¢lessége pedig nagyon keskenytdl akar 10,2 cm széles is lehet (Binod et al., 2011).

A paprika beltartalmat tekintve szamos, az ember szervezetének miikodéséhez
sziikséges tapanyagot tartalmaz, mint példaul emésztheté nyers fehérjék, karotinoidok, egyes
szénhidratok (fruktdz, gliik6z) valamint csekély mennyiségii zsirt is (Lantos, 2018). A vizben
és zsirban oldhato vitaminok koziil a C, E, A, B1, B2, B3, B4, B5, B6 és a B9 vitaminok, mig
az asvanyi anyagok ¢és fémes elemek esetében a kalium, a foszfor, a magnézium, a kalcium, a
natrium, a vas, a cink, a mangén ¢€s a réz vannak jelen minden paprika termésében. Korabbi
kutatasok kimutattak, hogy kiilonb6z6 szinii paprikak estében hogyan valtozik ezek dsszetétele.
Példaul a fekete, lila és fehér paprika alacsonyabb aszkorbinsav mennyiséget tartalmazott, mint
a z01d, sarga, piros, barna vagy narancssarga paprika. Az A-provitamin szintje a sarga fajtak
kivételével a legtobb fajta szinezddésével nott, és a legmagasabb A-provitamin tartalommal a

barna szinti paprika rendelkezett (Simone et al., 1997).

2.2. A paprika szinei, antocianok

A paprika szinét szamos pigment felhalmozodasanak tulajdonitjak, beleértve a
klorofillokat, karotinoidokat, flavonoidokat és betalainokat. Ezek koziil a flavonoidok tovabb
oszthatok kopigmentekre (szintelen) és antocianinokra (szines). A klorofillok a sejt
citoplazmajaban talalhat6é kloroplasztiszokban, a karotinoidok a kromoplasztokban, mig a

flavonoidok ¢és a betalainok a sejtvakudlumokban talélhatok.
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Az éretlen paprika szine a z0ldtdl az elefantcsont arnyalatig valtozik, és az ibolya
kiilonféle tonusaitdl a majdnem feketéig. A z61dtdl az elefantcsontig terjedd éretlen gylimolcs
szinét tobb 16kusz hatarozza meg. Az elefantcsont- vagy kénfehér gylimolcsszint a kénfehér,
SW1 l6kusz befolyasolja. A salata vagy sargas zold szin az SW2 l6kusznak tulajdonithato,
amely dominans az SW1-gyel szemben ¢s recessziv az SW3 altal szabalyozott sotétzold vagy
cédruszold szinnel szemben. Az SW3 lokusz dominans az SW1-hez képest (Stommel, &
Griesbach 2008). Az ibolya-fekete pigmentacidé a paprika szoveteiben az antocianin
felhalmozddasanak tulajdonithatd, amit egy nem teljesen dominans gén, az antocianin (A)
befolyasol. Egy mésodik gén, az A moddositdja (MoA), felerdsiti a lila szint az A 10kusz
jelenlétében (Lightbourn, et al., 2008; Peterson, 1959).

Az antocianinok a flavonoidok csoportjaba tartoznak, amely végsé soron fenilalaninbol
szarmazik, igy vizben oldodnak, a citoszolban szintetizalodnak, ¢és vakuolumokban
lokalizalodnak. A flavonoidok a fenilpropanoidok osztalyaba tartozé masodlagos metabolitok,
szinlik nagyon széles skalan mozog, mely a halvanysargatol a kékig terjed. Kiilonosen az
antocianidinek felelések a pirosas-lilas szinekért, amelyek szamos ndvény viragaban,
levelében, gylimolcsében, magvaiban és egyéb szoveteiben is megtalalhatok (Tanaka et al.,
2008). Az antocianinok a pigmentek koziil az egyik legfontosabbak és legelterjedtebbek a
novényekben. Intenziv szinnel rendelkeznek, felelések a magasabb rendli novények
szirmainak, leveleinek és gyiimoleseinek szinte valamennyi rozsaszin, skarlat, piros, malyva,
lila és kék szinéért. Az antocianinok kémiailag egyetlen aromds szerkezeten, a cianidinon
alapulnak, és mindegyik ebbdl a pigmentbdl szarmazik hidroxilcsoportok hozzaadasaval vagy

kivonasaval, illetve metilezéssel vagy glikozilezéssel (Harborne, 1998).

Az antocianin pigmentek szdmos funkciot latnak el a ndvényekben, ideértve az
ultraibolya és oxidativ stressz elleni védelmet, ndvelik a ndvények vonzerejét a beporzo rovarok
tekintetében, ¢és hozzajarulnak a magvak szétterjedéséhez is. Az antocianinok gazdasagi
megfontolasbdl is érdekesek, hiszen a vasarloi preferencidknak az egészségtudatos taplalkozas
felé valo elmozduléséval, a lila gytimdlcsok és zoldségek piaci érteke egyre novekszik, igy ez
szerepet jatszik abban, hogy a fogyasztok elényben részesitsék az antocianosodo fajtakat,

immar nem csak diszité funkciojuk miatt (Stommel et al., 2009).

Osszesen 19 fajta antocianidin, aglikon vagy antocianin kromofor ismert, de ezek koziil
a hat leglényegesebb: pelargonidin, cianidin, peonidin, delfinidin, petunidin és malvidin.

Szinlik nagymértékben fiigg a B-gyliri hidroxilcsoportjainak szamatol; minél nagyobb a



csoportok szama, annal kékebb a szin. Az antocianinok O-metilezése enyhén pirosit6 hatassal
bir (Tanaka et al., 2008). Fontos megjegyezni, hogy a delfinidin az egyetlen antocianidin,

amelyet eddig paprikaban talaltak (Aza-Gonzalez et al., 2012).

2.3. Lila szin kialakulasanak hattere

Az antocian bioszintézise az altalanos flavonoid bioszintetikus 1t Kkiterjesztése.
Altalaban az antocianinok bioszintézise (cianidin, pelargonidin és delfinidin szarmazékok) a
bioszintetikus folyamat harom f6 Utjan keresztiil zajlik, igy a harom f6 agban részt vevo
strukturalis gének transzkripcids szabalyozasa szdmos novényfajban kiilonb6z6 flavonoid

pigmentek termelddéséhez vezet (1. abra).
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1. abra - Antician bioszintézis Gtvonala (Liu et al, 2018)

A folyamatban részt vevd enzimek kozé tartozik a fenilalanin ammonia-liaz (PAL),
cinnamat 4-hidroxilaz (C4H), 4-kumarat, CoA ligaz (4CL), kalkon szintaz (CHS), kalkon
izomeraz (CHI), flavanon 3-hidroxilaz (F3H), flavonoid 3'5'-hidroxilaz (F3'5'H),
dihidroflavonol-4-reduktaz (DFR), antocianin szintaz (ANS) és UDP-gliikoz, flavonoid 3-
gliikoziltranszferaz (UFGT) (1. abra) (Aza-Gonzalez et al., 2013; Jung et al., 2019). Ezenkiviil



egy antocianin permeaz (ANP) és egy glutation S-transzferdz (GST) is feltételezhetd, hogy részt

vesznek az antocianin megkotésében a vakuolumban (Zhang et al., 2015).

Az 6sszes flavonoid, koztiik az antocianinok szintézisének prekurzorai a malonil-CoA
és a p-kumaroil-CoA. Legalabb harom enzim sziikséges a szintelen dihidroflavonolok
(dihidrokempferol, a dihidrokvercetin (taxifolin) és a dihirdomiricetin) antocianinokka torténd
atalakitasdhoz. Az els6 ilyen enzimatikus atalakulds a dihidroflavonolok flavan-9,4-cisz-
diolokka (leukoantocianidinek) torténd redukalasa dihidroflavonol-4-reduktaz altal. A
kiilonb6z6 leukoantocianidinek tovabbi oxidacidja és glikozilacidja a megfeleld téglavoros
pelargonidin, vords cianidin és kék delfinidin pigmenteket eredményezi. Az antocianidin-3-
gliikkozidok sok fajban tovabb modosithatok glikozilezéssel, metilezéssel és acilezéssel (Holton

& Cornish, 1995).

