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Roviditések jegyzéke
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1. Bevezetés

A Solanaceae csaladba tartozo paprika (Capsicum annuum L.) egyike a legszélesebb korben
termesztett zoldségeknek. A friss fogyasztasra termesztett paprikdk nemcsak hazénkban, de a
kornyezé orszagokban is kiemelkedéen fontosak mindennapi taplalkozasunk soran. A termék
piaci eértékét szamos tényezé befolyasolja, példaul a termések alakja, ize és csipGssége.
Mindezek mellett, a szine is fontos értékmérd tulajdonsag. Erése soran a paprika termése
kiilonboz6 szinii lehet a benne felhalmozott pigmentektdl fiiggden, igy a Capsicum csalad egy
nagyszert modell a termés szinének kialakitdsaban fontos szerepet jatsz6 maésodlagos

anyagcseretermékek bioszintetikus Utvonalainak tanulmanyozasara.

A Capsicum fajokban szamos fitonutriens vegyitlet talalhatd, melyek az emberi szervezetre
pozitiv hatassal birnak, illetve rendelkeznek bizonyos fokd antioxidans kapacitassal, ilyenek
példaul a termések szinét kialakité pigmentek, a klorofillek, karotinoidok és antocianok. Ezek
kozul is, az antocianok jétékony hatasat mar tobb évtizede felismerték, és igazoltak tébbek kozt
az oxidativ stressz elleni védelem, antioxidans kapacitds, antimikrobialis aktivitas,
gyulladascsokkentd szerep, sziv és érrendszer védelme, neurodegenerativ betegségek elleni

védelem tertletén.

A kdzelmultban tapasztalhat6 trendek alapjan a fogyasztok egyre tudatosabban fordulnak az
ugynevezett funkcionalis élelmiszerek piaca felé, azaz olyan élelmiszereket keresnek, melyek az
élvezeti értékiikon tul egészségvédd szereppel is birnak. A paprika beltartalmi értékeit tekintve
minden ilyen fogyasztéi igényt ki tud elégiteni, hiszen a C-vitamin tartalma és karotinoid
felhalmozasa az egyik legmagasabb a gylmdlcsok és zoldségek kozt, illetve a burgonyafélék
csaladjan beliil végzett dsszehasonlitas alapjan a total polifenol mennyisége is kiemelkedd. Ha
ezeket az egyébként is kedvezd beltartalmi mutatokat az antocianok additiv hatdsaval
kombinaljuk, akkor a paprika valdban szuper élelmiszernek, vagy a manapsag gyakran hasznalt

kifejezéssel élve ,,super food”-nak tekinthetd.

Lilul6 fajtakat eddig foleg csak a diszitd értékiik miatt termesztettek, igy a friss fogyasztasra
szant paprikak kozt keves az antociant felhalmozo fajta, és ezeknek a tObbsége az érés
elérehaladtaval elveszti az antocian tartalmat. Ezert fontos ennek a bioszintetikus Utvonalnak a
pontosabb megismerése, szabalyozasanak vizsgalata. Hazankban a paprikatermesztés évszazados
multra tekint vissza, olyan nemesiték gyljteményeiben, mint Csilléry Gabor, a kiilonb6z6
mértékben antocianosodd mutansok tarhaza talalhatd, melyek beltartalmi adatainak és genetikai
vizsgalatainak 6sszehasonlitasa j6 alapot biztosithat a paprika funkcionalis élelmiszerként

torténd nemesitésére.



2. Célkituzések

A kutatasok soran az alabbi célokat tliztem ki:

e Az antocian bioszintetikus utvonal szabalyozasanak vizsgélata az érés folyaman
kiilonboz6 mértékben lilulo paprika fajok, fajtak és nemesitési vonalak generativ és
vegetativ szoveteiben.

e Az antocidan bioszintézis szabalyozasban szerepet jatszo transzkripcids faktorok és a
bioszintetikus Utvonalban szerepl6 struktirgenek kapcsolatanak elemzese.

e Az antocianosod6 paprika genotipusok beltartalmi mutatdinak vizsgalata az érés
folyaman, kiilonos tekintettel a termések polifenolos Osszetevoire.

e Az antocidnos paprikak antimikrobidlis hatdsanak vizsgélata.

e A paprika antocian bioszintézisét befolyasol6 genotipus-kornyezet-fenofazis interakcio

meghatarozasa.



3. Irodalmi attekintés
3.1. A Solanaceae csalad

A Solanaceae (burgonyafélék) csaladjaba szamos kiemelked6 jelent6séggel bird kertészeti —
paradicsom (Solanum lycopersicum), paprika (Capsicum spp.), padlizsan (Solanum melongena)
—, szantofoldi — burgonya (Solanum tuberosum), dohany (Nicotiana spp.) —, gyogyndveny
(Withania, Datura), illetve diszndvény (Physalis, Petunia) tartozik. A tébb mint 3000 fajjal bird

Solanaceae, gazdasagi szempontbdl a harmadik legfontosabb névénycsalad (Wang et al., 2008).

A csalad tudomanyos szempontbdl is jelent6s, hiszen a nagyfoku fenotipusos valtozatossag
ellenére, a csaldd kozel minden tagja 12 alap kromoszoma szdmmal rendelkezik, melyeknek
elrendezédése rdadasul nagyfoku szinténiat mutat (Rinaldi et al., 2016). A csaldd prominens
képvisel6i genetikai modellnovényként szolgalnak akdr a kiilonb6zé bioszintetikus utak
(antocian bioszintézis — petunia, karotinoid bioszintézis — paradicsom, paprika), akar a
termeéserés (paprika, paradicsom) tanulmanyozésara (Dhar et al., 2015; Wang et al., 2008). Ez a
kolinearitas szdmos lehetdséget tartogat a kutatoknak a genetikai erdforrdsok kiaknédzasara a
fontosabb agrondmiai tulajdonsédgok vonatkozasaban. Ilyen értékméré tulajdonsag lehet a termés

alakja, mérete, szine és kedvezd beltartalmi értékek megléte (Lightbourn et al., 2008).

A burgonyafélék tobb gazdasagi szempontbol fontos faja, mint paradicsom, burgonya,
paprika és tojasgylimolcs, mutat kiilonboz6 mértéki és szovet specifitasi  antocidn
felhalmozddast (De Jong et al., 2004). Ugyanakkor, mig a burgonya gumé esetében az
antocianok jelenléte az érés folyaman éallandd, addig a paprika terméseiben mennyiséglk az érés
elérehaladtaval csokken. Az antocianok a polifenolos vegyiletek csaladjahoz tartozo antioxidans
kapacitassal bir6 szinanyagok (Holton és Cornish, 1995). Az antocidnok mellett ezek a
z0ldségnovenyek sok mas preventiv faktorként funkcionald fitonutriens vegyulettel, illetve a
gyogyszeripar altal is hasznalt alkaloidakkal rendelkeznek. Egyik legismertebb alkaloida a

Capsicum génusz képviseldire jellemz6 szintén antioxidans kapacitasu kapszaicin.

3.2. A Capsicum nemzetseg

A Capsicum genusz valamennyi faja az Amerikai kontinensrél szarmazik. Annak ellenére,
hogy teljes egyetértés nincs a nemzetség pontos eredetét illetéen, a legtobb kutatd Dél-
Brazilidba irja le a géncentrumot, ugyanakkor a paprika fajok Mexikotdl Argentinaig vadon
eléfordulnak (Bosland, 1996; Eshbaugh, 2012; Pickersgill, 1997). Nem csak az egzakt eredetilk,

de a nemzetseghez tartoz6 fajok szama sincs pontosan meghatarozva. A kiilonb6zo
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csoportositasok alapjan 25-36 fajt ismer el a tudomany, de a kbzelmultban tértént felfedezések
hatasara a Capsicum nemzetséghez tartozd fajok sz&ma meghaladhatja akar a negyvenet is
(Bosland, 1996; Csilléry, 2006; Eshbaugh, 2012; Ibiza et al., 2012; Kraft et al., 2014). Az 6t
termesztésbe vont faj domesztikacidja egymastal fuggetlenil tértént Kozép-, és Dél-Amerikaban
Kr.e. 5000-6000 kozt, igy a paprika az Amerikai kontinens egyik legkorabban haziasitott faja
(Aguilar-Meléndez et al., 2009; Perry et al., 2007; Pickersgill, 2007; Qin et al., 2014). A C.
annuum és C. frutescens domesztiké&cidja Mexikdban, illetve Kézép-Amerikéban tértént, mig a
C. baccatum és a C. pubescens fajokat Dél-Amerikdban — Brazilia, Bolivia, Argentina —
haziasitottak (Aguilar-Meléndez et al., 2009; Pickersgill, 2007). Nevével ellentétben a C.
chinense domesztikacidja szintén Dél-Amerikdban, az Amazonas medencében tortént (Csilléry,
2006). Ezek kozil a vilagszerte termesztett C. annuum a legtobb fajtat magéba foglalo faj.

A termesztésbe vonast kovetden a paprika jelentés morfoldgiai valtozasokon ment keresztiil.
A C. annuum domesztikacioja soran bekovetkezett két legfontosabb valtozas, hogy a termések a
betakaritdsig nem hullanak le, illetve megjelent a csiingé terméstipus is. Ez a valtozas a
gyumolcsméret novekedését is eredmeényezte (Paran és van der Knaap, 2007). A haziasitas soran
tobb mas aprobb valtozas is tortént, pl. csokkent a termés csipdssége, a termésméret novekedése
mellett annak alakja is megvaltozott. Mig a vad tipusra féleg a gdbmbolyli termésalak jellemzo, a
domesztikacié soran a hosszukés, kupos, blocky, hosszU hegyes és egyéb véltozatok is
kialakultak (Paran és van der Knaap, 2007; Taitano et al., 2019). Masik szembetiing valtozas,
hogy mig a vad tipusra csak a piros bioldgialag érett termésszin volt a jellemzd, addig a
szelekcio soran kialakultak a sarga, fehér, barna és lila szinvaltozatok is (Paran és van der
Knaap, 2007).

A manapsag kereskedelmi forgalomban kaphaté fajtdk termésének szine nagyon
valtozatos, piros, narancssarga, sarga, zold, fehér, barna, lila, valamint fekete is lehet. A lila
szinvaltozati fajtdk az antocian pigmentek felhalmozodasanak koészonhetdek. Az antocianok
stresszvalaszaiban, patogének elleni védelemben. Az emberi szervezetre gyakorolt pozitiv
hatadsukat szamos kutatas tdmasztja ala, ilyen mddon 6sszefligésbe hozhatéak az érgyulladas
csokkentésével és a trombozis megel6zésével (Gongalves et al., 2021; Li et al., 2017). Piaci
potencialjuk nagy, hiszen ritkak az ilyen szint z6ldségek, viszont termésérés soran csakugy mint
a burgonyafélék tobbsége, a paprika is elvesziti a lila szinét teljes biologiai érettségekor (Liu et
al., 2018). Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kapnak az ugynevezett ,.super food”-ok, azaz
azok az élelmiszerek, amelyeknek egészségvédo hatasa van az emberi szervezetre. Az antocianos

termések a megnovekedett polifenol tartalmuk révén magasabb antioxidans kapacitassal
9



birhatnak, igy fontos termekei lehetnek az alternativ élelmiszerek piacanak (Paran és Fallik,
2011).

3.3. A paprika bogyo szinét meghatarozé masodlagos anyagcseretermékek

A paprika termésének szinét a klorofill, karotinoid és antocian szinanyagok hatarozzék meg
(Aza-Gonzalez et al., 2013). Ezek a pigment molekuldk rendre a citoplazmaban 1évo
kloroplasztiszokban, kromoplasztiszokban, illetve vaku6lumokban lokalizadlodnak. A
gazdasagilag érett termés szine az elefantcsont fehértdl a zoldig, a lila kiilonb6z6 arnyalataitol
egészen a szinte feketéig terjed (Stommel és Griesbach, 2008). Teljes bioldgiai érettségében
pedig a termés szine fehér, sarga, narancssarga és piroson at akar barna is lehet, illetve néhany
fajta esetén lila marad (Li et al., 2013). A Capsicum fajoknak ez a termésszin valtozatossaga egy
kivaldo modellrendszerré teszi a nemzetséget a kiilonbozd bioszintetikus utak tanulmanyozasara

(Paran es van der Knaap, 2007).

3.3.1. Karotinoidok

A paprika bogydszinét az elébb emlitett harom bioszintetikus utvonal egyiittese hatdrozza
meg. A ndvények kozil a paprika rendelkezik a legfejlettebb karotinoid bioszintetikus Gtvonallal
(Ha et al., 2007). A tetraterpének csoportjaba tartozo, zsirban oldédé karotinoidok a bogydk
kromoplasztjaban halmozodnak fel, ahol hozzajarulnak a vords, narancs €s sarga szinének
kialakitdsahoz. Mennyiségiik fiigg a genetikai hattértdl, érettségi allapottodl, illetve a termesztési
koriilményekt6l. A karotinoidok két csoportra oszthatéak, a csak szénhidrogéneket tartalmazo

karotinok, és az oxigént is tartalmazo6 xantofillek.

Az érett paprika termés jellegzetes vords szinének f6 meghatarozoi a kapszantin és a
kapszorubin molekuldk (Rajesh et al., 2011). Ezeken a molekuldkon Kkivil szdmos mas tipusu
karotinoid is felhalmozodik a gyiimélcsokben az érési folyamat soran, példaul: B-karotin,

violaxantin, lutein, zeaxantin stb (Ha et al., 2007) (1. bra).
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1. abra — A Capsicum fajok karotinoid és xantofill bioszintézise (Guzman et al., 2010)

Hurtado-Hernandez és Smith Ggy Vélték, hogy a termések bioldgiailag érett szinét a C1, C2
és Y lokuszok szabalyozzak (Hurtado-Hernandez és Smith, 1985). Amennyiben mindharom
I6kuszon dominans allél van jelen, ugy a termés bioldgiai érettségben piros szinti lesz. A C2
I6kuszt — amelyen a fitoén-szintaz (PSY) gen talalhatd — tekintik elsésorban a narancssarga
termésszin 6 10kuszanak, azonban a kapszantin-kapszorubin-szintdz (CCS) mutacidi is
vezethetnek narancssarga szinezodéshez. A piros termésszin az Y lokusszal és a CCS-szintazzal
koszegregal, amelyek kozil az utobbi az anteraxantint és a violaxantint vords pigmentekké,
kapszantinna, illetve kapszorubinna alakitja (Lefebvre et al., 1998; Thorup et al., 2000). A C1
I6kuszon talalhatd gént csak nemrég azonositottak, ezt megelézéen azt feltételezték, hogy a
karotinoid Osszetetel megvaltoztatdsa helyett inkabb csak azok szintjét befolyasolja. A C1
I6kuszon azonositott Pseudo-Response-Regulator-2  (PRR2) génjelolt feltételezhetéen a
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plasztidok kialakitasaban és a bioszintetikus Ut szabalyozasaban jatszik szerepet (Jeong et al.,
2020; Lee et al., 2020).

Az eddigi kutatasok f6leg a termésszint befolyasold6 monogénes mutacidkat érintették, ezen
kutatasok vilagitottak r4 a narancssarga és a sarga termésszin, valamint a CCS kiilonboz6
mutacioi kozotti 6sszefliggésekre. Korai kutatasok azt feltételezték, hogy az Y l16kuszon talélhatd
CCS szabalyozza a piros termésszint, és ennek delécioja sarga fenotipust eredményez (Lefebvre
et al., 1998). Késébb, sarga és piros termésii paprikak interspecifikus keresztezésébdl szarmazd
hasadd populécié vizsgalatakor, egy delécidt irtak le a CCS gén 5° végén, amely a sarga
fenotipusban hidnyzott, de a pirosban jelen volt, ugyanakkor a kodold régio 3’ vége mindkét
fenotipusnal egyforman kimutathatd volt. Piros és fehér termésii paprikak keresztezése utan az F»
nemzedékben narancssarga egyedek is megjelentek, amelyek hasonldan a sarga fenotipushoz, a
mutans CCS gént hordoztak. Ezzel szemben mas narancs termésti genotipusokbodl ki tudtak

mutatni a vad tipusu CCS allélt (Popovsky és Paran, 2000).

A CCS gén térképezese soran a gént a 6. kromoszoémara pozicionaltak, arra a helyre, ami
megfelel a paradicsom B lokuszanak, amit a p-karotin hiperakkumulaci6javal hoztak
dsszefuggésbe. A paradicsom B lokusza a likopin-B-ciklaz enzimet kdédolja, a CCS génrél is
megallapitottdk, hogy rendelkezik ilyen aktivitassal (Thorup et al., 2000; Zhang és Stommel,
2000). Lang és munkatarsai (2004) egy narancs és egy piros termésii paprika keresztezésébol
kapott F> populécidt vizsgéltak, eredményeik alapjan a kddold régié upstream részében tortént
delécio, ugyanis a narancs fenotipusban ezt a szakaszt nem tudtdk kimutatni, csak a piros
termésiickben, mig a CCS downstream része a narancs és piros termésii egyedekben is

konzervalt.

Ha és munkatarsai (2007) két sarga termésti paprikabol is izolaltak a teljes CCS gént,
ugyanakkor expresszids szinten mar nem tudtdk kimutatni. Ennek oka, az egyik genotipusban
keletkez6 csonka fehérje 199 aminosavbol all. A masik vizsgalt genotipusban pedig az 1431-es
poziciéban egy 8 bazisparos inszercid miatti frameshift muticié okozott korai transzlacios
terminaciot, igy alakitva ki egy 495 aminosavbol &ll6 fehérjét. igy a sarga szin kialakulasa nem a
CCS hianya, hanem a nonszensz medidlta mRNS lebomlas kdvetkezménye. Kiilonb6z6
Capsicum fajok, mint C. baccatum, C. annuum és a C. chinense promoter és kddolo régidjanak
szekvenalasakor fajspecifikus kiilénbségeket talaltak (Ha et al., 2007; Lefebvre et al., 1998).

Egy masik esetben, egy narancssarga termésii paprikaban egy bazis delécidja az 1283 helyen

egy korai transzlacios terminacios stophoz vezetett, igy alakitva ki egy ujabb, csonka variansat a
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CCS génnek, a CCS-3-at. A vad tipusi CCS 499 aminosavbol all, mig a csonka varians csak 423
aminosavat tartalmaz. Ez a genotipus nem halmozott fel sem kapszantint, sem kapszorubint,
ugyanakkor a f-karotin szintje megnovekedett. Ezt a magasabb B-karotin tartalmat a paradicsom

B I6kusza és a CCS pozicioja kozotti szinténidval magyaraztak (Guzman et al., 2010).

A narancs fenotipust paprikdk esetén a CCS prométer régidjaban 3 SNP-t irtak le,
ugyanakkor ezek nem magyaraztak az eltéré transzkriptum mennyiségeket. Az egyik vizsgalt
narancssarga bogyoju genotipusban a vad tipust CCS gént talaltak, amelyrdl atirat is keszilt,
ugyanakkor fehérje terméket mar nem tudtdk kimutatni. Igy a transzkripcionélis szabélyozas
mellett a transzlacio szintjén torténd szabalyozas lehetdsége is felmeriilt (Rodriguez-Uribe et al.,
2012).

Piros és sarga termésli paprikak CCS génjének szekvencia 0sszehasonlitasa soran az egyik
sarga genotipusban két mutécidt irtak le. Egyrészt, az 1265. pozicidban egy bazis delécidja miatt
kialakult frame shift, a masik pedig az 1095-6s pozicidban egy SNP okozta korai stop kodon —
ezt nevezték el ccs variansnak — miatt kialakulé Gjabb csonka fehérje, amely 364 aminosavbdl
all. Promdter szekvencia 6sszehasonlitdsok utan fajspecifikus kilonbségeket taldltak. A
fajspecifikus kiilonbségek kozt egy 176 bazispar hosszu tandem ismétlédo inszercidt is leirtak a
prométer régidban 165 bp upstream a transzkripcios starttél, ami a C. annuum fajnal haromszor,
a C. chinense esetén négyszer ismétlddik. Ezekben az ismétlédo egységekben, homérséklet és
fény érzékeny cisz regulator elemeket taléltak, amelyek magyardzhatjdk a napfény és a
magasabb homérséklet miatti megnovekedett kapszantin és kapszorubin szinteket. Ugyanebben a
kutatdsban egy piros és egy sarga termésti C. annuum paprika promotere teljesen megegyezett

egymassal, tehat ez nem magyarazza az eltéré transzkriptum mennyiségeket (Li et al., 2013).

RNS interferencidval bizonyitottdk, hogy a piros termésszinhez nem elég a funkcidképes
CCS megléte és kifejez6dése, hanem a bioszintetikus Ut egyeb génjeinek (PSY, Lcyb és CrtZ)
mitkodése is elengedhetetlen. Amikor a CCS, PSY, Lycb és CrtZ géneket akar egyesével, akar
csoportosan csendesitették, nem alakult ki piros szin, mivel a karotin bioszintetikus Ut koztes
metabolitjainak (p-karotin, zeaxantin, B-kriptoxantin) mennyisége csokkent (Tian et al., 2014).
Kim ¢és munkatarsai narancs és piros termésii paprika keresztezésébdl szarmazod hasadd
populéaciot vizsgalva megallapitottdk, hogy a narancsszint egy recessziv gén okozza. A
keresztezési partnerek karotin bioszintézisében résztvevd fobb gének vizsgalatakor csak a CCS
génben taléltak kiilonbségeket. Harom SNP-t azonositottak a narancs termést fajtaban, melyek
kdzil az egyik az 1026-0s poziciéban egy timin inszercié miatt kialakult korai stop kodon, igy a
CCS fehérje minddssze 370 aminosav hosszl. Ahogy az elé6zéekben leirt narancs mutansok, ez a

fajta is magasabb PB-karotin szintet mutatott, feltehet6leg azért, mert a csonka CCS fehérje
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likopin-B-ciklazkent funkcional és nem CCS-ként, igy az ilyen mutaciot hordozé genotipusok

human taplalkozasi szempontbol akar elénydsebbek is lehetnek (Kim et al., 2017b).

A CCS mellett a paprika bioldgiailag érett termésének a szinét meghatarozé masik fontos gén
a C2 I6kuszon talélhato fitoén-szintdz. Huh és munkatarsai egy piros termésii C. annuum és egy
narancssarga C. chinense keresztezésével elballitott térképezési populacioban vizsgaltak a piros,
illetve narancsarga szinnel kapcsolt géneket, lI6kuszokat. Az F1 nemzedékben a piros szin volt a
domindns a narancs felett, az F»-ben a narancsszin a fitoén-szintaz génnel koszegregélt.
Megaéllapitottak, hogy a CCS és a PSY nem azonos kapcsolatsagi csoporton van, és nem egydtt
oroklodik, igy azt feltételezték, hogy a PSY alakitja ki a narancsszint a C2 l6kuszon (Huh et al.,
2001). Egy piros C. annuum és egy narancssarga C. chinense paprika PSY génjét vizsgalva 12
SNP-t azonositottak, ezek kozilil a hatodik exonnal 1évé SNP értelmetlen mutaciohoz vezetett. Az
exon/intron hataron 1évé A-C baziscsere miatti frame shift egy korai transzlacids stopot alakitott
ki, igy feltételezhetéen a csonka PSY felelds a narancsszin kialakitasaért. Visszadllitva a vad
tipust gént a termés szine piros lett (Kim et al., 2010). A PSY1 csendesitett ndvényekben is ki
tudtak mutatni alacsony szint{i karotinoid akkumulaciot, feltételezhetden azért, mert a PSY2 gén
veszi at a csendesitett PSY1 szerepét és biztosit egy mininalis karotinoid mennyiséget (Jang et
al., 2020). A PSY1-et és a karotinoid bioszintetikus Ut egyéb kulcsfontossagl génjeit vizsgalva
kiilonboz6 allélvariansokat talaltak, ez magyarazhatja az eltér6 mennyiségli és mindségi

karotinokat a termésekben (Jeong et al., 2019).

A narancssarga termésszin indukalt mutécié eredményeként is kialakulhat. Az EMS éltal
indukalt narancssarga termésti mutanst egy piros termésii fajtat hasznalva allitottak el6. A
mutans a vad tipustol eltérd karotinoid mintazatot mutatott; foként B-karotint halmozott fel. A p-
karotin-hidroxilaz2 (Chy2) génben egy A-G baziscserét azonositottak a 709-es pozicidban. A
mutans Chy2 gén koszegregalt a narancsszinnel, tehat a CCS-en és PSY1-en tdl a Chy2 is felelds
a narancsszin kialakitasaért (Borovsky et al., 2013). Egy rontgen mutagenezissel eléallitott
narancssarga mutans — az of mutans — magas f-karotin akkumulacioval rendelkezett, amelyet a
bekovetkezett mutacidja okozott (Daskalov, 1986; Petrov et al., 2013). Ezt a mutaciot vitték at az
’Albena’ fajtaba, kialakitva bel6le az "M38’ fajtat, amely magas B-karotin szinttel rendelkezett,
ami human taplalkozasban ugyan kozvetlenil nem emeli az A vitamin szintet, de hozzajarul a

cink és a vas jobb felvételéhez (Tomlekova et al., 2017).
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1. tablazat — A karotinoid bioszintézis génjeiben bekdvetkezett mutaciok és az igy kialakult termésszin

Gén Szin/ Felel6s mutacio Hivatkozas
, . .y Lefebvre et al.,
e Sarga termesszin / delécio 1998
. e s g Popovsky és
e Sargatermésszin /5’ rész delécidja Paran. 2000
e Sérga termésszin / +599. pozicidban
bekovetkezett baziscsere miatt kialakult
stop kodon Ha et al., 2007

e Sargatermésszin / +1431. pozicidban 8
bazis inszercidja miatti korai
transzlacios terminécid

Kapszantin- e Narancssarga termésszin / a kédold
ka_DSZ,OEme' CCS 1régio 5° részének delécidja
szintaz

Lang et al., 2004

e Narancssarga termeésszin / +1283
pozicidban egy bazis delécidja miatt Guzman et al.,
kialakult korai transzlacios teminacios 2010
stop, Ccs-3 varians

e Séargatermésszin/ 2 SNP a +1095 és
+1265. pozicidkban, korai stop kodon Lietal., 2013
miatti csonka varians, ccs

e Narancssarga termeésszin/ 3 SNP, korai
stop kodon miatt kialakult csonka Kim et al., 2017
varians

e Narancssarga termésszin / exon-intron
PSY hataron bekdvetkezett SNP miatti korai  Kim et al., 2010
stop kodon

Fitoén-
szintaz?

e Narancssarga termésszin / EMS
Chy2 indukalta mutacid, +709. pozicioban
B-karotin- SNP aminosav cserét okoz
hidroxlaz2®

Borovsky et al.,
2013

e Narancssarga termésszin / réntgen
Crtz indukalta mutacié okozta delécié a gén
3’ terminalis régojaban

Petrov et al,
2013

Jegyzet:*' az anteraxantint és a violaxantint voros pigmentekké kapszantinna és kapszorubinna alakitja, # 2
molekula geranilgeranil pirofoszfatbol szintelen fitoént allit el8, * B-karotinbdl zeaxantint allit eld

Az tvonal szabalyozasanak teljeskoriibb megértés€hez a bioszintetikus 1t struktirgénjeinek
a kddold szekvencijan tal, a promoter szekvencidk jellemzése is sziikséges, de az eddigi
kutatasok leginkabb csak a CCS génre fokuszaltak (Ha et al., 2007; Li et al., 2013). Ugyanakkor,
ezen a megkdzelitésen keresztul fel lehetne tarni a bioszintetikus Gtvonal struktdrgénjei és az
Oket szabalyoz6 transzkripcios faktorok kozotti kolcsonhatasokat (del Rocio Gémez-Garcia és
Ochoa-Alejo, 2013; Villa-Rivera et al., 2022). A karotinoid bioszintézist érintd eddig leirt

mutaciokat és az altaluk okozott termésszint az 1. tablazat foglalja 6ssze.