A lila és zoldpaprika transzkripcids €s metabolom adatait elemezve arra kdvetkeztettek,
hogy az antocianin biologiai metabolizmusa dsszetett, s szamos transzkripcios faktor és enzim
befolyasolja. Két lila és egy zold paprika génexpresszids mintazatat 6sszehasonlitva azt talaltak,
hogy a PAL, C4H, CHI, DFR, ANS, UFGT gének expresszidja magasabb volt a lila mintakban.
A metabolomot vizsgalva, egy vegyiiletet azonositottak, amit csak a lila novényekben sikeriilt
kimutatni, a delfinidin-kloridot (Meng et al., 2022).

Az antocianin bioszintézist szabalyozo6 gének olyan transzkripcids faktorokat kdédolnak,
amelyek pozitiv, vagy negativ iranyban befolyasoljak az antocianok termel6dését. Capsicum
fajok esetében harom transzkripcios faktor csalad vesz részt a bioszintetikus Ut szabalyozasban,
ez az: R2R3-MYB, bHLH-MYC és WD40 transzkripcios faktorok (Ramsay & Glover, 2005;
Tanaka et al., 2008). Ezekebdl a transzkripcios faktorokbol alakul ki az ugynevezett MBW
(MYB-bHLH-WD40) komplex, amely a stuktiirgének promotereihez kapcsolodva szabalyozza
azok atirasat (Stommel et al., 2009). A WD40 transzkripcids faktor a platformot biztositja a
bHLH és MYB transzkripcios faktorok fehérje-fehérje kdlecsonhatas kialakitasanak (Koes et al.,
2005; Ramsay & Glover, 2005). Az R2R3-MYB aktivalja a bHLH fehérjét kodolo génnek
expresszidjat, majd egylittesen szabalyozzak a struktirgének atirasat (Liu et al., 2015). Az
R2R3-MYB transzkripcios faktornak pozitiv hatdsa van az antocidn bioszintetikus Utra, mivel
aktivalja azokat a strukturgéneket amik a szines antocianok termeléséért felelések a termés
korai fejlédési fazisaban (Borovsky et al., 2004). Tovabbi kutatasokban szintén kimutattak,
hogy a MYB transzkripcios faktorok szerepe a legnagyobb. Stommel és munkatarsai leirtak,

hogy a paprika gyiimolcsében az antocianin felhalmozodasaért a MYBa és a MYC (bHLH)



gének egyarant felel6sek. Ezen gének transzkriptumai nagyobb mértékben voltak jelen az
antociant felhalmozo szovetekben, mint a nem pigmentaltakban (Stommel et al., 2009). A
CaMYBa gén csendesitésével levelekben arra mutattak rd, hogy a CaMYBa transzkripcids
faktor elengedhetetlen szerepet jatszik az MBW aktivacios komplexben, igy az antocianin

felhalmozddast, és a MY C-t pozitivan szabalyozhatja (Zhang et al., 2015).

A MYB domén egy koriilbeliil 52 aminosavbol allo régid, mely a DNS-hez szekvencia-
specifikus modon kotédik. A c-MYB-ben ez a domén haromszor ismétlodik (R1, R2 és R3). A
novényekben a MYB fehérjék domindns csaladjanak két ismétlédése van (R2R3 a c-MYB
ismétlédéseihez képest). Ezenkiviil a c-MYB-hez szorosan kapcsolodod, haromszor ismétlodod
MYB-ket azonositottak novényekben, valamint egyre tobb, egyetlen MYB doménnel
rendelkezé MYB fehérjét is (Jin & Martin, 1999).

A MYB transzkripcios faktor csaladnak mas folyamatokban is nélkiilozhetetlen szerepe
van. Ilyen a kiilonb6z6 stresszekre adott valasz, differencialodés és a metabolikus folyamatok
lezajlasa (Ambawat et al., 2013; Du et al., 2009; Kizis et al., 2001). Nem csak a pozitiv,
szabalyozast idézhetik el6, hanem negativan is befolyasolhatjdk az antocian bioszintézist a

bHLH fehérjével konkuralva, erre az R3-MYB-ek képesek (Albert et al., 2014).

2.4. Antocianosodast okozé egyéb tényezok

A paprikdban az antocian felhalmozosast nem csak a gének képesek aktivalni, hanem
szamos kornyezeti tényez0 is. Ezek k6zé tartozik az abiotikus stressz, mint példaul a szarazsag,

a nehéz fémek, az asvanyi anyagok hidnya és a hdmérsékleti stressz.

Példa erre, hogy alacsonyabb hdémérsékletnek kitett paprikdkban megndvekedett
expressziot mutattak a CaMYBa, F3°5 'H, DFR és ANS esetén. A CaMYBa esetében a paprika
szaraban magasabb expresszios szintet detektaltak, miutan UV-B és/vagy alacsony hdmérseklet
kezelést kapott. A CaMYBa expresszidja erdsen indukalodik hat éra UV-B és/vagy 22 ora

hidegkezelés utan, illetve ezek kombinacidjatol (Leon-Chan et al., 2020).

A fény megléte fontos a lila szin kialakuldsahoz. A lila paprika gylimolcsében talalhato
antocianinok 2 hét sotét periodus majd 48 oras fénykezelés utan csak kis mennyiségben
halmozoédtak fel a perikarpiumban, bar az antocianin szintézist befolydsolé gén gyorsan

expresszalodott (Zhou et al., 2022).

A hosszu ideig tartd, nagy intenzitasi fény alatt nevelt paprika levelek magasabb

antocianin pigmentaciot mutattak, mint a gyengébb fényviszonyok kozott nevelt novények. A
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CaMYBa expresszioja magasabb volt alacsony hémérséklet/erds fényviszonyok mellett, és a
hémérséklet nem befolyasolta az alacsony vagy Sok fényen termesztett paprika leveleinek

antocian tartalmat (Lightbourn et al., 2007).

Az antocian tartalom szarazsagnak kitett novényekben fajonként valtozhat, ahogy azt a
paradicsom (Solanum lycopersicum L.), paprika (Capsicum annuum L.) és menta (Mentha
arvensis L.) esetében vizsgaltak. Szarazsagnak kitett novények esetén az antocianinok csak a
mentaban halmozodtak fel, a paprikdban nem valtozott, a paradicsomban pedig csokkent a
mennyiségiik. Giberrellin (GA3) kezelés hatasara az antocianinok szintje nott a paprikaban és
a mentéaban kontroll koriilmények kozott (Abdelkader 2015). Nehéz fémek koziil a kadmium,
réz, 6lom, cink ¢€s vas altal okozott stressz hatasat vizsgaltak, melyben a CaMYB csalad egyes

génjeinek expresszios szintje megnétt (Xie et al., 2022).

A lila szin kialakulést a paprikédban kornyezeti tényezOkon kiviil mutécio is okozhatja.
A retrotranszpozon inszercidja a termés és egyéb szovetek szinvaltozasat indukalhatja. A
retrotranszpozonok beépiilhetnek transzkripciosan aktiv régiokba vagy azok kozelébe, és
mutacidkat okozhatnak a gének megzavarasaval, expresszidjuk megvaltoztatasaval, vagy

genomialis atrendezédésekkel (Kumar & Bennetzen, 1999).

A paprikaval ellentétben a sz6ldben nem funkcidonyeréses mutdciot valt ki a

crer

beépiilésével, gatolta az antocian bioszintézist, ami fehér termést eredményez (Kobayashi et al.,
2004).

A vérnarancs (Citrus sinensis) jellegzetes szinének molekularis alapja a Ruby Myb gén
retrotranszpozon altal kozvetitett transzkripcios aktivalasabol adodik. Az antocianin termelés
hidegfliggdsége a vérnarancsban a retroelem transzkripcié hideg indukciojabol adodik (Butelli

etal., 2012).

A PsMYB10.2 gén csak vords huasu gyiimolesokben expresszalodik, melyet a japan
szilvafélékben tapasztalt talzott expresszid igazolta. Feltételezik, hogy az LTR
retrotranszpozon eldsegitheti a PsSMYB10.2 expresszidjat és aktivalhatja az antocianin

bioszintézis utvonalat (Fiol et al., 2022).