A termések karotinoid tartalmat a kromoplasztiszok felépitésével 0Osszefliggésben is

vizsgaltadk. Termésérés soran a kloroplasztiszok jelentds szerkezeti atalakulason mennek
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keresztill, mire kromoplasztiszokka valnak, melyek a karotinoid bioszintézis elsédleges
helyszinei. Kilcrease szerint a karotinoidok osszetételbeli kiilonbségei a kromoplasztok valtozé
alakjaval és méretével magyardzhatdéak (Kilcrease et al.,, 2013). Bar egy késobbi
publikaciojukban nem talaltak 6sszefliggést a kromoplasztok alakja és a CCS, PSY, CrtZ-2 gének
expresszioja kozott, ellenben a fibrillin gén expresszioja pozitivan korreldlt a violaxantin
tartalommal, és negativan a kapszantin tartalommal. A fibrillin az egyik legnagyobb
mennyiségben eléforduld fehérje a piros paprika kromoplasztiszaiban és szorosan kapcsolodik a
kromoplasztiszokban talalhaté karotinoid-tarolé struktirakhoz (Kilcrease et al., 2015). Amikor a
paprikabdl izolalt fibrillin gént tultermeltették paradicsomban, mind a karotinoidok, mind az

egyéb karotinoid szarmazékok szintje kétszeresére nétt (Simkin et al., 2007).

A Kkarotinoidok bioszintézisét nemcsak a genetikai hattér, hanem a megvilagitas és a
termesztési madszerek is befolyasoljak (Kim et al., 2016; Simkin et al., 2003). A kezdeti 150
umol/s/m? fotoszintetikus fontonaram-siiriiség megvilagitast kapo paprika levelekben mért total
karotinoid tartalom 1,76 mg/g-rél 1,34 mg/g-ra csokkent 48 6ras 280 umol/s/m? megvilagitas
utan. Ugyan a karotinoidok folyamatosan termelddtek a megvilagitast kapod szdvetekben, de a
fotooxidacidé kovetkeztében egy részik el is bomlott. Ugyanezeket a ndvenyeket 48 oran
keresztiil 0,06 pmol/s/m? alatt, sGtéthen tartva, a total karotinoid mennyiség 1,23 mg/g volt.
Génexpresszids vizsgalatokkal bizonyitottadk, hogy a fitoén szintaz (Psy) és a fitoén deszaturaz
(Pds) gének transzkriptumai alig kimutathatdak a sotétben nevelt ndvények esetén, illetve a
{(zéta) — karotin deszaturdz (Zds) és Lyc-b gének expresszidja is csokkent a fényen tartott
névényekhez képest (Simkin et al., 2003). Talajban, illetve talaj nélkdili termesztéstechnoldgiaval
nevelt ndvények karotinoid profiljat 6sszehasonlitva szignifikans kiilonbségeket tapasztaltak a
két termesztokdzegben tartott ugyanazon genotipusok esetén. Az eltérd termesztékozeg a
karotinoidok Osszetételére nem volt hatassal, de a kiillonbozd vegyliletek mennyiségére igen,
példaul a bioldgiailag aktiv hatasi zeaxantin mennyisége haromszor akkora a talajban nevelt

’Oranos’ paprikaban, mint a hidroponikus koriilmények kozt tartottban (Kim et al., 2016).

3.3.2. Klorofillok

A termesek gazdasagi, és egyes esetekben akar a bioldgiai érettségének szinét meghatarozo
masik fontos szinanyag csoport a klorofillok. Az egyszeri struktargének mellett olyan
mennyiségi jellegeket meghatarozd Idkuszokat, azaz QTL-eket, is azonositottak, amelyek
érett termések klorofill tartalméat szabalyozzak, ugyanakkor a pc8.1 hatassal volt a bioldgiailag

érett termések karotinoid tartalmara is. Ez a hatas azonban a bioldgiailag érett termés szinre a
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kovetkez6 generaciokban nem volt konzisztens. A pc8.1 a szinintenzitast a kloroplasztiszok
méretének novekedése révén befolyédsolja, igy a klorofill tartalom mellett a klorofillhez
kapcsolodd tokoferolok és karotinoidok szintjére is hatéssal volt (Brand et al., 2012). Egy
kés6ébbi tanulmanyukban a Golden-2 (GLK2) gént irjak le, mint a pc10.1 QTL szabalyozoja. A
pc8.1-hez hasonléan a GLK2 altal szabalyozott pcl0.1 is a kloroplasztisz kompartment
méreteinek noveléséért felelds a termések gazdasagi érettségében, ezaltal befolyasolva a klorofill
tartalmukat. A GLK2 null mutécidi alacsonyabb klorofill tartalomhoz vezetnek (Brand et al.,
2014). A GLK2 és PRR2 mellett a MIP1 és LOL1 géneket is 0sszefliggésbe hoztak a termések

.....

A termések szinének intenzitdsat vizsgalva a Pseudo-Response-Regulator-2 (PRR2)
transzkripcids faktor magas aktivitast mutatott a paradicsom kormos érésfazisaban. Ezt a gént
taltermeltetve, mind a plasztidok mérete és szdma, mind pedig a pigmenttartalom
megndvekedett, igy magasabb klorofill és karotinoid szinteket eredményezett a paradicsom
éretlen és érett terméseiben. A paradicsom PRR2 ortoldgja paprikdban a termés szinének és
ennek intenzitdsanak szabalyozo6jaként miikodik. Fehér, illetve z6ld szinli paprikébodl izolalt
PRR2 szekvenalasakor egy G-A baziscserét taldltak, ami a fehér paprikanal egy korai stop
kodont eredményezett. Ezt az SNP-t egy hasadd populacioban vizsgalva kapcsolatba tudtak
hozni a paprika gazdasagilag érett szinének intenzitasaval (Pan et al., 2013). Ezt a gént hoztak a
késdbbiekben Osszefiiggésbe a C1 lokusszal, amely a termések bioldgiailag érett szinének

karotinoid Osszetételét befolyasolja (Jeong et al., 2020; Lee et al., 2020).

A karotinoidok bioszintézisével egyidejiileg a klorofillek katabolizmusa zajlik az érés soran.
Ennek egyik kulcsfontossagu enzime a feoforbid-oxigenadz, melyet a feoforbid-a-oxigenaz (PAO)
gén kddol. Ugyanakkor z6ld szine a termésnek nem csak gazdasagi érettségében lehet, mert a
z6lden marad6 Ugynevezett cl mutansok biologiai érettségii terméseiben is jelen vannak a zold
szinanyagok (Wang és Bosland, 2006). Spontan kialakult zolden marad6 — stay green —
mutansokban a PAO génben tortént mutacié okozta génaktivitasaban bekdvetkezett valtozas volt
felel6s a fenotipus kialakuldséért (Roca és Minguez-Mosquera, 2006). A cl mutansok termései
bioldgiai érettségben is z6ldek maradnak, sargulés csak a teljes érésen tul figyelheté meg, tehat
ezekben a mutansokban a klorofill katabolizmus nem gatolt, csak késleltetett. A cl lIokuszt a
paprika els6 kromoszomajara térképezték, igy nem a PAO alakitja ki ezt a fenotipust. Borovsky
és Paran (2008) paprikabol izolaltak a Stay Green (SGR) gént. Vad tipust és mutans névénybol
szarmazd szekvenciak dsszehasonlitasakor egy T-C baziscserét azonositottak a 340. pozicidban,
ami egy aminosav cserehez vezetett. Vizsgalataik alapjan ez az SGR génben tortént mutacid

okozta a z6lden marado (cl) fenotipust (Borovsky és Paran, 2008) (2. tablazat).
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2. tblazat — 4 paprika termésének karotinoid és klorofill bioszintézisben részt vevd génekben bekivetkezett mutdcio
okozta természszin valtozas

Gén Szin/ Felelés mutaciod Hivatkozas

Pseudo-
Response-  PRR2
Regulator-2*

e Fehér termésszin / G-A baziscsere miatt

kialakuld korai stop kodon Panetal., 2013

e Fehér, krémfehér, halvanyzold
termésszin / 3 csonka varians: egy 6 bp  Brand et al.,
inszercio, 3 bp delécio és egy SNP is 2014
korai stop kodon kialakulasat okozta

Golden-2? GLK2

, ) . fecr : Roca és
Feoforbid-a-  , \ e Zolden maradé termesszin / enzim Minguez-

- 7 3 r”r . 7 r JO r 4 7
oxigenaz muk t érint0 mutaci
g ukodését érintdé mutacio Mosquerra, 2006

e Z0lden maradd termésszin / aminosav
Stay Green* SGR csere a +340. pozicioban tortént T-C
baziscsere miatt

Borovsky és
Paran, 2008

Jegyzet:* plasztidok méretének és szamanak kialakitasa, 2 kloroplasztok kialakitasa, ¥ klorofillok degradaciojanak
kulcsenzime, % kloroplaszt fehérje, feltehet6leg a PAO-t szabalyozza

3.3.3. Antocianok

A klorofillekhez hasonl6an, az antocianok jelenléte a paprika termésben szintén tranziens, és
az ¢érés el6rehaladtaval, a karotinoidok felhalmozodasaval egyidejlileg, ezek a pigment
molekulak altaldban lebomlanak (Lightbourn et al., 2008). Bar szamos kornyezeti tényezd
befolyasolhatja az antocian bioszintézisét, de ami igazan meghatarozza, az a genetikai hattér. Az
antocian bioszintetikus Utvonal szabalyozasa még mindig nem teljesen tisztazott, annak ellenére,

hogy — a karotinoid utvonallal ellentétben — a szabalyozo6 gének tébbsége ismert.

Az antocianok ndévényi masodlagos anyagcseretermékek, a flavonoidok osztalyaba tartoznak
és ezen belll a polifenolos pigmentek csoportjat képezik. Jellemzéen mindenitt megtalalhatéak
a novenyvilagban. Ezek a glikozilalt polifenolos vegylletek biztositjak a viragok, magvak,
termések és mas, vegetativ szovetek szinét, amely a narancssargatél a voroson és a lilan at a
kékig terjed (Tanaka és Ohmiya, 2008). Tipikusan vizben old6d6 szinanyagok, a sejt
vaku6luméban halmozddnak fel (Smeriglio et al., 2016). A ndvényekben a legelterjedtebb
antocianok a pelargonidin, cianidin, delfinidin, peonidin, petunidin és a malvidin (Kong et al.,
2003).

Az antocian bioszintézis genetikai hattere alaposan kutatott teriilet. Szamos ndveny faj
kapcsan reszletesen leirtak, mint a kukorica (Zea mays), petinia (Petunia x hybrida), ladfi
(Arabidopsis thaliana) esetében (Holton és Cornish, 1995; Liu et al., 2018; Winkel-Shirley,
2002). A bioszintetikus Gtvonal enzimeket kodold strukturalis génjeit mar jellemezték és
klonoztak, igy ismert, hogy ezek nagyfoki szekvencia-hasonlosagot mutattak a Solanaceae fajai
kozott is (Stommel et al., 2009). Az antocian bioszintetikus Ut konzervaltsagat nem csak a
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Solanaceae csaladon belll, de tébb méas csaladba tartozd ndvényfaj esetén is bizonyitottak
(Holton és Cornish, 1995). A kiilonb6z6 fajokban eltéré pigmentek halmozddnak fel, ami annak
tudhat6 be, hogy a strukturgének szabalyozdsa nem egyforma, esetleg bizonyos gének jelen
vannak, de nem expresszalnak. A petunia ezért nem termel pelargonidint, a kukorica pedig
delfinidint (Holton és Cornish, 1995; Quattrocchio et al., 1993). A paprikaban a delfinidin
szarmazékok a Kkizarolagos antocién tipust vegyuletek, azon belil is a legnagyobb ardnyban a
delfinidin-3-(p-kumaroil-rutinozid)-5-gliikozid fordul el6, amely a paprika termésében,
levélzetében és virdgaban is megtalalhatdé (Aza-Gonzalez és Ochoa-Alejo, 2012; Azuma et al.,
2008; Sadilova et al., 2006).