Egy masik kutatas soran antocian termel6 és nem termel0 paprikakat kereszteztek, majd
Fo generaciot vizsgaltak. Ezutdn génexpresszidos mintazat és antocian tartalom alapjan is

értékelték az eredményeket. A paprikdban az R2R3-MYB transzkripcios faktort kodold6 CaAn2



(CaMYBa gén) gén szabalyozza az antocianin bioszintézist. A CaAn2 transzkripciojat a

Ca-nLTR-A inszercidja, egy nem LTR retrotranszpozon aktivalja a CaAn2 szabalyozé

kisérletben a CaMYBa szekvenciajaban kerestek kiilonbséget fehér és lila paprikaban, ahol
Nikko és Peruvian Purple fajtakat kereszteztek. A lila Peruvian Purple paprikaban szekvenalas
soran fedezték fel, hogy egy szekvencia beépiilt a CaMYBa promoter régiodjaba, amely a LINE-

1 retrotraszpozon jellemzé paramétereit mutatta (2. abra) (Ohno et al., 2020).
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2. abra Transzkripcios regulator halozata az antocian bioszintézisnek, fekete haromszog jeloli a

retrotranszpozon beépiilésének helyét (Li et al., 2022)

2.5. Antocian hatasai

A novények szdmdra nélkiilozhetetlen, hogy a kornyezeti tényezdk ellen képesek

legyenek védekezni, karos hatasukat csokkenteni. Az antocian szamos ilyen tulajdonsaggal bir.

Az antocianinok négy feltételezett funkcidjanak legijabb bizonyitékait: (1) fényvédok
¢és antioxidansok, (2) reaktiv oxigénfajtak (ROS) altal kivaltott jelatviteli kaszkaddok kozvetitoi,
(3) kelatképzd szerek fémek és/vagy metalloidok szdmara, és (4) a levelek Oregedésének

késleltetdi, kiillondsen a tapanyaghidnyos ndvényekben.

Az antocianok magas intenzitasu fényben, alacsony homérsékleten, tapanyaghianyban,

valamint sebzési és korokozok altal halmozodnak fel a névényben (Steyn, 2009).
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A reaktiv oxigénfajtak (ROS), példaul az Oze-, a H202 és az «OH" altaldban stressz
kortilmények kozott keletkeznek, és erds oxidalo aktivitast mutatnak. A ROS felhalmozddik a

novényekben a korokozok tamadadsaval szemben, védekezési valaszt adva a ndvényben

(Wojtaszek, 1997).

Az antocianok jelenléte nem csak a ndvényekben fejti ki pozitiv hatasat, hanem az
emberek szamara taplalék/folyadék formajaban a szervezetbe juttatva is hasznos. Az
antocianinban gazdag gylimolcslé DNS-védo és antioxidans hatast mutatott, amely gytimolceslé
fogyasztasa eredményezte a testzsir jelentds csokkenését és a zsirmentes tomeg novekedését.
A szuperoxid-diszmutaz (SOD) aktivitasa szignifikansan megemelkedett antocianinban gazdag

gylimolcslé fogyasztasa utan (Bakuradze et al., 2019).

11



1. A vizsgalatok modszerel

1.1. Novényanyag
A kisérlet elézményeképp a két C. annuum fajtat kereszteztek egymassal. Apaként az
extrém lila, LINE-1 retrotranszpozont hordoz6 ’Black Pearl’ fajtat, anyaként pedig a fiiszer
tipusu ’Kaldom’ fajtat alkalmaztdk (1. tablazat.). Munkédmat az F1 nemzedék vizsgalataval

kezdtem, és az ontermékenyitést kovetden az F» vizsgalataval folytattam.

1. tablazat — Sziilok és fenotipusos adatai

Szerv ’Black Pearl’ ’Kaldom’
Szar Lila Zold
Nodusz Lila Alapvetéen zold, de
lilulhat
Levélnyél Lila Zold
Levéllemez Lila Z6ld
Levélér Lila Zold
Sziromlevél Lila Fehér
Portok Lila Lila
Bibe Sotét lila Fehér
Csészelevél Lila Zold
Gazdasagilag érett termés Lila Zold
Biologiailag érett termés Piros Piros

1.2. Modszer

F1 nemzedeék vizsgalatai
Az F1 nemzedéket két csoportra osztottuk, az egyik csoportot természetes fény alatt
tartottuk, a masik csoportot pedig novényneveld lampa alatt (Osram Floura (2800 Im) +

Sylvania DaylightStar (6500 Im). A fény €s a retrotranszpozon inszercid hatasat mind a

vegetativ, mind a generativ szerveken vizsgaltuk, levelek mellett, a gazdasagilag érett
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termésekrodl és bioldgiailag érett termésekrdl vettiink mintat, mivel a termések szine az érés

elérehaladtaval valtozik.
Analitikai vizsgadlatok
Novenyi kivonatok

A total polifenol tartalom (TPC) és a total monomer antocianin tartalom (TMA) és az
Osszes antioxidans kapacitas (FRAP — Ferric Reducing Ability of Plasma) vizsgalatokhoz a
paprika termést folyékony nitrogénben homogenizaltuk. A kivonast
metanol:desztillaltviz:hangyasav 60:39:1 térfogatszazaléku keverékével végeztiik. A mintakat
4°C -on centrifugaltuk 20 percig, a mérésekhez a feliiliszot hasznaltuk. A total flavonoid
tartalom (TFC) vizsgadlathoz a paprika bogyd maghéjat felszeleteltiik és milliQ vizzel
extrahaltuk 1:10 ardnyban.

Total Polifenol Tartalom - TPC

A total polifenol tartalmat Folin-Ciocalteau reagenssel mértiik (1250 pl folin, 240 pl
metanol:desztillaltviz (80:20), 10 pl feliluszo, 1000 pl natrium-karbonat) A = 760 nm-en
Singleton & Rossi (1965) alapjan, Jenway 6105 UV/Vis spektrofotométerrel. Az abszorbancia
eredményeket mmol galluszsav/1 g friss tomegre szamitva adtuk meg (Singleton & Rossi,
1965).

A méreshez a kovetkez6 reagenseket allitottuk ossze:

50 ml Folin + 500 ml desztillalt viz

e 80:20 metanol:desztillalt viz (MeOH:DV)

e NaxCOs: 37,1 g/ 500 ml desztillalt viz

e 3 mM galluszsav: 0,056 g/ 100 ml desztillalt viz

e 0,3 mM galluszsav: 100 pul 3 mM galluszsav + 900 ul MeOH:DV

A méréshez a kovetkezo kalibracids sort allitottuk 6ssze (2. tablazat).
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2. tablazat - TPC méréséhez kalibracids sor Osszeallitasa

Kalibracio  Folin (ul) MeOH:DV (ul) Galluszsav (ul) Na2Cos (ul)
Vakl 1250 250 0 1000
Vak?2 1250 250 0 1000
3 1250 200 50 1000
4 1250 150 100 1000
5 1250 100 150 1000
6 1250 50 200 1000
7 1250 0 250 1000

Az oldatokat 50 fokra beallitott vizfiirdobe helyeztiik 5 percre.

A kalibrécios sort kovetden a mintakat a kdvetkezOk szerint készitettiik:
1250 pl Folin + 240 ul MeOH:DV + 10 pl minta + 1000 pl Na2COsa.
Osszes Antioxidans kapacitds - FRAP

Az antioxidans kapacitast, FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) modszerrel
hataroztuk meg Benzie és Strain (1996) alapjan (A=593 nm) Jenway 6105 UV/Vis
spektrofotométerrel. Az antioxidans aktivitast az aszkorbinsav standard kalibracids gorbéje
alapjan szamitottuk ki. Az eredményeket mmol aszkorbinsav egyenérték/1 g friss tdmegre

vonatkoztatva adtuk meg (Benzie & Strain, 1996).

Total Flavonoid Tartalom - TFC

A total flavonoid tartalmat aluminium-klorid kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg
Adefegha és Oboh, (2011) alapjan, 0,5 ml feliiluszohoz 1,5 ml 95% -os etanol, 0,1 ml 10% -os
aluminium-kloridot, 0,1 ml kalium-acetatot és 2,8 ml desztillaltvizet adtunk (Adefegha &
Oboh, 2011). Az abszorbanciat A = 415 nm -en mértiik Jenway 6105 UV/Vis
spektrofotométerrel. A flavonoid tartalmat a kvercetin standard kalibracios gorbéje alapjan
szamitottuk ki. Az eredményeket mg kvercetin egyenértékben fejeztiik ki 1 g friss tomegre

szamitva.
Total Monomer Antocianin Tartalom - TMA

A totdl monomer antocianin tartalom mérést Giusti és Wrolstad, (1996) altal leirtak
szerint végeztiik (Giusti & Wrolstad, 1996). A 250 ul mintdhoz 2 ml kalium-hidroxid (pH 1,0)
¢és natrium-acetat (pH 4,5) puffereket mértiink. 15 perc elteltével az abszorbanciat Jenway 6105
UV/Vis spektrofotométerrel mértiik A = 520 nm és A = 700 nm hulldmhosszon. Az

eredményeket pg cianidin-3-gliikozid/1 g friss tomegre adtuk meg.
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A kovetkezd formulat hasznaltuk az eredmények értékeléséhez:

A XMW xDf x 103
exl

TMA (cianidin — 3 — gliikozid mg/L) =

Ahol A=(A520— A700)pH 1.0 — (A520 — A700)pH 4.5, MW = 449.2 g/mol cianidin-3-
gliikozid, Df = higités, € = 26,900 extinkcioés koefficiense a cianidin-3-gliikozidnak.