A Solanaceae csalddon belil a petunia esetén a legalaposabban feltdrt az antocian
bioszintetikus Ut, bioszintézisének genetikai elemei, kromoszoman val6d elhelyezkedésik és
miikodésének mechanizmusai nagyban hasonlitanak a tobbi Solanaceae fajéehoz (Quattrocchio et
al., 1999; Quattrocchio et al., 1993; Spelt et al., 2000). A Capsicum fajok esetében az antocianok
felhalmozodaséért a levelekben, virdgokban és éretlen termésekben az A lokusz felel (Peterson,
1959). A részlegesen dominans A (Anthocyanin) gén felelés a lila és fekete szinért az emlitett
novényi részeken. Egy masik gén, az A mddosité gén (MoA — Modifier of A) fokozza a lila szin
intenzitasat, ha az A jelen van (Daskalov és Poulos, 1994). A portok az egyetlen olyan szerv,
amelynek antocian felhalmozddaséért nem az A, hanem az Fc (Filament colour) I6kusz a felel6s
(Borovsky et al., 2004; Wang és Bosland, 2006). Géntérképezési kutatasok igazoltak, hogy az A
és Fc ugyanabban a pozicioban talalhaté meg a 10. kromoszoman, igy feltételezhetd, hogy a két
gén allélikus koélcsonhatasban van egymassal (Chaim et al., 2003). Antocianos elszinez6dés
eléfordulhat a bibében is, az Asf (Anthocyanin on style and filament) gén az A hidnyéban is lila
bibe kialakulasahoz vezet (Lippert et al., 1966; Odland, 1960). Az antocidnmentes szOvetek
kialakitasaért szamos gén felelés, C. chinense-ben az al-1, al-2, al-3, al-4, al-5, al-6 és az al-7,

mig a C. chacoense-ben az al-8 (Csillery, 1980; Csillery, 1983).

3.4. Az antocian bioszintézis struktaralis génjei

Az antocian bioszintetikus Utvonal az altalanos flavonoid utvonal Kiterjesztése. A
bioszintézisében résztvevé gének két csoportba oszthatoak: strukturalis gének, amelyek a reakcid
Iépéseket katalizalo enzimeket kddoljak, valamint a szabalyozo gének, amelyek a strukturalis
gének kifejez6dését befolyasolod transzkripcids faktorokat kddoljak (Gonzali et al., 2009). A
bioszintetikus Ut enzimjei az alabbiak: fenilalanin ammonia-lidz (PAL), cinnamat-4-hidroxilaz
(C4H), 4-kumaroil-CoA-ligaz (4CL), chalkon-szintaz (CHS), chalkon-izomeraz (CHI), flavanon-
3-hidroxilaz (F3H), flavonoid-3’-hidroxilaz (F3’H), flavonoid-3’, 5'-hidroxilaz (F3'5'H),
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dihidroflavonol-4-reduktaz (DFR), antocianidin-szintaz (ANS) és az UDP-glukdz-flavonoid 3-
glikozil-transzferdz (UFGT). Az antocianin-permedz (ANP) és a glutation-S-transzferdz (GSTs)
az antocian vakuo6lumba torténé transzportjéért felelés. Szamos enzim a flavonoid antocidnna
valé atalakitdsaban vesz részt, ilyen a 3/5-O-glikozil-transzferazok (3GT/5GT), ramnozil-
transzferdz (RT) és O-metiltranszferdz (OMT) (Aguilar-Barragan és Ochoa-Alejo, 2014; Aza-
Gonzélez et al., 2012; Borovsky et al., 2004; Holton és Cornish, 1995; Stommel et al., 2009;
Thorup et al., 2000) (2. &bra).

4-Coumaroyl- + 3 * Malonyl
CoA CoA
L )
CHS
Nari ;enin

auos =FLS=- Flavonols

chali:one
CHI

v

Naringenin
|
F3H
A 4
Dihydroquercitin €=F3'H=Dihydrokaempferol =F3'5'H® Dihydromyricetin ~ Dihydroflavonols

DFR DFR DFR
v v Vv
Leucocyanidin Leucopelargonidin Leucidelphindin Leucoanthocyanidins
| | [
ANS ANS ANS
v A 4 Vv
Cyanidin Pelargonidin Delphinidin Anthocyanidins
| | |
UFGT UFGT UFGT
(€ vd 1 w'd' Y
yanidin 3- Pe argonidin 3- Delphml(.im 3- T
glucoside glucoside glucoside

2. dbra — Altalanos antocian bioszintetikus Gtvonalban résztvevé korai és kései struktiirgének: chalkon-szintaz
(CHS), flavonol-szintaz (FLS), chalkon-izomeraz (CHI), flavanon-3-hidroxilaz (F3H), flavonoid-3 -hidroxilaz
(F3’H), flavonoid-3', 5'-hidroxilaz (F3'5'H), dihidroflavonol-4-reduktdz (DFR), antocianidin-szintaz (ANS) és UDP-
glukdz-flavonoid 3-glukozil-transzferaz (UFGT) (Liu et al., 2018)

A reakcioban résztvevd enzimek csoportosithatdak az alapjan, hogy korai vagy késdi
struktlrgének kodoljak oket. Korai strukturgének (EBG) a CHI, CHS, F3H, mig a kései
struktargenek (LBG) az F3’H, F3'5'H, DFR, ANS, UFGT és RT (Zhang et al., 2015). A korai
gének fuggetlenil expresszalnak az A lokusztol mig a késbi gének expresszioja A lokusz fliggo
(Borovsky et al., 2004).

A Solanaceae csaladon belil nincs kévetkezetes korrelacio az EBG-k expresszios profilja és

az antocian tartalom kozt. Ezt mutatja az is, hogy nem talaltak szignifikans kilonbséget az
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antociant felhalmozo Aft/Aft (Anthocyanin fruit) mutans paradicsom és a nem lilulé kontroll kozt,
ugyanakkor, az atv/atv (atroviolacea) mutans névényekben magasabb PAL, CHS, CHI és F3H
transzkriptum mennyiséget detektaltak a kontroll novényekhez képest. A duplamuténs Aft/Aft
atv/atv paradicsomban az altalanos flavonoid Gtvonal génjei atlagosan magasabb expresszios
szintet mutattak a kontrolléhoz, és az Aft/Aft illetve az atv/atv paradicsoméhoz képest (Povero et
al., 2011). Kang és munkatérsai is hasonld eredményre jutottak, a 3GT Kivételével mind a korai,
mind a kései gének expresszidja magasabb volt az antocidnos ndvényekben (Kang et al., 2018).
Az ’Alisa Craig’ és egy atv/atv paradicsom 6sszehasonlitd elemzésekor azt talaltak, hogy az
antociant felhalmozo atv/atv genotipusban mind a szabalyozo6, mind a struktirgének expresszidja
atlagosan magasabb, de szignifikans kulonbséget csak az F3’5’H, ANS és DFR kései
strukturgének esetén mutattak ki (Colanero et al., 2018).

A ’Classic’ és *Ghostbuster’ padlizsanok vizsgalatakor — egy érésfazis kivételével —a CHS,
ANS és DFR transzkriptumok mértéke szignifikansan magasabb volt a lila ’Classic’ fajtaban,
viszont a CHS gén expresszidja az utolso éresfazisban nem mutatott szignifikans kilonbseget a
fehér és a lila héju genotipusok kozt (Stommel és Dumm, 2015). A sotétlila *Black Beauty’ és a
z0ld cirmos *E13GB42’ fajtak &sszehasonlitasakor a CHS, ANS és DFR gének expresszidja a
sotétlila fajtdban szignifikdnsan magasabb volt (Gisbert et al., 2016). Hasonlé eredményre
jutottak Zhang ¢és munkatarsai is, a fehér ’Bai Xue’ ¢és lila termésti ’Zi Chang’ fajtak
vizsgalatakor. A PAL Kivételével, minden maés struktirgén — féleg a F3°H, ANS, DFR és GT —
expresszidja tobb ezerszerese volt a fehér fajtaénak (Zhang et al., 2014). Jiang és munkatarsai a
"Lashan Hexian’ fajtat vizsgalva az F3H kivételével szoros korrelaciot mutattak ki a CHS, CHI,
F3°5’H, DFR és ANS gének expresszidja és az antocian tartalom kdzt (Jiang et al., 2016).

Fehér és lila burgonya gumdjanak héjat és hasat elemezve, a CHS és a 4CL traszkript
mennyisége a héjban nem mutatott szignifikans kilonbséget, mig a hdsban minden strukurgén
expresszidja magasabb volt a lila fajtaban (Liu et al., 2015). A sarga ’Yellow Meigui’, piros ’Red
Meigui’ és a lila "Purple Meigui 2’ burgonya fajtakban magas CHS expressziot mértek, a fehér
’Shepody’ fajtahoz képest. Ezt azzal magyardztak, hogy az antocian bioszintézisének egyik
legkritikusabb lépése, hogy az egyik prekurzor molekulajabol, a 4-cinnamioil-CoA-bol, minél
tobb naringenin-chalkon keletkezzen, hogy ezaltal kevesebb prekurzor jusson a lignin
bioszintetikus Utba. A naringenin-chalkon szintézisét a CHS gén altal kodolt chalkon-szintaz
végzi. Magas CHS és alacsony sikimin O-hidroxicinnamoil-transzferaz (HCT) transzkript
mennyiseg az antocian bioszinteikus Utnak kedvez a lignin bioszintézissel szemben (Tengkun et
al., 2019).
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Paprika esetén is ellentmondd eredmények szilettek az antocian bioszintetikus dtvonal
strukrargénjeit tekintve. A nem lilulé C. chinense ’P1159234° és az antociant felhalmoz6 C.
annuum ’5226° paprikak sturturgénjeinek expresszios profiljat 6sszehasonlitva azt talaltak, hogy
a CHS és CHI gének expresszidjaban nincs kiilonbség a vizsgalt novények kozt (Borovsky et al.,
2004). Aza-Gonzalez hasonlé eredményre jutott a C. annuum cv. *Arbol’ (részlegesen lilulo),
"Uvilla’ (lila) és *Tampiquefio 74’ (nem liluld) fajtdk 6sszehasonlitasakor. A CHS, CHI és F3H
gének expresszidja minden vizsgélt fenofazisban mindharom fajtaban kimutathaté volt (Aza-
Gonzalez et al., 2013). Egy lilulé C. annuum °Z1’ és egy nem liluld A3’ paprika expresszios
profiljat 6sszehasonlitva azt talaltak, hogy a 4CL és CHS gének azonos modon fejezédnek ki
(Zhang et al., 2015). Két lila genotipus ’L66° és ’L29°, illetve egy zold genotipus L9’
vizsgalatakor a termések antocian tartalma szoros 6sszefliggést mutatott nem csak a kései DFR,
ANS és UFGT gének expresszidjaval, hanem a korai CHI, PAL, C4H gének transzkriptum
mennyiségével is (Meng et al., 2022).

Alacsony ¢és magas hOmérsékleteken nevelt lilulo C. annuum ’G02C27’ paprikaban a
magasabb fényintenzitds mindkét hoémérséklet esetén megndvekedett antocidn tartalmat
eredményezett a novényekben. Ezekben a paprikdkban nem csak a DFR és ANS gének
expresszidja volt magasabb, hanem a CHS korai struktirgén expresszioja is (Lightbourn et al.,
2007). A nem lilul6 C. annuum ’0619-2" és az antociant felhalmozé *06C59’ paprikék
vizsgalatakor a CHS, DFR és ANS gének is magasabb expresszids szintet mutattak a lila
paprikdban (Stommel et al., 2009). Egy antociant felhalmozo6 C. annuum *KC00134’ és egy nem
lilul6 *Chilbok No.2’ paprikat vizsgalva azt talaltak, hogy a liluldé paprikaban a DFR, ANS és
UFGT kései gének mellett az F3H expresszidja is magasabb, ugyanakkor PAL, C4H, 4CL és a
CHS expresszidja a két vizsgalt ndvény kdzt nem mutatott szignifikans kilonbséget (Jung et al.,
2019). A termések hus és héj pigmenttartalmanak vizsgalatakor pozitiv korrelaciot mutattak ki a
termés héjanak antocian tartalma és CHS, F3’H, DFR, ANS és az UFGT genek expresszioja kozt
(Filyushin et al., 2020). Lila, illetve zold termésti C. annuum ’Co62’, illetve Co64’° paprikak
vizsgalatakor, a PAL, C4H, 4CL, F3H és ANS gének expresszioja nem Kkilonbozott
szignifikansan, mig a lila termésti paprikaban a CHS, CHI, F3’H, F3’5’H, DFR és az UFGT
gének expresszioja magasabb volt (Tang et al., 2020) (3. tablazat).

22



3. tablazat — Az antocian tartalom és a bioszintetikus Ut struktdrgénjeinek korrelacidja a padlizsan, burgonya,
paradicsom és paprika esetén

Paradicsom Padlizsan Burgonya Paprika
CHS * * * *
CHI + + + +
F3H * * + *
F3’H + n.a. + +
F3'5'H + + + +
DFR + + + +
ANS + + + *
UFGT + n.a. + +

’+’: ellentmond6 eredmények, *+’: pozitiv korrelacio, n.a.: nincs adat. A padlizsan adatok: (Gisbert et al., 2016;
Jiang et al., 2016; Stommel és Dumm, 2015; Zhang et al., 2014), a burgonya adatok: (Liu et al., 2015; Tengkun et
al., 2019), a paradicsom adatok: (Colanero et al., 2018; Kang et al., 2018; Povero et al., 2011), a paprika adatok:
(Aguilar-Barragan és Ochoa-Alejo, 2014; Aza-Gonzalez et al., 2013; Borovsky et al., 2004; Filyushin et al., 2020;
Jung et al., 2019; Lightbourn et al., 2007; Meng et al., 2022; Stommel et al., 2009; Tang et al., 2020; Zhang et al.,
2015) alapjan, a tablazat Liu et al., 2018 alapjan szerkesztve.