Genotipizalas
DNS izolalas

A sziil6i és F1 vonalak esetén genomi DNS-t a levélmintakbdol E.Z.N.A.® HP Plant
DNA Mini Kit protokoll szerint izoldltuk. A nukleinsav mennyiségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel ellendriztiik. Az izolalt DNS-eket 20 ng/ul koncentraciora higitottuk a
PCR-hez. A PCR-eket Bio-Rad késziilékben végeztikk, ThermoScientific™ DreamTaq

polimeraz felhasznalasaval a gyartoi protokoll alapjan. A primereket az 4. tablazat tartalmazza.
Génexpresszio vizsgalata

RNS izolalashoz a OMEGA E.Z.N.A.® Plant RNA kitet, az RNS visszairdsdhoz pedig
Thermo Scientific™ RevertAid First Strand cDNA Synthesis kitet és oligo-dT primert
hasznaltunk a gyartd ajanlasai alapjan. A qPCR-t Stratagene késziilékben, Thermo Scientific™
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix-el, valamint a 4. tablazatban feltiintetett primerek

felhasznalasaval végeztiik.
Az F2 nemzedék vizsgalatai
Fenotipizalas

A 198 darab F. paprika fenotipusos adatainak felvételezése 2 hetente tortént. Az adatok
rogzitését a vegetativ szervek koziil a nddusz, szar, lomblevél, levélér, levélnyél, a generativ
részek koziil pedig, a csészelevél, sziromlevél, portok, bibe, €s termés szin tekintetében egy

négy foku skalan végeztiik (3. tablazat).
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3. tablazat - Fenotipizalas — 4 foka antocianossagi mutatd a levél (A),

levélér (B), sziromlevél (C) és termés (D) példajan

A

1 2 3 4 1 2 3 4
Ao gh‘? C ¢ A A D
= ¥
R 278 N Y ®
Genotipizalas

A 198 Fz-es novény koziil 103 ndvénybdl vontunk ki DNS-t, amihez a Macherey-
Nagel™ Nucleospin™ Plant Il Kit-et hasznaltuk a gyart6i ajanlas szerint. Az izolalt DNS-eket
20 ng/ul koncentraciora higitottuk a PCR-hez. A PCR-eket Bio-Rad késziilékben végeztiik,
ThermoScientific™ DreamTaq polimeraz, vagy Promega GoTaq® Long PCR Master Mix

felhasznalasaval a gyartoi protokollok alapjan. A primereket a 4. tablazat tartalmazza.
Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai értékeléséhez (atlag és szoras, normalits vizsgalat, ANOVA)
SPSS 25 programot hasznaltunk, 95%-0s megbizhatosagi szintet (P-érték < 0,05) tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. A QPCR-t ddCT modszerrel értékeltiik, a hotérképeket pedig a
TBtools programmal készitettiik el (Chen et al., 2020).

4. tablazat — A vizsgalatokhoz hasznalt primerek, szekvenciaik, tapadasi hdmérsékletiik, és
alkalmazasuk médja

i - Ta Alkalmazas
Primer Szekvencia 5°-3° C) médja
(F:SV“QYBaL'NE'l GCAAAGAGCAAGGGACACAGCTC
Retrotranszpozon

(F:SV'\;YBaL'NE'l GACGCGAATTACGGCAGAGGATTAG O kimutatdsa
CaMYBaLINE-1IR CGGTGTCTTGTGGATCGGACATCC
ACT — FW GGACTCCGGTGATGGTGT o Genexpresszios
ACT —-R GTCCCTGACAATTTCTCGCTCAG vizsgalatok
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Cal0g11650 - FW
Cal0g11650 - R

TGGCTGCAGTTGGGATCTTT
TCCCAACCATCACTTTGTCCT

61

Cal0g11690 -FW TACTCGCCTTCTGAGGAAGGTA

Cal0gl1690 R  TGGTACTTGAGAAGTTCCGAGG o1

Cal0gll710 —Fw GACAGCGAGCGATGTGAAAA oL

Cal0gll710-R  GGCACTTGAGAAGTTCTGTGG

TTGL - FW TGGGGAAACTACACAAGCTCA o

TTG1-R TCCACTCGAAAGAGGGGACA

CHS - FW AGGAGGTTCGAAGGGAACAA o

CHS —R CCATCACCAAAGAGTGCTTG

ANS — FW ACCAGAACTAGCACTTGGCG oL

ANS - R ACCAGAACTAGCACTTGGCG

DFR — FW CTAACACAGGGAAGAGGCTGGTTT

DFR- R AATCGCTCCAGCTGGTCTCATCAT

F2 nemzedeék vizsgalataihoz hasznalt primerek

(F:\";‘V'\QYBaL'NE'l GCAAAGAGCAAGGGACACAGCTC i

etrotranSZpOZOH

ESV'\;YBaL'NE'l GACGCGAATTACGGCAGAGGATTAG 0 kimutatasa

CaMYBaLINE-IR CGGTGTCTTGTGGATCGGACATCC

(Fzsv'\fYBa"'NE'l GCAAAGAGCAAGGGACACAGCTC ) Long PCR -
retrotranszpozon

ti"l"j';l\;BaL'NE'l AGTTAGGTTCAAATTGAGGTGTCC kimutatésa

EPMS-924 f GCCGTCGTCAGAAAAGGTAG

EPMS-024 r TGCATTTCTGTCAGAGGCTG

EPMS-418 F ATCTTCTTCTCATTTCTCCCTTC

EPMS-418 R TGCTCAGCATTAACGACGTC

EPMS-303 F AAAACTCCAAACTACCCCTGG

EPMS-303 R TTAAGCGTAGCGCTTGTGTG

CAMS-647 F CGGATTCGGTTGAGTCGATA

CAMS-647 R GTGCTTTGGTTCGGTCTTTC

CAMS-066 F AAAAACATGCACCAGTCCTT 60 SSR amalivi

CAMS-066 R CAACCGCCTGAATTTTCTCT

EPMS-718 F TCACTCGTTATATTTTTCTGTCTCG

EPMS-718 R CTGCTGAAGCGTGGTGAATA

EPMS-750 F GGGATCCGAATCAGAATACG

EPMS-750 R TCTAGGTTTCGGGGAGGATT

CAMS-811 F GAAGAAACGAAGGATGAACAAAA

CAMS-811 R CCTGTTTCCTCTTCCTCAGC

CAMS-855 F AAGTGTCAAGGAAGGGGACA

CAMS-855 R CCTAACCACCCCCAAAAGTT
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2. Eredmények ¢és értékelésiik

Az F1 ndvények elsé lomblevelébdl izolaltunk DNS-t. A LINE-1 retrotranszpozon
inszerciora eldzetesen tervezett primerekkel teszteltiik Oket, hogy bizonyithassuk, hogy
valoban hibridek. Az F1 novények mindegyikében detektaltuk mind az anyai allélt (koriilbeliil
250 bp), mind pedig az apara jellemz6 fragmentumot (koriilbeliil 600 bp) (3. abra).