Tehat az antocian bioszintetikus Gtvonalban résztvevé strukturalis gének transzkripcidja sok
hasonldsagot mutat a burgonyafélék csaladjan belil. Altalanossagban elmondhatd, hogy az
EBG-k az antocidnos és az antocianmentes szdvetekben is kifejezOdnek, ugyanakkor nincs
szigoru korrelacio az expressziojuk mértéke és a szdvetek antocian tartalma kozt. Ez annak a
kdvetkezménye, hogy a korai struktdrgének nem csak az antocianok, hanem egyéb flavonoidok
eléallitasahoz is sziikségesek, mint a flavonolok vagy a flavanolok. Ezzel szemben az LBG-k
transzkriptum mennyisége korreldl a szovetek antocian tartalmaval, transzkripciojuk a csalad
tobb tagjanal is érésfliggd mintdzatot mutat, ami arra utal, hogy egy konzervalt szabélyozo

mechanizmus alatt allnak.

3.5. Az antocian bioszintetikus Utvonal szabalyozésa

Az antocian bioszintetikus Utvonal szabalyozéasaért az dgynevezett MBW komplex felel.
Capsicum fajok esetében az MBW komplexet harom transzkripciés faktor csalad egyiittese
alkotja: a DNS-kot6 MYB, MYC tipust bHLH, és WD40 repeat fehérjék (Ramsay és Glover,
2005; Tanaka és Ohmiya, 2008). A MYB transzkripcios faktorok hatarozzak meg a komplex
aktivator, vagy represszor szerepét a stuktirgének promotereihez kapcsolédva a bHLH és WD40
transzkripcids faktorokkal kozosen, igy szabalyozva azok atirasat (Stommel et al., 2009). Az
aktivator MYB transzkripcios faktorok az R2R3-MYB, a represszor hatasu MYB-ek pedig az
R2R3-MYB és R3-MYB csaladokbol kertilnek ki (Yan et al., 2021). Mig az R2R3-MYB és a
bHLH transzkripcids faktorok expresszidja foleg az antociant felhalmozd szovetekre jellemzd,
addig a WDA0 transzkripcios faktorok expresszioja kozel azonos mértékii az antocian-mentes és

az antocianos szovetekben (Koes et al., 2005).

A petlnia az antocian bioszintézis modellndvénye, igy a bioszintetikus Utvonal szabalyozasa
is ennél a novénynél a legrészletesebben leirt. Viragszinének kialakulasa osszetett folyamat
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kovetkezménye, a sziromlevelek szabadon allé része, illetve a csévé zarddott alapi része,
valamint a porzd és a széllitd edénynyaldbok mentén torténé antocian felhalmozas is eltérd
szabalyozas alatt all (Albert et al., 2011). A szirmok szabadon all6 részenek pigmentéltsagat az
AN2 R2R3-MYB transzkripcios faktor szabdlyozza. A sziromlevelek csOvé zarddott alapi
részének és a porzok szinének kialakitasaban az AN4 R2R3-MYB jatszik szerepet (Quattrocchio
et al., 1999; Quattrocchio et al., 1998). Egy maésik, az AN4 szekvencidjaval nagyfoku egyezést
mutatd R2R3-MYB transzkripcios faktort kodolo Ggynevezett Mybb gént kldnoztak a viragok
szirmabdl (Kroon, 2004). A PH4 gén altal kodolt R2R3-MYB transzkripcids faktorban
bekOvetkezett mutacié egyes genotipusokban a vakudlumok pH-janak emelése altal a piros
virdgszirmokban kék elszinez6dést idézett elé, mig mas genotipusokban a virdgok
elszintelenedését okozta (Quattrocchio et al., 2006). A vegetativ szervek és részben a viragszin
kialakitasaban két masik R2R3-MYB jatszik szerepet, ezeket a Deep Puprle (DPL) és Purple
Haze (PHZ) gének kodoljak. Kodolo szekvencidjuk 70 és 79%-ban azonos az AN2 kddolo
szekvencigjaval, aminosav sorrendjuk alapjan pedig egy kladba esnek a petunia tobbi R2R3-
MYB transzkripcios faktoraval. A PHZ transzkriptum mennyisége a vegetativ és generativ
szervekben fény indukalta szabalyozas alé esik, mig a DPL transzkripcids faktor a virag alapi

részének szinét befolyasolja (Albert et al., 2011).

Petlnia esetén az aktivator MYB transzkripcios faktoron tul represszor hatéstakat is leirtak,
az R2R3-MYB csaladba tartoz6 MYB27-et, és az R3-MYB csaladba tartozé6 MYBx-et (Albert et
al., 2014; Koes et al., 2005). A MYBx homoldgja az Arabidopsis thaliana CAPRICE (CPC) R3-
MYB transzkricids faktora. A CPC-t taltermeld paradicsom vonalak szignifikdnsan kevesebb
antociant halmoztak fel a kontrollhoz képest (Wada et al., 2014). A MYBXx taltermel6 petinia
vonalak kevesebb antociant szintetizaltak, és a vakuélumuk pH-ja is valtozott, tovabba a MYBXx
megakadalyozta a DFR promoterének aktivalasat az MBW altal (Albert et al., 2014; Kroon,
2004). A MYB27 két mechanizmuson keresztll akadalyozza az antocian bioszintézist. Vagy
megakadalyozza az MBW komplex kialakulasat, vagy ezekhez kapcsolddva, az aktivator MBW

komplexeket represszorréa alakitja (Albert et al., 2014).

A MYB transzkripcios faktorokon tul, az AN1 (bHLH) és AN11 (WD40) transzkripcios
faktorok is szlikségesek a bioszintetikus Utvonal strukturgénjeinek atirdséért a vegetativ és
generativ szervekben egyarant (Quattrocchio et al., 2006; Spelt et al., 2000). Az AN11
expresszioja nem szovetspecifikus, a novény minden részében kifejezddik, beleértve a zold
szoveteket is. Ellenben az AN1 csak az antociant felhalmozo szOvetekben expresszal, igy
elengedhetetlen az antocian bioszintézishez. Ugyanakkor sem az anl sem az anll mutansok nem
halmoznak fel antociant (Tornielli et al., 2009). A bHLH géncsaladba tartoz6 JAF13 és AN1
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transzkripciés faktorok hatasa nem egyenértékii. Az anl  mutans novényekben a JAF13
tultermeltetése nem tudta komplementéalni az AN1 hianyat (Spelt et al., 2000). Kés6bb
bizonyitottdk, hogy az AN1 kozvetlenul az antocidn bioszintetikus utat szabalyozza a MYB-
AN1-WD40 kompex részeként, a JAF13 pedig az AN1 transzkripciojat, a MYB-JAF13-WD40

komplexen keresztul (Montefiori et al., 2015).

Ezek alapjan, az antocian bioszintézisének szabalyozéasa az aktivator R2R3-MYB-JAF13-
WD40 komplex kialakulasaval kezdédik, ami aktivalja az AN1 transzkripcidjat. Ezt kovetéen az
AN1 a WD40-hez és az aktivator R2R3-MYB-hez ko6tédik, és ez az MBW komplex inditja el a
bioszintetikus Utban szerepet jatszd struktirgének atirdsat. A represszor MYB molekuldk
kompetitorai az aktivator MYB-eknek, a JAF13 és AN1 kotésével csokkentik az aktivator
komplexek kialakuldsanak esélyét. A szovet és fenofazis fiiggvényében, illetve a kiilonb6zo
kornyezti tényezok (példaul fény) hatasara a komplexet mas-mas MYB transzkripcids faktorok
alkotjak. Béar a csaladon belill akadnak eltérések, a petlnia esetén az MBW komplex hatasat a
DFR, ANS és RT, azaz a bioszintetikus Ut kései struktdrgénjeinek esetén tudtdk kimutatni
(Quattrocchio et al., 1993).

A termések éppen aktudlis antocidn tartalmat az antocianok bioszintézise, illetve a
degradécidja egyuttesen hatarozza meg. Bioszintézisiik szabalyozasa, ahogy az el6bb emlitett
példak is mutatjak alaposan kutatott tertilet, ugyanakkor kevesebb informacié all rendelkezésre a
lebomlasukat illetéen. A degradaciojukat szamos tényez6 kivalthatja; példaul a kozeg pH-ja,
hémérséklet, fény, hidroxilaciojuk mértéke, vagy akéar fémionok jelenléte (Liu et al., 2018).
Lebomlasukban az oxigénnek is fontos szerepe van, legyen szé akar kdzvetlen oxidaciorol, akar
az oxidalé enzimek altali degradaciérdl (Enaru et al., 2021). Az antocianok lebontasaban az
ugynevezett antociandz enzimek vesznek részt, ilyenek lehetnek a glikozidazok, peroxidazok és
polifenol oxidazok, kozilik a glikoziddzok kozvetlenil, mig a peroxidazok és a polifenol
oxidazok kozvetetten fejtik ki hatasuk (Enaru et al., 2021). Annak ellenére, hogy az antocianok
irtdk le elészor (Brunfelsia pauciflora), a lebomlasuk szabalyozésardl nincs pontos informéacio

csaladon bell.

3.6. Az antocian bioszintézis szabalyozasa a Capsicum nemzetségben

Paprikaban kevesebb, a szabalyozasban szerepet jatszo gént irtak le. A petinia AN2, AN1 és
AN11 ortdlogjait azonositottak eddig, ezek rendre a CaMYBa, a CabHLH és a CawD40 gének.
A Capsicum fajok antocian felhalmozo6daséért a levelekben, viragokban és éretlen termésekben

az A lokusz felel, ezt az A lokuszt nem lilulé C. chinense *P1159234° és az antociant felhalmozd
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C. annuum °5226° paprikak keresztezésébdl szarmazo hasadd nemzedék segitségével a 10.
kromoszomara térképezték, arra a poziciora, ami megfelel a petdnia AN2 transzkripcids
faktoranak. Igy az A I6kuszon talalhaté MYBa az AN2 homoldgja. Mig az *5226° névényben
mind a generativ, mind a vegetativ szervekben ki tudtak mutatni a MYBa expresszidjat, addig a
nem lilulo *P1159234° névenyekben nem. Hasonldképp a DFR és ANS expresszidja is csak az
antocidnosod6 ndvenyben volt detektlhatd, igy feltételezték, hogy csak Ggy, mint a petdnia
esetében, a MYBa a bioszintetikus Ut kései génjeire van hatassal. (Borovsky et al., 2004).
Paprika virag és termés elemzésekor nem talaltak kilénbséget a CaWD40 expressziojaban a
kiilonb6z6 szinii genotipusok kozt. Ugyanezekben a szervekben a CaMYBa és CabHLH gének
expresszidja korrelalt az antocian tartalommal, és a DFR, ANS expresszidjaval. Ugyanezt az
Osszefuiggést a vegetativ szervek esetén nem tudtak kimutatni, igy feltételezték, hogy az A és
MoA 16kuszokon til egyéb tényezok is befolyasoljak a vegetativ szovetek antocian felhalmozasat
(Stommel et al., 2009).

A virus indukélta géncsendesités (VIGS) egy bevalt mddszer az antocian bioszintézisben
szabalyoz6 szerepet bet6ltoé transzkripcids faktorok szerepének vizsgalatara (Kim et al., 2017a).
Stommel és munkatarsai (2009) és Borovsky és munkatarsai (2004) adatainak ellentmond az
RNS interferencian alapul6 Kisérlet, miszerint az antociant felhalmozé C. annuum °ZI’
paprikaban a MY Ba transzkripcios faktor csendesitése a PAL, C4H és 4CL gének expresszidjan
kiviil minden mas korai és kései struktirgén alacsonyabb szintli expresszidjat eredményezte
(Zhang et al., 2015). Egy masik VIGS kisérlet soran a MYBa és a WDA40 transzkripcios faktorok
csendesitése a vegetativ és generativ szoveteiben egyarant antociant termelé C. eximium Hunz.
’1546° novényben nem csak a késoi strukturgénekre volt hatassal, hanem a CHS és F3H korai
struktargénekre is. A két transzkripcios faktor csendesitése nem vezetett teljes antocian-
mentességhez, csak szignifikansan csokkentette annak mértékét a kontrollhoz képest (Aguilar-

Barragan és Ochoa-Alejo, 2014).

Alacsony homérséklet és magas fényintenzitas a MYBa gen mellett a CHS, ANS és DFR
gének magasabb expresszidjat okozta. Ugyanezek a kortiilmények nem befolyasoltdk a CabHLH
és a CaWD40 expresszidjat (Lightbourn et al., 2007). Hidegstressz hatasara a CaMYBa,
CaWD40 és a CHI, F3’H és F3’5’H strukturgének expresszidja is névekedett (Zhang et al.,
2020). Kozepes hulldmhosszi UV-B sugarzas indukalta a CaMYBa expresszidjat, ami antocian
felhalmozddashoz vezetett a sugarzast kapd szdvetekben. Ezekben a szdvetekben a CaMYBa
expresszidja mellett, a CHS, F3H, DFR, ANS és az UFGT geének expresszioja is szignifikansan
magasabb volt, a z6ld szektorokehoz képest. A CaMYBa csendesitett névényekben az UV-B

sugarzas antocian bioszintézisre gyakorolt hatasat nem tudtak kimutatni (Wang et al., 2022).
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Jung és munkatarsai szoros korrelaciot mutattak ki a CaMYBa expresszio es az antocian tartalom
kozt. A nem liluld6 C. annuum Chilbok No.2" névényben a CaMYBa transzkriptumokat nem
tudtdk kimutatni, ebben a novényben a CHI és az F3H Kkorai struktirgének expresszidja is
szignifikdnsan alacsonyabb volt a lila genotipusénal (Jung et al., 2019). Més kutatok a Ca3GT
gént vizsgalva azt feltételeztek, hogy a MYBa a Ca3GT promoteréhez kodtddve a termések
gazdasagi érett szinét befolyasolja (Liu et al., 2020). Egy nemrég jellemzett R2R3-MYB
transzkripcios faktor, az AN3 a termés-specifikus antocian felhalmozésért felel, csendesitése
szignifikadnsan csokkentette a C4H, CHS, F3’5’H, ANS és DFR gének expressziojat (Byun et al.,
2022). A CaP transzkripcios faktor szintén a termésekben fokozza az antocian felhalmozodast,
de mar specifikusabb mddon, a termések csikokban torténd lilulasat alakitja ki (Li et al., 2023)
(3. &bra).

Aktivatorok Represszorok
(CaHREaMYBY— H srutairais genck bioszniéa o P

Strukturalis genek =

s
CQVVD4§ abHLI

Struktaralis gének |— ‘\<

CaWD40

6%
[CawD40

CabHL CaMYBal

R |, % CaWD40
4 v & ’

aW D4

3. &bra — A paprika antocian bioszintézisének endogén és exogén szabalyozdsanak egyszeriisitett abraja, sajat
szerkesztés, jelmagyarazat:
pozitiv szabdlyozds — gatlas — inaktivacio —«

miR858

Borovsky és munkatarsai (2004) az ’5226° és 'PI 159234’ novényekbdl izolalt CaMYBa
kodolo szekvenciajat elemezve nem talaltak killonbséget a lilulo és nem lilulé novények kozt,
igy feltételezték, hogy az eltérd expresszids mintdzat a promoterben talalhatod kiilonbségekbdl
adodik. A ‘KC00134’ és “Chilbok No.2' dsszehasonlitdo elemzésekor egy 5633 bazispar méretii
non-LTR retrotranszpozon inszerciot irtak le a liluld ‘KC00134' novény CaMYBa -673.

crer

génjének 3’UTR régioja novelte a CaMYBa expressziojat a rajta talalhatd cisz-szabalyozo
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elemek inszercioja altal. A CaMYBa promoter szakaszan 1év6 kotéhelyek miatt feltételezték,
hogy a CaMYBa képes az autoregulaciora, illetve mas transzkripcids faktorok bekotédése szintén
modosithatja az expressziojat (Jung et al., 2019). Ezzel szemben Ohno és munkatarsai (2020) a
LINE-1 non-LTR retrotranszpozon inszerciot a CaMYBa els6 intronjaban irjak le, kisérletiikben
viszont ugyanarra a kovetkeztetésre jutnak, hogy ez a retrotranszpozon inszercio vezet a
megndvekedett antocidn tartalomhoz. Szadmos més példa is mutatja a transzpozonok,
retrotranszpozonok szerepét a novények kiillonbozd szinvaltozatainak kialakitasdban; a CACTA
transzpozon inszercidja az RSMYB1 prométerebe gatolja a retek antocian bioszintézisét (Wang et
al., 2020), karfiol esetén szintén funckionyeréses mutaciot okoz a Pr R2R3-MYB transzkripcids
faktor promoterébe inszertalodott Harbinger transzpozon (Chiu et al., 2010), a Gretl
retrotranszpozon inszercidja a VvmybA1 gén funkcidvesztéseéhez vezet, igy blokkolva az antocian
bioszintézist a sz6l6 bogyodjaban (Kobayashi et al., 2004), mig a vérnarancs Ruby génjébe
inszertalodott Tcsl retrotranszpozon a termések fény és hideg hatdsra torténd antocidn

felhalmozasat serkenti (Huang et al., 2019).

Ohno és munkatarsai PCR-RFLP-vel genotipizalni tudtak a lila, két szin(i (fehér alapon lila)
és fehér viragu F» egyedeket a keresztezési partnerek CaMYBa génjének negyedik exonjaban
talalhatd Haelll restrikcios hely megléte, illetve hianya alapjan (Ohno et al., 2020). A gazdaségi
érettségben z0Old és lila genotipusok dsszehasonlitdsaval 4 SNP-t irtak le a 3GT gén promoter
illetve tovabbi inszerciokat és delécidkat azonositottak. Ezen mutaciok kovetkeztében kiilonb6zo
cisz-regulator  elemek alakultak ki, a lila genotipusban a -33 bp és
-146 bp pozicidékban egy W-boksz, és egy GT1-motivum, mig a z6ld genotipusokban egy CAT-
boksz a -738 bp pozicidban. Ezek a szabalyoz6 motivumokbeli eltérések vezethetnek a zéld/lila
gazdasagilag érett termésszin kialakuldsdhoz. A -146 bp pozicidban tortént 30 bazisparos
deléciéra markert tervezve kdvetni tudtdk a gazdasagilag érett lila termésszin 6roklodését. A
CaMYBa gén kodolo6 régidjaban, illetve -1000 bazisig upstream nem talaltak szekvenciabeli
kilonbséget (Liu et al.,, 2020). Lilul6 és nem lilul6 C. annuum CaMYBa transzkripcios
faktoranak szekvenalasakor a gén negyedik exonjaban egy C/A SNP-t irtak le a +1865
pozicioban, amely megkllénboztette a lilulo fajtakat a nem liluloktol. Egy masik, antocian
bioszintézisben feltehetden szabalyozd szerepet betdltd transzkripcios faktort (XM 016689227)
elemezve, a gén harmadik exonjaban egy T deléciét taladltak a +1217 pozicidban, ami

konzekvensen az antocianmentes fajtakra volt jellemzo (Babak et al., 2020).

Az ilyen szekvenciabeli eltéréseket nem csak az elébb emlitett SNP genotipizalassal, illetve

PCR-RFLP-vel lehet vizsgalni, hanem viszonylag egyszeriien lehet ezeket kovetni kiilonbozo
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DNS markerek hasznélatdval. Az egyik legelterjedtebb, genotipizalashoz széleskoriien
alkalmazott marker rendszer a mikroszatellit (Simple Sequence Repeat — SSR) alapi markerek
(Litt és Luty, 1989). El6nyiik, hogy kodomin&nsan 6roklédnek, és jol ismételhetok. A kett6-hat
nukleotidbol allé tandem ismétlédések hatarszekvenciaira tervezett mikroszatellit primerekkel az
1ismétlodés fiiggvényében hosszpolimorfizmus mutathaté ki a vizsgalt genotipusok kozt. A
paprika esetén szdmos mikroszatellit markert irtak le (Cheng et al., 2016). A kddolé és nem
kodold régioban egyarant eléfordulo SSR-ek alkalmasak marker alapl szelekcidra, hiszen
gazdasagilag hasznos génekkel, de akar QTL-ekkel is kapcsoltan 6roklédhetnek. Koles és sz616
esetén is tobb, az antocidnosodassal kapcsolt SSR markert irtak méar le (Renganathan et al., 2021;
Rockel et al., 2020). Antocidnosodast tobbek kozott transzpozon, illetve retrotranszpozon
inszercid is eldidézhet. A sziciliai vérnarancs antocidn bioszintézisét szabalyozé R2R3-MYB
transzkripciés faktort koédolé Ruby génjének promoterébe torténé LTR retrotranszpozon
inszercid funkcidnyeréses muticido révén a hidegstresszre torténd termés specifikus antocian
felhalmozast szabalyozza (Butelli et al., 2012). Szintén egy funkcidnyeréses mutécié altal
magasabb antocian akkumulaciot idéz el6 a japan szilva PSMYB10.2 promdterébe inszertalddott
LTR retrotranszpozon (Fiol et al., 2022). Az ilyen retroelemek a gyakori eléfordulasuk és a
nagyfoku konzervaltsauk miatt kitlinéen alkalmazhatoak molekularis markerekkent (Kalendar et
al., 2010). Ugyanakkor nem csak a retroelemek az egyeduliek, amelyek antocianosodat
valthatnak ki és alkalmazhatdéak molekularis markerként is. A DNS szovet, fenofazis, illetve
szamos mas endogén és exogén stresszor altal kivaltott metilaltsaga is okozhat génexpresszidbeli
eltéréseket, amely metilezettséget markerekkel ki lehet mutatni. A narancs Ruby génjének
hidegstresszre torténd indukalasat Methylation Sensitive Amplification Polymorphism (MSAP)
modszerrel vizsgalva azt talaltdk, hogy a gyumoélcs antociant felhalmoz6 szektoraiban mind a
Ruby mind pedig a DFR prométereinek metilaltsaga szignifikansan csokkent a nem-pigmentalt
szektorokéhoz képest (Sicilia et al., 2020). gy az Amplified Fragmenth Length Polymorphism
(AFLP) modszerbdl tovabbfejlesztett MSAP marker — az izoskizomer Mspl és Hpall restrikcios
endonukleazok metilaltsdg erzékenységet kihasznalva — lehetéséget ad a teljes genom citozin
metilacio mértékének és mintazatanak vizsgalatahoz kiilonb6z6 fajokban (Reyna-Lépez et al.,
1997).

3.7. Az antocian bioszintezisre hato egyéb exogén és endogén tényezok

A magyar piacra szant paprika termések értékét jelent6sen rontd antocianosodas a fajta
hajlamossaga mellett tébbnyire biotikus és abiotikus kornyezeti tényezokre vezetheto vissza.
Szamos tanulmany sziiletett az antocidnok stresszvalaszban betoltott szerepérdl a

novényvilagban. Azon tul, hogy antioxidans kapacitasuknak koszonhetden semlegesitik a
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keletkez6 szabadgyokoket, tobbek kozt ndvelik a ndvények ellenalld képességét, a fotoszintézis
sebességét, a membranok ateresztoképességét és a tapanyagfelvételt (Chalker-Scott, 2002;
Chalker-Scott, 1999; Kaur et al., 2022; Naing és Kim, 2021). A burgonyafélék esetén is tobb
stresszorrdl  bizonyitottak, hogy hozzajarulnak az antocian felhalmozddashoz, ilyen az
ultraibolya sugarzas, a 400-500 nm hullamhosszusagu fény, alacsony hémérséklet, vizhiany, so-
stressz, tapanyaghiany, sebzés, patogén altali fertézés és a magas fényintenzitas (Albert et al.,
2009; Bahler et al., 1991; Genzel et al., 2021; Lightbourn et al., 2007; Liu et al., 2022b; Oliveira
et al., 2019; Tai et al., 2013; Wang et al., 2022; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2022). Biotikus
¢s abiotikus tényez6kon tal, a mikroRNS-ek antocian bioszintézisben betoltétt szerepét is tébb
tanulmény tdmasztja ald. Arabidopsis thaliana esetén a miRNS156 tultermeltetése nagyobb
antocian tartalomhoz vezetett (Gou et al.,, 2011). Paradicsommal végzett kisérletekben a
miRNS858 csendesitése megndvekedett antocian szintet okozott (Jia et al., 2015). Burgonya
esetén is tobb MiRNS-t leirtak, amelyek a bioszintetikus Gtvonalat szabalyoz6 génekre hatva
befolyasoljdk az antocian bioszintézist (Wu et al., 2022). A kiilonb6z6 biotikus és abiotikus
stresszorokon tul az antocianok bioszintézisére endogén hormonok is hatassal vannak. Almaval
végzett kisérletek soran bizonyitottdk, hogy mig az antocian tartalmat pozitivan szabalyozza az
abszcizinsav és az indolecetsav, addig a gibberellin épp ellentétes hatast valt ki (Li et al., 2018),
ezeken tul szdmos méas ndvényi hormon hatasat is igazoltadk az antocian bioszintetikus Gtvonalra
(Li és Ahammed, 2023).

3.8. A paprika bioldgiailag aktiv fitonutriens vegyiletei

A Capsicum fajokban szdmos olyan fitonutriens vegyiilet talalhatd, amelyek az emberi
szervezetre pozitiv hatassal birnak. llyenek a kapszaicin, karotinoidok, flavonoidok, vitaminok
(C és E), asvanyi anyagok és kiilonb6z6 olajok. Ezeknek a vegyiileteknek szabadgyokfogo,
antioxidans, antimikrobidlis valamint gyulladascsokkentd hatasa jol ismert (del Rocio Gomez-
Garcia és Ochoa-Alejo, 2013).

A fent emlitett vegyuletcsoportokon tul a paprika méas antioxidans kapacitasi molekulakkal
is rendelkezik. A kapszaicinek a paprika termésének csipds izéért felelés masodlagos
metabolitok. Szamos publikéacié tamasztja ala a kapszaicin antimikrobidlis és antioxidans hatasat
(Bacon et al., 2017; Baenas et al., 2019; Palma et al., 2020; Sora et al., 2015) A kereskedelmi
forgalomban kaphato kapszaicin erésen gatolja a Bacillus subtilis novekedését, és bizonyos
koncentraciokban kis mértékben gatolja az Escherichia coli és a Ralstonia solanacearum
novekedését (Molina-Torres et al., 1999). Nem csak a kapszaicin antimikrobialis hatasarol
készlltek tanulmanyok, szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium szaporodasat tudtak
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gatolni kiilonboz6 kivond mddszerekkel. llyen mikroorganizmusok voltak az Escherichia coli,
Klebsiella pnuemoniae, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes, de antifungélis hatdsat is
megfigyeltek Candida albicans, Aspergillus flavus gombak ellen (Ameya et al., 2018; Bacon et
al., 2017; Cichewicz és Thorpe, 1996; Dorantes et al., 2000; Gonelimali et al., 2018; Koffi-
Nevry et al., 2012; Nascimento et al., 2014).