3. abra — molekula tomegmarker, 1, 2: F1 Hibrid 1. csoport, 3, 4: F1 Hibrid 2. csoport, 5:
’Kaldom’ (K), 6: ’Black Pearl’ (BP)

Az F1 ndvényeket két csoportra osztottuk, az elsd csoportot természetes fény alatt, a
masodik csoportot pedig ndvényneveld lampa alatt tartottuk, hogy a retrotranszpozon
inszercion til a fény antocian bioszintézisre gyakorolt hatasat is vizsgalhassuk. Ehhez
levélmintat a legfolsé levélemeletrdl szedtiik, a terméseket pedig gazdasagi érettségiikben
vizsgaltuk. Erre azért volt sziikség, mert még a LINE-1 inszerci6 hatdsa miatti extrém mértékii
antocian felhalmozddas is tranziens a ’Black Pearl’ bogyodiban, az érésfazis fiiggvényében
valtozik a bogyd szine. Az RNS izolalast és a cDNS szintézist kovetden qPCR-t végeztiink. A
qPCR soran négy, az antocidn bioszintézisben szabalyozd szerepet betdltd génnek, és harom

struktargénnek vizsgaltuk az expresszigjat (4. bra).
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4. abra- génexpresszios mintazat levelekben (A) és bogyokban (B)

A struktargének koziil egy korai — csalkon szintaz (CHS) - és két kései gént —
antocianidin szintaz (ANS) és dihidroflavonol reduktdz (DFR) vizsgaltunk. A szabalyoz6 gének
kozott harom R2R3-MYB transzkripcios faktor (Cal0g11650, Ca10g11690 és Cal0g11710),
¢s egy WDA40 transzkripcios faktor (TTG1) szerepelt. Az F1 névények expresszids mintazatat

Osszevetettiik a sziil6i genotipusokéval.

A levelekbdl és a bogyokbdl izolalt mintak esetén is, nem csak a bioszintetikus tt kései
génjei, de a CHS is magasabb expressziot mutat a lilulo genotipusokban, a legmagasabb
expresszios szintje az extrém lila ’Black Pearl’ esetén volt. Mig a szakirodalom abban
nagyjabol egyetért, hogy a szabalyoz6 R2R3-MYB transzkripcids faktorok a bioszintetikus 0t
kései génjeire hatnak, ellentmondasos eredmények sziiletnek a korai gének szabalyozasarol.
Borovsky ¢és munkatarsai (2004) nem talaltak Osszefliggést a szabalyoz6 MYB-ek és a CHS
expresszioja kozott, ahogy Zhang et al. (2015) sem. Lightbourn et al. (2007), Stommel et al.
(2009), Aza-Gonzalez et al. (2013) ellenben pozitiv dsszefiiggést detektalt a CHS expresszidja
¢s a MYB transzkripcios faktorok expresszidja kozott (Borovsky et al., 2004; Zhang et al.,
2015, Lightbourn et al., 2007; Stommel et al., 2009, Aza-Gonzalez et al., 2013). Ezt erdsitik a
mi eredményeink is. A lilulo szovetekben magasabb CHS expressziot detektaltunk. A
levelekben a Cal0g11650 expresszioja a *’Kaldom’ esetén nem kimutathat6, de nem kiugréan

magas a ’‘Black Pearl’ esetén sem. Erdekes modon a Cal0g11690 és a Cal0g11710 is a 2.
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csoport esetén expresszalt legerdsebben, amit ndvényneveld lampa alatt tartottunk. Gazdasagi
érettségben a ’Kaldom’ bogydja zold, az antocidn bioszintézisben akar strukturgén akar
szabalyozd szerepet betdltd gén expresszidjat csak kis mértékben detektaltuk. Legmagasabb
mértékben a *Black Pearl’ halmoz fel antociant a termésében, ezzel egybe vag a génexpresszios
mintazata is. A hibridekbdl képzett csoportok koziil, magasabb génexpressziot a ndvényneveld

lampa alatt tartott mintaknal detektaltunk (5. dbra).

A génexpresszid mérésével parhuzamosan analitikai vizsgalatokat is végeztiink az F1
novényekbdl képzett csoportokon. Azokat a beltartalmi mutatokat vizsgaltuk, amelyekre
feltételeztik, hogy hathat a LINE-1 inszerciéval jaré funkcionyeréses mutacié miatt
megndvekedett antocianin tartalom. Az analitikai vizsgalatokat gazdasagi érettségben (GE), és
teljesen bioldgiai érettségben (BE) 1év6 bogyokkal végeztiik, mértiik a total polifenol (TPC),
total monomer antocianin (TMA), total flavonoid tartalmukat (TFC) és Osszes antioxidans

kapacitasukat (FRAP) a mintaknak (5. abra).

TPC TFC
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5. abra — Beltartalmi mutatok gazdasagi érettségii (GE) és biologiai érettségii (BE) termések

esetén
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Az antocianin tartalom kivételével, minden mért beltartalmi mutaté magasabb értékeket
mutatott a teljes biologiai érettségben 1évo mintak estén. Holott, azt vartuk, hogy a gazdasagi
érettségben 1évo bogyok megnovekedett antocianin tartalma hozza fog tenni mind a polifenol,
mind az antioxidans kapacitdshoz. Howard et al, Sora et al azt talaltak, hogy a TPC-t leginkdbb
befolyésold tényezd, az nem az €résfazis, hanem a kiindulési szovet, illetve a vizsgalt genotipus
(Howard et al., 2000; Sora et al., 2015). A legmagasabb polifenol tartalmat a névényneveld
lampa alatt tartott Hibrid 2.-es csoportban mértiik teljes bioldgiai érettségben, 2,61 mg
galluszsav egyenérték / 1 g friss tomeg. Ugyanebben az érésfazisban a ’Kaldom’ mutatta a
legkisebb értéket. Gazdasagi érettségben a *Black Pearl’ fajtdban mértiik a legmagasabb értéket

1 g friss tomegre vonatkoztatva (5. abra).

A TFC esetén szintén valdsziniisithetd egy erdsebb genotipusos hatds, hiszen a ’Black
Pearl’-el ellentétben mindkét vizsgalt érésfazisban a Hibrid 2. csoport ndvényei mutattdk a
legmagasabb értékeket, 5,97 és 8,99 mg qvercetin egyenérték / 1 g friss tomeg. A mért értekek
2,12 és 8,99 mg qvercetin egyenérték /1 g friss tomeg kozt szornak, ami egybeesik Garra et al.
(2020) eredményeivel, kutatasukban 3,14 és 8,90 mg Qe / 1 g friss tomeg kozt szortak az
értékek (5. abra) (Garra et al., 2020).

Antocianin tartalmat csak a hibridekben, illetve a Black Pearl’ fajtaban detektaltunk.
A természetes fény alatt tartott csoport teljes bioldgiai érettségében mar nem tartalmazott
antociant, de a ndvényneveld lampa alatt tartott Hibrid 2. névényekben ki tudtuk mutatni. A

’Kaldom’ fajta nem halmoz fel antocianint, sem gazdasagi, Sem biologiai érettségben (5. abra.).

Az 6sszes antioxidans kapacitas erds korrelaciot mutat a TPC értékekkel. A nem liluld
’Kaldom’ fajta és a természetes fény alatt tartott Hibrid 1. csoport eredményezte a
legalacsonyabb értékeket, mig a *Black Pearl’ és a Hibrid 2. csoport a két vizsgalt érésfazis
tekintetében atlagosan ugyanakkora értéket mutatott. A Black Pearl’ paprikdban magasabb
értckeket mértiink a gazdasagilag érett bogyokban, a Hibrid 2.-es novények magasabb
értekeket produkaltak a teljes bioldgiai érettségben (5. dbra).

Kevesebb eredmény lelhet6 fel az eltéré megvilagitas egyéb polifenolos vegyiiletekre
kifejtett hatasarol. Egy kétéves kisérlet soran Diaz-Pérez és munkatérsai a paprika beltartalmat
vizsgaltak 2 csoport esetén;az egyik csoport azon ndvényekbdl épiilt fel, melyeket kiilonb6zd
szinll arnyékhaloval takartdk le, és a kontroll csoportnak alkalmaztak a takaratlan névényeket.
Eredményeik alapjan, a termésekben a TPC, TFC és az §sszes antioxidans kapacitds magasabb

értékeket mutatott a takaratlan ndvényeknél. Ugyanezeknél a beltartalmi mutatoknal csokkend
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tendenciat tapasztaltak, az egyre sotétebb arnyékolohalok alkalmazasaval (Diaz-Pérez et al.,
2020). Szabadfoldi, tiveghazi és liveghazi arnyékolohaloval takart novények beltartalmanak
Osszehasonlitasat végezték el Angmo és munkatdsai. Az arnyékolas szignifikansan valtoztatta
meg a polifenolos vegyiiletek mennyiségét €s dsszetételét a termésekben, mig a szant6foldon
¢és tiveghazban nevelt novények terméseinek a total polifenol és total flavonoid tartalma nem

kiilonbozott szignifikansan (Angmo et al., 2021).