A paprika termésének szinéért felelés mindharom pigment csalad rendelkezik bizonyos foku
antioxidans kapacitassal, kozilik a karotinoidok természetes szinanyagok, igy ételszinezékként
és adalékanyagként is hasznaljak Gket. Taplalkozastudomanyi, illetve élettani szempontbdl a
paprika termések karotinoid felhalmozéasa a novények kozil a legmagasabbak kozé tartozik,
egyes fajtdké meghaladja a 800 ng/g friss tomeget, igy egy teaskanalnyi paprika Orlemény
elegendd P-karotin prekurzort tartalmaz, ami fedezi egy felndtt ember ajanlott napi A-vitamin
szlikségletét (Kilcrease et al., 2013; Kilcrease et al., 2015). Az A-vitamin egyebek mellett a
latasban is szerepet jatszik, hidnya szlrkuleti vaksaghoz vezet, emellett fémkelator és szinglet
oxigén semlegesité hatasa révén antioxidans kapacitasu vegyiilet. Nem csak a B-karotinnak
tulajdonitanak antioxidans kapacitast, sok mas karotinoidnak is bizonyitottan fontos bioldgiai
funkcidik vannak, antioxidansként és szabadgyokfogoként miikddnek, amelyek csokkenthetik a

daganatos megbetegedések kockazatat (Ha et al., 2007).

A novényi fitonutriensek akar onmagukban is kifejthetik antimikrobidlis hatasukat, de
szintetikus antibiotikumokkal kombinélva ez a hatds fokozddhat a baktériumok széles korével
szemben (Chandel et al., 2020). Ezek koziil a fitonutriensek koziil is kiemelked6ek a polifenolos
vegyiiletek. Tobb tanulméanyban is vizsgaltak a kiilonbozd polifenolos vegyiiletek, illetve magas
polifenol tartalmd novényi kivonatok hatasdt mind Gram-negativ, mind Gram-pozitiv
baktériumokra (Bae et al., 2022; Daglia, 2012; Manso et al., 2021).

A polifenolos vegytletek képesek megkotni a szabadgydkoket in vitro és in vivo biologiali
rendszerekben egyarant (Bogusz Jr et al., 2018; Pérez-Jiménez et al., 2010). A polifenolok kozé
tartoznak a flavonoidok, fenolos savak, tanninok, valamint a ritkabban el6forduld sztilbének és
lignanok. A flavonoidok biokémiai és farmakolOgiai hatasaikrol ismertek, beleértve egyebek
kozt antioxidans, gyulladdscsokkentd, antiviralis, antibakteridlis és antiallergén hatasukat is.
Kiilonb6zé osztalyokba sorolhatdak: flavonok, flavonolok, flavanonok, flavanonolok,

flavanolok, izoflavonok és antocianok (Howard et al., 2000; Wahyuni et al., 2013).

Az antocianok jotékony hatasa mar tobb, mint 30 éve ismert. Prebiotikumkeént javitjak a

bélmikrobidta 0sszetetelét az IGF-1 modulaléasa altal csokkentik a vernyomast és javitjak az agyi
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funkciokat, csokkentik a vesegyulladas kialakuldsanak esélyét és progressziojat, valamint
allatkisérletekkel mar bizonyitottdk vastagbélrak ellenes hatasukat (Afsar et al., 2022; Fan et al.,
2018; Shi et al., 2021; Tian et al., 2019). Ezeken tul szamos mas jotékony hatasukat irtdk mar le,
mint az oxidativ stressz elleni védelem, antioxidans kapacitas, gyulladascsokkentd szerep, sziv
¢s érrendszer védelme, neurodegenerativ betegségek elleni védelem, értelmi képesség iddskori

megorzése stb. (Blesso, 2019; Gongalves et al., 2021; Li et al., 2017; Panchal et al., 2022).

Az antocianok antimikrobialis hatdsa is alaposan Kkutatott teriilet. Sharma és munkatarsai
(2020) kiilonb6zé mértékben antocidnosodd buza kivonatok hatasat vizsgaltdk human patogén
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa és Streptococcus aureus baktériumok esetén. A
legnagyobb gatlasi zénakat a legtobb delfinidin szarmazékot tartalmazé kivonatok
eredményezték, mig az antocian mentes kivonatok a legkisebbeket (Sharma et al., 2020). Tiszta
antocian kivonatokkal sikeresen gatoltak az E. coli és a S. aureus ndvekedését. A S. aureus-ra
gyakorolt hatdsukat vizsgalva azt taldltak, hogy az antocidnok az antimikrobialis hatdsukat mas
polifenolos vegyiletekhez hasonléan a sejt membranok és a K* ioncsatornak tonkretételén
keresztil fejtik ki (Dong et al., 2022). Liu és munkatarsai is hasonld eredményre jutottak a
novényi extraktumok polifenolos vegylileteinek kiilonb6zé frakcidinak vizsgalatakor, az
antocianok mind az E. coli-val mind pedig a Listeria monocytogenes-szel szemben hatékonynak
bizonyultak (Liu et al., 2022a).

A novények a reaktiv oxigén szabadgyokok semlegesitésére nem csak a fent emlitett nem
enzimatikus antioxidans rendszereket alakitottak ki, hanem enzimatikus védekez6 rendszerrel is
rendelkeznek. Ennek a rendszernek harom fontos eleme a kalatdz (CAT), peroxidaz (POD) és a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim. F6 szerepiik, hogy semlegesitik a szuperoxidokat és a
hidrogén peroxidokat (Zhao et al., 2020).

3.9. A paprika antioxidans kapacitasat befolyasolo tényezok

Paprika esetén szamos befolyasold tényezot irtak le eddig, amelyek szignifikansan hatnak az
antioxidans kapacitasara, Ggy, mint a termesztés technoldgia, a feldolgozasi mddszerek, a
vizsgalt szOvet, a genotipus és a termes fenofazisa. Tobb évjaratot, illetve két kiilonbozo
termesztéstechnologiat (6koldgiai és hagyomanyos) vizsgalva megallapitottak, hogy a termés
aszkorbinsav, oldhat6 szarazanyag, kvercetin és total polifenol tartalmat elsésorban az évjarat
hatds befolyasolja, a termesztéstechnologia hatasat csak a paradicsom esetén tudtak igazolni
(Chassy et al., 2006). Ezzel szemben egy masik kisérletben, az 6koldgiai rendszerben termesztett
paprika bogyoinak mind a total polifenol tartalma, mind pedig a peroxidaz enzim aktivitasa

magasabb volt a gazdasagi és a biologiai érettségben egyarant, mint a konvencionalis
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korilmények kozt termesztettnek (del Amor et al., 2008). Szintén magasabb polifenol tartalmat
mértek mind friss tdmegre, mind szdrazanyagra vonatkoztatva, az ©koldgiai rendszerben
termesztett kapia paprikdk esetén a konvencionalis modszerekhez képest. Az eltéré modon
termesztett novenyek terméseit feldolgozva azt talaltdk, hogy nem csak a termesztési
korilmények, de a feldolgozasi mddszerek (infravords sugarzas, mikrohullama sugéarzas, illetve
forrd levegds szaritas) is szignifikansan hatnak a termések fitonutriens 0Osszetételére, az

infravoros szaritassal erték el a legmagasabb polifenol tartalmat (Guclu et al., 2021).

Ezeknek a kisérleteknek ellentmond, hogy a konvencionalis rendszerben termesztett C.
annuum ’Entina’ magasabb total polifenol tartalommal, illetve antioxiddans kapacitassal
rendelkezett mint az Okoldgiai rendszerben termesztett névények (Guilherme et al., 2020).
Termeszté berendezésben, illetve arnyékolohald alatt tartott genotipusok beltartalmi adatainak
Osszehasonlitdsakor, az Uveghazi novények termései magasabb karotinoid tartalmat mutattak,
mig az arnyékolohalé a polifenolos vegyiletek felhalmozasanak kedvezett (Lekala et al., 2019).
Két eltéré megvilagitason nevelt paprikdk terméseinek beltartalmi értékeit a természetes fényen
tartott ndvényekéhez hasonlitva azt taldltak, hogy mind a HPS, mind pedig a LEP ldmpék
okoztak valtozasokat a mért beltartalmi mutatokban, ugyanakkor ezek a valtozasok nem voltak
szignifikans mértékiick (Bae et al., 2016). Hutott tarolasi koriilmények kozt vizsgaltak a kék és
az UV-C fény hatasat a termések antioxidans kapacitdsara és polifenolos vegylleteinek
valtozéasara. Mind kilén-kilén, mind pedig a két megvilagitas egydittese szignifikdnsan novelte a
flavonoidok és egyéb polifenolos vegyuletek mennyiségét. A két fény egyiittese — 3 perc kék és
fél perc UV-C megvildgitas — okozta a legnagyobb novekedést a polifenolos vegyiiletek
mennyiségében (Pérez-Ambrocio et al., 2018). Hideg és sostressz kildn-kilon és egylttesen is a
flavonoidok erdteljesebb felhalmozasat okozta a stressznek kitett névények leveleiben (Reimer
et al.,, 2022). Ugyanakkor nem csak abiotikus, hanem biotikus tényezék is erételjes hatast
gyakorolnak a polifenolos vegyiiletek mennyiségére, mint a ndvényi védekezOképesség egyik

elsédleges védvonalara (Latha és Hunumanthraya, 2018; Park et al., 2012).

A vizsgalt szovetek tekintetében 11 genotipus 3 szovetébdl (placenta, magok, termésfal)
tortént mérések alapjan a total polifenol tartalom a termésfalban a legmagasabb, majd egyre
csokken a placentaban, illetve a magokban. Hasonl6 a trend a total flavonoid tartalom esetén is,
ugyanakkor az antioxidans kapacitast vizsgalva, atlagosan a placentdban mértek magasabb
értékeket, ezt kovette a termeésfal, illetve a magok antioxidans kapacitasa (Lahbib et al., 2017). A
genotipus és fenofazis 0Osszefliggéseit is tobben vizsgaltdk. A termés érés folyaman
szarazanyagra vonatkoztatva csokkend tendenciat figyeltek meg a termések total flavonoid,

illetve totdl polifenol tartalmaban, amely az érés soran szoros korrelaciot mutatott azok
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antioxidans kapacitasaval (Deepa et al., 2007; Ghasemnezhad et al., 2011; Marin et al., 2004;
Navarro et al., 2006). Méas tanulmanyok ugyanakkor arr6l szamoltak be, hogy nem talaltak
osszefuggest a termések total polifenol tartalma és az érésfazisok kozt (Castro-Concha et al.,
2014). Egyes vizsgalatok pedig a szovetet és a genotipust talaltdk a legerésebben hatd
faktoroknak a paprikak polifenol és flavonoid tartalmara (Howard et al., 2000; Sim és Sil, 2008;
Soraet al., 2015).
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4. Anyag es modszer

4.1. Kisérletek révid bemutatasa

A disszertacid keretein belul bemutatott kisérletekben a paprikék antocian bioszintézisének

Ot f6 aspektusat vizsgaltam.

i. Kiilonb6z6 nemesitési vonalakat, illetve hibrid csaladokat genotipizaltam, kilénos
tekintettel a bioszintetikus Utvonalat szabadlyozd6 R2R3-MYB transzkripcids
faktorokra.

ii. Egy hasadd populécio létrehozasaval vizsgaltam az antocian felhalmoz6dés egyik
kivalté okanak — a LINE-1 retrotranszpozon inszercionak — az éroklésmenetét.

iii.  Virus indukalta géncsendesitéssel vizsgaltam a CaMYBa transzkripcids faktor
antocian bioszintézisben betoltott szerepét.

iv. Az irodalomban leirt ellentmondasok felderitésére a kiilonb6z6 mértékben
antocianosodd fajtdk és nemesitési vonalak beltartalmi mutatoit vetettem 0ssze az
antocian bioszintézis struktaralis génjeinek, illetve az azokat szabalyozé
transzkripcids faktorok génjeinek expresszidjaval a termésérés soran.

v. Kilonbozé termés szinii genotipusok extraktumainak antimikrobiélis hatasat

elemeztem.

Az el6z6ekben leirt kisérleteket kiilon fejezetben részletezem, de a modszerek nagyfoku

atfedése miatt a kovetkez6 alfejezetekben ismertetem a k6z6s mddszertani elemeket.

4.2. Altalanos protokollok

4.2.1. A vizsgalatokhoz hasznalt ndvényanyag

AtARMS marker fejlesztéshez a ndvényeket a PepGen Kft. biztositotta. Az anyag C. annuum
x C. chinense vagy reciprok C. chinense x C. annuum fajhibrid kisérletb6l szarmazik. A
keresztezés nem minden esetben volt sikeres, ami a fajhibridizalas esetén gyakori, igy voltak
olyan ndvények, amelyek nem fajhibridek. Ez a 6-8 leveles novények levél formaja, ndvekedési
erélye, szOrozottsége ¢€s sok esetben a levél antocidnos elszinezOdése alapjan kertilt
megallapitasra. A nem fajhibrid novényeket OB-vel jeloltem, H-val pedig a valodi fajhibrideket
(4. tablazat).