Kék fény (470 nm) hatisat vizsgaltdk a total polifenol, C-vitamin és az Gsszes
antioxidans kapacitas mértékére. A megvilagitas hatasara ezen beltartalmi mutatok értékei
novekedtek, ugyanakkor ezt a novekedést nem a fény intenzitasa okozta, hanem a spektrumnak
az eltérése, mert voros fény (660 nm) hatasara nem volt szignifikans valtozas, csak a karotionid
bioszintézisben (Pola et al., 2019). Kisérletiink soran a Hibrid 1. csoportot a csirazastol a
mintagyiijtés napjaig naponta atlagosan 2304 W/m? globlis sugarzas érte, a Hibrid 2. csoport
ugyanennyi idd alatt atlagosan naponta 3200 W/m? sugarzast kapott. Gazdasagi és biologiai
érettségli termésekben a beltartalmi mutatok magasabb szintet mutattak a Hibrid 2. csoportunk
esetében, mint a Hibrid 1. csoporté. A Hibrid 2. csoportban a total flavonoid tartalom értéke
még a ’Black Pearl’-nél is magasabb volt mindkét érésfazisban, az antioxiddns kapacitast
tekintve gazdasagi érett fazisban mértiink magasabb szintet (5. dbra). Az el6zéekben emlitett
Diaz-Pérez és Angmo eredményeivel 6sszecsengenek az altalunk kapott adatok, mely szerint
a nagyobb fényintezitds ndveli a novények totdl polifenol, totdl flavoniod és az Osszes
antioxidans kapacitasat a kevesebb fényt kapo novényekhez képest (Angmo et al., 2021, Diaz-
Pérez et al., 2020).
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Az F1 névények ontermékenyitését kdvetden magot fogtunk roluk, és a Molekuléris
Genetika ¢s Nemesités csoport iiveghdzaba tézeges palantaneveld foldbe vetettiik 6ket 10*10

cm-es cserepekbe (6. abra).
AT - ‘71 -

6. abra — kel F2 ndvények

Ahogy az F2 novények elérték az els6 valodileveles kort, megkezdtik rajtuk a
genotipizalast és a fenotpizalast is (6. és 7. abra). A fenotipizalast 2 hetente végeztiik 10 hetes
peridduson keresztiil. Ahhoz, hogy a fenotipusos adatokat kiértékelhetden 6ssze tudjuk vetni a

genotipussal, 103 novénybdl izolaltunk DNS-t.

MEBPIKEEIREZESINE5" 6 7 8 9 10 11 28 S

7. abra — az F> novények genotipizdlasa, M: molekula tomegmarker (ThermoScientific

GeneRuler 100 bp Plus), BP: ’Black Pearl’, K: ’Kaldom’ 1-17: F2 névények

Hasad6 populacié 1évén, az F» egyedei kozott detektaltunk olyan genotipusokat,
amelyek csak anyai allélt hordoztak (példaul 1-es, 10-es ndvény), vagy csak apai allélt

hordoztak (2-es n6vény, 11-es ndvény), vagy esetleg heterozigotak (példaul 3., 4., 5. minta) (7.
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abra). Az F2novények genotipizalasdhoz ugyanazt a marker rendszert alkalmaztuk, amivel az

F1egyedekben bizonyitottuk a retrotranszpozon inszerciot.

A genotipizalt paprikékat véletlenszeriien valogattuk ki, a tesztelt mintakban 31 csak
anyai allélt, 27 csak apai allélt hordoz6 és 45 heterozigota genotipusu egyed volt. Mivel a
heterozigotdk kozott oOridsi volt a valtozatossag, Long PCR-rel teszteltik, hogy a

retrotranszpozon teljes hossza kimutathatd-e a vizsgalt egyedekben.

8. abra — F2ndvények valtozatossaga nem csak az antocianosodésban, de a bogy6

alakjaban is megnyilvanult

A Long PCR-hez a ’Black Pearl’-t hasznaltuk kontrollnak. A mintak a legkiilonb6z6bb
fenotipusu heterozigota egyedek koziil keriiltek ki. A ’Black Pearl” fajtabol csak a
retrotranszpozonra jellemzd fragmentumot amplifikaltuk, mig a heterozigétdk mindegyikében

megkaptuk az anyai allélt, és a teljes hosszisagu retrotranszpozont is.
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9. abra—Long PCR a ’Black Pearl’-el és a heterozigdtakkal, M: molekula tomegmarker
(ThermoScientific GeneRuler 1 kb Plus), BP: *Black Pearl’, 99-6: F2 névények
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A genotipusos adatokat 6sszevetettiik a fenotipusos adatokkal, igy talaltunk 10 novényt,
amely esetekben a paprikak ellentmond6 eredményeket produkaltak, ebbdl par genotipus-
fenotipus ellentmondast a kdvetkezé 10. abra mutat be, a képek bal oldalan az apai allélt
hordozd, de fenotipusaban az apaval (’Black Pearl’, jobb oldali paprika) nem egyezd névény
lathat6 (10. abra). A 36-o0s novényben (A) genotipizalas soran az apai allélt detektaltuk, viszont
fenotipusaban a heterozigdtakhoz all kozelebb, ugyanezt talaltuk 78-as (B) és 11-es (C) ndvény

esetén is (10. abra).

8
d ¢ E -
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)f X NP 1 P

10. abra - ellentmond fenotipusos — genotipusos adatokra pél,

ES

,B:78,C: 11-

A: 36
es ndvény, a ’Black Pearl’-el 6sszehasonlitva
Hogy ezeket a novényeket tovabb vizsgalhassuk SSR analizist is végeztiink. A tobb

markert teszteltlink, a tesztek eredményét az 11. dbra mutatja be.
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11. abra — SSR tesztek az P és F1 nemzedéken, M: molekula tomegmarker, 1: Black Pearl’,
2: ’Kaldom’, 3: F1
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A tesztek utan a polimorf mintazatot mutatdé markerekkel teszteltiik mind az sziil6i, F1

¢s a fenotipusos eltérést mutato F» egyedeket (12. abra).

T c i “jﬁmt» e e i —

»

12. abra — polimorf mintazatot produkalé6 SSR marker, CAMS-855, mintasorrend: Kaldom’,
"Black Pearl’, Fq, Fo: 11, 27, 33, 36, 49, 55, 64, 78, 99 kodu egyedek

A kiilonbozé markerekkel végzett vizsgalatokban az elemzett marker 16kuszok allél
Osszetételébdl nem lehet egyértelmiien az anya, vagy az apa fenotipusara kovetkeztetni. Ennek
oka lehet, hogy a novény megjelenését a funkcionalis gén 16kuszokban 1év6 allélok hatarozzak
meg. Ezzel szemben a marker allélok a nem kodold genomi régiokban vannak (12. 4bra). igy

tervezziik egy olyan marker rendszer bevonasat, ami a kddolo régiot célozza meg.

Az 5. tablazatban foglaltuk 0ssze az A Vizsgalatok Modszerei’ fejezetben bemutatott
4 foku antocianossagi skalan felvett fenotipusos adatok atlagat és szorasat, illetve ez a tablazat
tartalmazza a vizsgalt 10 szdvet adatait az 5 felvételezési idépontban, az F2 ndvények genetikai
héttere szerint csoportositva. A portok kivételével a csak anyai allélt hordoz6 genotipusok
atlaga 1,00 és 2,71 kozt volt, a csak apai allélt hordoz6 ndvények éatlaga 2,74 és 4,00 kozt, a
heterozigotak atlaga pedig 1,33 és 3,49 kozott volt, szovettdl és idOponttol fiiggetlentil (5.
tablazat).

Minden vizsgalt szovet esetén (szar, nodusz, levélnyél, levéllemez, levélér, sziromlevél,
portok, bibe, csészelevél, illetve termés) azt figyeltiik meg, hogy az id6 mulasaval mind a csak
anyai, vagy csak apai allélt hordozo, illetve a heterozigota egyedek is egyre kevésbé lilak. A
novények azonos koriilményeknek voltak kitéve, igy feltételezziik, hogy a csokkend antocian

tartalom a genetikai hattér altal befolyasolt.
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5. tablazat — Antocianossagi mutato atlaga és szorasa a genotipizalt 103 mintaban 5 idépontban felvételezve

szar nodusz levélnyél levéllemez  levélér  sziromlevél — portok bibe csészelevél  termés
2. hét anya 2,06,+0,11 2,71,+0,14 2,19,+0,11 1,00,+0,00 2,32,+0,13 1,00,+0,00 4,00+0,00 1,00.+0,00 1,00,+0,00 1,00,+0,00
apa 3,63,+0,11 4,00,+0,00 3,85,+0,07 3,52,+0,10 3,93,+0,05 3,93,+0,07 4,00+0,00 4,00,+0,00 3,87,+0,09 3,44,+0,18
heterozigota  2,64¢.+0,09 3,49.+0,10 2,73.+0,10 1,53.+0,11 2,93.+0,12 2,27.+0,12 4,00+0,00 3,20.+0,18 2,77.+0,14 1,64,+0,24
4. hét anya 2,00,+0,13  2,65,+0,14 2,29,+0,11 1,00,+0,00 2,16,+0,08 1,00,+0,00 4,00+0,00 1,00.+0,00 1,00,+0,00 1,00,+0,00
apa 3,44,+0,11 4,00,+0,00 3,86p+0,07 3,37,+0,10 3,93,+0,05 3,95,+0,05 4,00+0,00 3,95,+0,05 3,95,+0,05 3,79,+0,10
heterozigota 2,58.+0,10 3,38.+0,11 2,69.+0,09 1,33.+0,10 2,73.+0,12 2,41.+0,10 4,00+0,00 2,68.+0,15 2,83.+0,13 2,24.+0,14
6. hét anya 2,00,+0,13  2,65.+t0,14  2,29,+0,11 1,00,+0,00 2,16,+0,08 1,00,+0,00 4,00+0,00 1,00,+0,00 1,03,+0,03 1,00,+0,00
apa 3,44,40,11 4,00,+0,00 3,85,+0,07 3,33,+0,09 3,93,+0,05 3,92,+0,05 4,00+0,00 3,92,+0,05 3,92,+0,05 3,77,+0,10
heterozigota 2,58.+0,10 3,38.+0,11 2,69.+0,09 1,33.+0,10 2,73.+0,12 2,39.+0,10 4,00+0,00 2,66.+0,14 2,80.+0,12 2,12,+0,13
8. hét anya 1,52,+0,13  2,42,+0,13  2,29,+0,11 1,00,+0,00 2,16,+0,08 1,00.+0,00 4,00+0,00 1,00,+0,00 1,03:+0,03 1,00.+0,00
apa 2,93,+0,15 4,00,+0,00 3,85,+0,07 3,22,+0,12 3,93,+0,05 3,92,+0,05 4,00+0,00 3,92,+0,05 3,92,+0,05 3,81,+0,10
heterozigota 2,27.+0,11  3,22.+0,13  2,67.+0,10 1,33.+0,11 2,73.+0,12 2,39.+0,10 4,00+0,00 2,66.+0,14 2,75.+0,12 2,39.+0,10
10.  anya 1,39:+0,12  2,40,+0,19 2,23,+0,10 1,00,+0,00 2,10,+0,08 1,00.+0,00 4,00+0,00 1,00,+0,00 1,03:+0,03 1,00.+0,00
hét  apa 2,74,+0,15 3,19,+0,20 3,78,+0,08 3,19,+0,12 3,89,+0,06 3,92,+0,05 4,00+0,00 3,91,+0,08 3,92,+0,05 3,81,+0,10
heterozigbta 2,04.+0,12 2,93.+0,14 2,64.+0,10 1,33.+0,11 2,73.+0,12 2,42,+0,10 4,00+0,00 2,62.+0,13 2,71.+0,11 2,40.+0,10

Jegyzet: Egy oszlop egy altablazataban 1évé azonos betiivel ellatott adatok szignifikansan nem kiilonboznek egymastol a p< 0,05 szinten
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Az egyes szovetekre vonatkoztatott szin erdsséghez kotott értékének eloszlas
mintazatdhoz csoportokat képeztiink a csak anyai allélt hordozo, csak apai allélt hordozo,
illetve a heterozigdta egyedekbdl. Az 13. dbra sorozaton nagyon jol latszik, hogy a csak anyai
allélt hordozd mintdk minden esetben az egyes értékhez (nem lila) kozeli maximummal
rendelkeznek, mig az apaiak a négyes értékhez (legsotétebb lila) kozeli maximumot mutatnak.
A heterozigotak a koztes értékeknél érik el maximumukat. Az abrak feletti nyilak a szervek

szinét reprezentaljak (13. &bra).

Generativ ¢s vegetativ szervek szerint csoportositva, a generativ szervek esetében az
anyai genotipusit F» egyedek az egyes érték koril érik el a maximumukat, mig a
retrotranszpozon inszerciot mindkét allélon hordozd apai egyedek erdteljesebb lilulast
mutatnak. A heterozigétaknal, amely egyedek csak egyik alléljukon hordozzak a LINE-1 non-
LTR retrotranszpozon inszerciot, megfigyelhetjiik, hogy mind a bibe, sziromlevél, csészelevél
¢és termés is a koztes értéknél, azaz az apai ¢és anyai genotipus atlaganal van a gorbe csticsa,
mely a Cal0gll650-es gén expresszidjanak fenotipusos realizacidjat mutatja, tehat
feltételezziik, hogy ezekben a szovetekben mind miikodik a Cal0g11650, azaz a CaMYBa ¢és

hozzajarul a fenotipus kialakitdsdhoz (13. abra).

A vegetativ szerveknél példaul a szar és a nddusz esetében az anyai genotipusu egyedek
is mutatnak egy alacsonyabb mértékii antocidnosodast, igy egyértelmii kovetkeztetéseket nem
tudtunk tenni ezen szovetek esetében. A levéllemez szinének tekintetében az anyai genotipust
F2 egyedek nem lilulnak, az apai genotipustak lilak, a heterozigdtaknal pedig ez eddigi
eredményekkel ellentétben a szinintenzitds az anyai genotipushoz van kozelebb. Ez alapjan

feltételezziik, hogy a levéllemez antocianosodéasaért nem egyediil a Cal0g11650 gén felelds.

28



genotipus

genotipus
. anya apa heterozigata
anya apa heterozigdta
8 w
o
g
o 3
4 8 (| =
=
[= =
i g =
o
>
=
o
>
@
o
=
5 5
3 g
=] ]
2 =] ] =8 =] ] =8 8 ] = g g8 8 B <3 2 8 B °g8 8 8 B8 =
Aosuanbaig Asuanbaig
genotipus genotipus
anya apa heterozigdta anya apa heterozigdta
|| s S =
= 5
g g
- A!f. -
=] 5
o o
//// N \\\
w
3
o
B
c
= =
=3 4 =}
B B
= g
=1 s
§88BSS°888BEIRNIEREERCT § 8 8 8 °§ 8 8 8 °g 8 8 8 °
Asuanbaug Asusnba.g
~ genotipus
genotipus
L anya apa heterozigdta
anya apa heterozigdta
S i
=
3
-
.
‘@
N
w
g
E8E8BBRR°"EEBEBEZR"EEBESRR " g 2 8 B <8 8 8 =& =
Asuanbaiy Kouanbaig

bibe

leveélér

levéllemez

29



Frequency

400

300

E}
= 200
100
0
400
>
e T
s 3 B
T = 2 owm
° o
c 2
b w100
0
400
300

szirom

200

ejpbizoialay

100

csésze

ede efue

ejofizoialay

shdnouab

Frequency

13. abra - Sziner0sség eloszlas vegetativ és generativ szervekben

30

termés

ede EAUE

ejpbizoialay

sndijousaf



Az elézéekben szamszeriisitett adatoknak variancidjat elemeztiik. Az igy kapott F
értekeket az egyes szervekre Osszehasonlitottuk a mintavételre, a genotipusra, és a
mintavétel * genotipusra vonatkozdan. Az eredményeket az 6. tablazatban foglaltuk Ossze.
Minden szovet esetén kiemeltik a legnagyobb F értéket, mely a leger6sebb hatast jelzi.
Egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy a genotipussal van 6sszességében a legnagyobb hatas, mivel

minden esetben ehhez tartozott a legnagyobb F érték (6. tablazat).

6. tablazat — Varianciaanalizis

F értékek szar nédusz levélnyél levéllemez levélér sziromlevél bibe csészelevél

termés

mintavétel 16,42 3,83 0,34 0,31 0,52 0,12 1,27 0,03 3,1

genotipus 95,12 51,85 187,11 512,95 182,41 1059,04 587,94 797,54 491,24
mintavétel

0,25 4,08 0,09 0,33 0,41 0,09 1,24 0,08 1,5

* genotipus

A LINE-1 retrotranszpozon 6roklésmenetét a hasado populécio segitségével elemeztiik.
Az F2 nemzedéket tekintve a virdgszirom megoszlasa (43:88:65- lila:atmeneti:fehér), mely az
elvart 1:2:1 hasadasi aranytol eltéré eredményt mutat. A termést vizsgalva a 3:1 aranynak a
hasadas nem felel meg, amelybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az antocianosodas nem egy

16kusz altal befolyasolt, mint ahogy Ohno és munkatarsai leirtak (7. tablazat) (Ohno et al.,
2020).

7. tablazat: Fenotiposos megoszlas az F1 és F2 nemzedékekben

. , Egyedszam Vart 2
F1és F2 Egyedsza Lila Atmenet Fehér/zol hasada ,X ,
nemzedék m i d s (p érték)
szirom - 5 0:1:0
termés P 5 5 - } 1:0
szirom . x%=6,98
, 196 43 88 65 1:2:1 (ij,OOl)
termés x=1,43
103 72 31 3:1 '
(p=0,2)
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3. Kovetkeztetések €s javaslatok

A dolgozatom alapjat a *Black Pearl’ egy LINE-1 retrotranszpozon inszerciét hordozo
minden szévetében liluld és ’Kaldom’ fiiszer tipusu nem liluldé Capsicum annuum fajta

keresztezése szolgalta.

Ezzel a keresztezéssel a célunk tobbrétli volt. Vizsgaltuk az extrém mértékii antocianosodas
egyik kivalto okat, a LINE-1 retrotranszpozon inszerciot mind az Fi1 és az F2 generaciokban. A
hasadé populaciéo segitségével a LINE-1 retrotranszpozon Oroklésmentét elemeztik.
Ugyanebben az F; generacidban a fenotipusos adatok felvételezése révén a célunk az volt, hogy
megallapitsuk, hogy a retrotranszpozon inszercio altal felerésitett Cal0g11650 gén melyik
szovetekben fejti ki hatasat. Tovabba, célul tlztiik ki azt is, hogy a funkcid nyeréses mutaciot
el6idézo retrotranszpozon inszercid altal felerdsitett antocian bioszintézisben szerepet jatszo
gének expressziojat mérjiik, és ezzel parhuzamosan vizsgaljuk, hogy a megndvekedett antocidn
tartalom hogyan hat a beltartalmi mutatdira a terméseknek. Kovetkeztetéseinket az alabbiakban

foglaljuk Ossze.

Az F1novények ontermékenyitését kovetden az F2 nemzedék fenotipizalasat végeztiik
el. Az igy létrehozott hasadd populacional LINE-1 retrotranszpozon inszercid
meg. Az eredményeink arra utalnak, hogy az antocian bioszintézis nem egy lokusz altal
befolyasolt. A hasadé nemzedékben a genotipus és a fenofdzis viszonyaiban vizsgélva a
kiilonboz6 szovetek antocianosodasat megallapithatd, hogy annak ellenére, hogy a vizsgalt
szovetekben folyamatosan csokken az antocian tartalom ahogy idésddik a novény, mégis a

genotipus van a legnagyobb hatéssal a fenotipusukra.

A hasad6 F» nemzedéket vizsgaltuk 10 szovetben, 10 héten felvételezve a fenotipusos
adatokat. A 10 szovet kozt nem csak a generativ szervek, hanem a vegetativ szovetek
elszinezddését is figyelemmel kisértiik. Az altalunk dsszeéllitott, 4 foka antocidnossagi skalan
felvett adatokbol készitett hisztogram alapjan megallapithatjuk, hogy a generativ szdvetek
esetén egyértelmil a retrotranszpozon inszercid altal felerésitett Cal0gl1650 gén hatasa a
szovetek elszinezOdésére, olyan szovetekben is, mint példdul a bibe. Ugyanakkor a vegetativ
szovetek vizsgalatakor egyértelmil kdvetkeztetéseket nem tudtunk levonni. Az eredményeink
alapjan nagyobb egyedszdmu hasadd populdcid létrehozasdval pontosabban meg tudnank

hatdrozni a hatdsmechanizmusat ennek a génnek. Valamint tobb kiilonboz6 keresztezésbdl
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szarmazd hasadd populacid bevonasa segitene abban, hogy a vizsgalataink egyértelmi

eredményeket adjanak a vegetativ szovetek tekintetében is.

Az F1 nemzedéknél génexpresszids ¢€s analitikai vizsgalatokat végeztiink. A
génexpresszios mintdzat alapjdn arra kovetkeztetink, hogy a CHS génexpresszio is
Osszefliggésben van az antocidn tartalommal, hiszen a legmagasabb értéket a ’Black Pearl’
esetén mértiik. Ugyanigy, a nagyobb fénymennyiség magasabb génexpresszidt eredményezett,
igy arra kovetkeztetiink, hogy a vizsgélt transzkripcids faktorok mindegyike indukalddik
fényre. A beltartalmi mutatok tekintetében a természetes fényen tartott novények alacsonyabb
értekeket mutattak a ndvényneveld lampa alatt tartott egyedeknél, igy feltételezziik, hogy nem
csak az antocian bioszintézis, de az egyéb polifenolos vegyliletek termelddését is befolyasolja
az eltéré fénymennyiség, ami végsd soron a termések antioxiddns kapacitdsdban is

megmutatkozik.
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4. Osszefoglalas

A dolgozat célja a LINE-1 retrotranszpozon inszercid hatasanak vizsgélata volt paprika
faj esetében, egy hasadd populacio 1étrehozasaval. A kisérlet elézményeképp mar 1étrehoztak

az F1 nemzedéket a *’Kaldom’ és a "Black Pearl’ fajtak keresztezésével.

Az Fi1 egyedeket, miutan bizonyitottuk, hogy hibridek, eltéré fényen neveltiik.
Megallapitottuk, hogy mindkét csoportnak magasabb az antocian bioszintézisben akar
szabalyozo, akar struktirgén szerepet betoltd gén expresszioja mint a ’Kaldom’ fajtanak, de
nem olyan magas, mint a ’Black Pearl’-nek. A ndvényneveld lampa alatt tartott névényeknek
magasabb volt az expressziojuk a vizsgalt gének tekintetében, mint a természetes fényen
nevelteké. Az analtikai mérések soran megallapitottuk, hogy a bioldgiailag érett termések total
flavonoid, total polifenol tartalma magasabb, mint a gazdasagi érettségben 1év6 bogyokeé.
Ugyanezt detektaltuk az Gsszes antioxidans kapacitasra. Antocianin tartalmat csak a ’Black

Pearl’-ben, illetve a hibridekben tudtunk kimutatni.

Az Finévények ontermékenyitését kovetden az F generaciot genotipizaltuk, és egy 10
hetes perioduson keresztiil fenotipizaltuk. Fenotipusos adatokat 198 novényrdl gytijtottiink 10
szovetben, 5 idopontban, egy 4 foku skalan, a genotipusos adatokhoz 103 ndvényt vizsgaltunk.
Ezeket az adatokat Osszevetettilk egymassal és statisztikai mddszerekkkel elemeztiik. Azt
talaltuk, hogy a szervek tulnyomo részében az antocianossagi mutat6 a 10 hetes periddus alatt
csokkent. Ennek ellenére, a varianciaanalizis alapjan, a legerdsebb hatdsa nem a mintavétel
iddpontjanak, hanem a genotipusnak volt. Minden esetben az apai allélt hordoz6 egyedek voltak
a legantocianosabbak, ezt statisztikai modszerekkel is bizonyitottuk és egy eloszlasfliggvényen

abrazoltuk.
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5. Koszonet nyilvanitas

Ezlton is szeretnék kdszonetet mondani mindazoknak, akik segitségiikkel hozzajarultak

a szakdolgozatom megsziiletéséhez.

Szeretném haldmat kifejezni témavezetdémnek, Dr. Veres Aniko egyetemi docensnek a
lehetdségért, a munkam soran ram forditott figyelméért, tiirelméért €s a kutatas egésze soran
nyujtott szakmai segitségéért. Ezenkiviil kdszonettel tartozom madsik témavezetdm, Kovacs
Zsofia egyetemi tanarsegédnek kitartd tdmogatasaért, munkajaért és felkésziiltségéért, ami

hozz4jarult e dolgozat elkésziiléséhez. Koszondm szépen mindenkinek!
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