A C. annuum anyatévek (tovabbiakban C. ann F{i) minden esetben génikus himsterilek
voltak, a C. chinense ’Bhut Jolokia’ (tovabbiakban ’Bhut Jol’) extrém magas kapszaicin

tartalommal rendelkezik, a szintén C. chinense Pimienta de Neyde’ (tovabbiakban *Pim. Ney.”)
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az extrém magas antocian tartalmaval tiinik ki, amelyet teljes bioldgiai érettségében sem veszit
el. Ennek a két C. chinense tételnek a hibridje a *Ghost Lady’ (tovabbiakban *Gho. Lady’),
amelynek F»-Fs utddai kdzt méar megjelentek olyan paprikak, amelyek bioldgiai érettségben

szinez6dtek. A kovetkez6 kombinaciokbol szarmazo F1 ndvényeket vizsgaltam:

Novenyek: 6-15 - C. ann Ft x C. chi Cdz 145 *Pim. Ney.’- F1

Novények: 17-19 - C. ann Fii x C. chi ’Bhut Jol” x C. chi ’Pim. Ney.’F2) - F1

Novények: 23-48 - C. ann Fii x C. chi ’Bhut Jol” x C. chi ’Pim. Ney.’= *Gho. Lady’ F) -
F1

4. tablazat — tARMS markerfejlesztéshez alkalmazott hibrid csalad egyes egyedeinek fenotipusos jellemzése
6-H 9-0B 10-0B 11-H 13-H

o i

15- OB 24 - OB
25 H 32-0B
33-H 40 - H

41 -0B 137 — C. ann Fi

&
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139-CannFii  cdz145 ’Pim.Ney.’ *Gho. Lady’ "Bhut JoI’

oo o

A retrotranszpozon inszercido kimutatasahoz a kovetkezO genotipusokat vizsgaltam (5.
tabladzat). A C. annuum ’Cancun’, 'Royal Black’, *Azteco’ és ’Black Pearl’ kereskedelemi
forgalomban kaphaté fajtak mellett, a PepGen Kft. még egy tovabbi antocianosodé fajtat, a
’Zulu’-t  bocsajtotta rendelkezésemre. Kontrollként C. annuum ’Kaldom’, ’Soroksari’ és
"Fehérozon’ fajtakat hasznaltam.

5. tdblazat — Retrotranszpozon inszercid kimutatdsdhoz alkalmazott névényanyag
o™ P e T | e
|

’Cancun’ "Royal Black’ "Zulw’
R, \
. >
"Azteco’ ’Kaldom’ "Fehérozon’ ’Soroksari’

A tovabbi markerrendszerekhez az el6bb bemutatott novények mellett a PepGen Kft altal

=z

beltenyésztett egyedeit vizsgaltam (6. tablazat). A genotipusokat 6 csoportra osztottam, minden
csoport 3-3 egyedét vizsgaltam a kiillonb6z6 generaciokbol. Minden évben a vizsgalatokhoz az
elébb bemutatott C. chinense *Pim. Ney.” és a C. chinenese ’Bhut Jol.” szolgaltak kontrollként.

Az igy létrehozott 8 csoport az alabbiak szerint alakult:

6. tablazat — Genotipzalashoz, génexpresszios, analitikai és antimikrobialis hatas vizsgalatokhoz alkalmazott
ndvényanyag fenotipusos leirasa

Pim. Nev.’ C. chinense, extrém lila termés minden
ey érésfazisban, upp™*, csip&s N/

termésérés soran lilabol pirosra valt,

’11263 pax, Leb, upp+, édes “m
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termésérés soran lilabdl sargara valt,

Hen pax+, Leb, upp+, édes
11274° termésérés soran lilabol pirosra valt,
pax+, Leb-s, upp+, édes
11278 fehérbdl pirosra érik, pax, rul, upp, édes
*11280° fehérbdl pirosra erllk, pax+, Leb+,
upp+, édes
‘Soroksari’ fehérbol pirosra érik, asx, upp, édes
“Bhut JoI’ C. chinense krémfeherbél fehérre érik, \ %
upp+, wwh, csipds ‘ 4

* Jegyzet: pax—részlegesen antocian-mentes, Leb, Leb-s— gazdasagi érettségben lila termés, -s: csikos,
asx—antocian-mentes ‘Soroksari’ tipus, upp — felalld, wbb — gazdasagi és bioldgiai érettségben is fehéren
maradé.

A génexpresszios €s a beltartalmi mutatok, tovabba az enzimaktivitds méréshez is az el6bb
felsorolt paprikékat hasznaltam (*11263°-’11280°, pozitiv kontrollként a minden fenofazisaban

lilul6 "Pim. Ney.’, negativ kontrollként a nem lilul6 *Soroksari’-t) (6. tablazat).

Az antimikrobidlis hatas vizsgalatahoz azért, hogy legyen csipGs-csipmentes par a kiillonb6zo
szinli genotipusokbodl, a C. chinense *Pim. Ney.’, és ’Bhut Jol.’, illetve a C. annuum 11263,
11270 és ’Soroksari’ paprikak mellett a C. annuum °3215/1” és a 3232/2° paprikakat is
vizsgaltam (6. tablazat, 7. tablazat).

7. téblazat — Antimikrobialis hatas vizsgalathoz alkalmazott névények fenotipusos leirasa
3215/1 — termésérés soran 3232/2 — termésérés

lilas fehéren marad, csipds ' soran fehéren marad,
2 csipds

A LINE-1 retrotranszpozon inszercid vizsgalatahoz tobb keresztezést végeztem, melyek koziil

a "Kaldom’ x ’Black Pearl’ kombinaci6 volt sikeres. A keresztezésb6l 5 F1 nfvényt neveltem,
majd az ontermékenyitést kovetéen kapott 196 F2 egyedet fenotipizaltam, melyek kozil 103-at

genotipizaltam.

4.2.2. Mintaeldkészités

A Total Monomer Antocianin tartalom (TMA), Totéal Polifenol tartalom (TPC) és a
vasredukald képességen alapuld antioxidans kapacitas méréshez (Ferric Reducing Ability of
Plasma - FRAP) a termeésfalbol vett mintdkat folyékony nitrogénben homogenizaltam. A
kivonast metanol: desztillalt viz: hangyasav (60:39:1%) elegyével végeztem. A kivonatokat 4300

rpm-en 20 percig centrifugaltam 4 °C-on, az igy kapott feltilisz6t hasznaltam a mérések soran. A
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vizsgalatokig a mintakat -32 °C -on taroltam. A Totél Flavonoid tartalom (TFC) méréshez
szintén az erek és magok eltavolitasa utan maradt termésfalat hasznaltam. A kivonatokat milliQ
vizzel keszitettem 1:10 aranyban. A Total Karotinoid tartalom (TC) meghatarozasédhoz a
termésfalat etanol:aceton 1:1 ardnyu elegyével homogenizaltam, sziirés utan a mintakat -32 °C -
on taroltam. A katalaz (CAT) és peroxidaz (POD) enzimaktivitas méréshez a mintakat hideg 0,8
g/l PVP-vel és 1 mM EDTA-val kiegészitett natrium-foszfat pufferben (25 mM, pH 7,8)
homogenizéltam, majd 12000 g-n 20 percig centrifugaltam 4 °C -on. Az igy elkeszitett felliluszot
hasznaltam a vizsgalatokhoz. A Szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzimaktivitas vizsgalatahoz 1
mM EDTA-val Kkiegészitett 2 m/v% PVP tartalmi 50 mM-os natrium-foszfat puffert
alkalmaztam. A mintdkat az elézdekhez hasonloan centrifugéaltam ¢és a feliiliszot hasznéltam a
mérésekhez. A vizsgélatokig minden kivonatot -32 °C-on taroltam. Minden genotipusbdl 3

technikai ismétlés késziilt.

4.2.3. Total Monomer Antocianin tartalom (TMA) meghatarozas

A totdl monomer antocianin tartalom mérést Giusti és Wrolstad altal leirtak szerint végeztem. A
250 pl mintahoz 2-2 ml 0,025 M kalium-klorid (pH 1,0) és 0,4 M natrium-acetat (pH 4,5)
puffereket mértem. Tizendt perc elteltével az abszorbanciat Jenway 6105 UV/Vis
spektrofotométerrel mértem A = 520 nm és A = 700 nm hullamhosszUségon. Az eredményeket pig
cianidin-3-glikozid/g szédraz tomegre adtam meg, a kovetkezé formulat hasznaltam ennek

alapjaul:

A XMW xDf x103
exl

TMA (cianidin — 3 — gliikozid mg/1) =

Ahol A=(As20— A700)pH 1,0 — (As20 — A700)pH 4,5, MW = 449,2 g/mol cianidin-3-gliikozid, Df =
higitas, € = 26,900 extinkcios koefficiense a cianidin-3-glikozidnak (Giusti és Wrolstad, 1996).

4.2.4. Total Polifenol tartalom (TPC) meghatarozas

A totél polifenol tartalmat Folin-Ciocalteau reagenssel mértem (1250 pl folin, 240 pl
metanol:desztillalt viz (80:20), 10 ul feltllszo, 1000 pl 0,7 M natrium-karbonat) A = 760 nm-en,
Jenway 6105 UV/Vis spektrofotometerrel (Singleton és Rossi, 1965). Az abszorbancia
eredményeket mmol galluszsav/g szaraz témegre vonatkoztatva adtam meg a gallusszsav

standard (0, 6, 12, 18, 24, 30 pg/ml) kalibraciés goérbéjéhez viszonyitva.
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4.2.5. Antioxidans kapacitds meghatarozas Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP)

madszerrel

Az antioxidans kapacitast FRAP mddszerrel hataroztam meg (Benzie és Strain, 1996). A
hangyasavas névényi kivonatokbol 10-10 ul-t mértem a reakcioelegyhez (300 mM acetat puffer,
10 mM 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), 20 mM FeCls x 6 H>O oldatok 10:1:1 aranyu elegye) és
15 percen keresztill 37 °C-on inkub&ltam a mintdkat. A mérés A=593 nm hullamhosszisagon
tortént Jenway 6105 UV/Vis spektrofotométerrel Az antioxidans aktivitadst az aszkorbinsav
standard (0, 6, 12, 18, 24, 30 umol/l) kalibracios goérbéjéhez viszonyitva szamitottam ki, igy az

eredményeket mmol aszkorbinsav egyenerték/g szaraz tomegre vonatkoztatva adtam meg.

4.2.6. Total Flavonoid tartalom (TFC) meghatarozas

A total flavonoid tartalmat aluminium-klorid kolorimetrias maddszerrel hataroztam meg
(Adefegha és Oboh, 2011). Eszerint 0,5 ml feltluszéhoz 1,5 ml 95% -os etanolt, 0,1 ml 10% -0s
aluminium-kloridot, 0,1 ml kalium-acetatot és 2,8 ml desztillaltvizet adtam. Az abszorbanciat A
= 415 nm-en mértem Jenway 6105 UV/Vis spektrofotométerrel. A flavonoid tartalmat a
kvercetin standard (0, 20, 40, 80, 120, 160, 200 pg/ml) kalibracios gorbéjéhez viszonyitva
szamitottam ki, igy az eredményeket mg kvercetin egyenértékben fejeztem ki 1 g szaraz témegre

szamitva.

4.2.7. Total Karotinoid tartalom (TC) meghatarozas

A total karotinoid tartalmat Jenway 6105 UV/Vis spektrofotométerrel mértem A=452 nm-en
¢s A=472 nm-en, a vOrds és sarga karotinoidok jellemz6 abszorpcidos maximuman (Hornero-
Méndez és Minguez-Mosquera, 2001). Az eredményeket mg/kg szarazanyagban fejeztem ki. A

total karotinoid tartalom kiszdmitasast a kovetkez6 képlet alapjan végeztem:

TC = AXV () X10*
- Al%

1cmXW(g)

Ahol A=az abszorbancia (A=452 nm-en és 472 nm-en mérve), Vmy=az extraktum térfogata,
W=a minta témege és A% =2009 vagy 2144 (a kapszantin és a P-karotin extinkcios

koefficiense acetonban). A két méres 0sszege adja a total karotinoid tartalmat.

4.2.8. Katalaz (CAT) enzimaktivitds meghatarozas

A katalaz aktivitas mérésehez a mintahoz foszfatpuffert (50 mM, pH 7) és 40 mM hidrogen
peroxidot adtam (Xing et al., 2011). A hidrogén peroxid hozzaadasa utan az abszorbancia
valtozéasat A = 240 nm-en, 60 masodperces idokozonként jegyeztem fel 5 percen at Jenway 6105

UV/Vis spektrofotométerrel. Az eredményeket U/g szarazanyagban adtam meg.
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4.2.9. Peroxidaz (POD) enzimaktivitas meghatarozas

A peroxidaz aktivitas merésehez 0,5 ml kivonatot 1 ml 8 mM gvajakolt és 100 mM natrium-
foszfatot (pH 6,4) tartalmaz6 pufferrel kevertem 6ssze (Xing et al., 2011). Kozvetlenil meérés
elétt 1 ml 24 mM hidrogén peroxidot adtam hozza. Az abszorbancia valtozast A = 460 nm
hullamhosszon rogzitettem 60 masodperces id6kozonként 5 percen at Jenway 6105 UV/Vis

spektrofotométerrel. Az eredményeket U/g szarazanyagban adtam meg.

4.2.10. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimaktivitas meghatarozas

A szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitdsméres alapja az enzim nitrokék-tetrazolium-klorid
(NBT) fotokémiai redukcio gatlasanak mértéke (Beauchamp és Fridovich, 1971). A méréshez
100 pl mintdhoz 100 ul kivono puffert és 3 ml reakcidelegyet (2,35 ml 50 mM foszfatpuffer, 0,2
ml EDTA, 0,3 ml L-metionin, 0,1 mI NBT és 0,05 ml riboflavin) adtam. Két mérést végeztem el:
az egyik elegyet soOtétben tartottam, valamint a maésik reakcidelegyet a reakcid gyors
elinditasahoz 10 percig megvilagitottam. Az abszorbanciat A = 560 nm hullamhosszon mértem
Jenway 6105 UV/Vis spektrofotométerrel. Az eredmenyeket U/g sz&razanyagra vonatkoztatva

adtam meg.

4.2.11. Relativ génexpresszios vizsgalatok

Az RNS izolalasdt OMEGA E.Z.N.A.® Plant RNA kitel végeztem. RNS izolalashoz a
szoveteket azonos emeletrol, illetve azonos fenofazisban mintaztam, a levelekbdl, illetve a
termésekbdl tortént mérések esetén 70-100 mg novényi mintabdl tortént az RNS preparalas, a
sziromlevél, bibe és portok esetén ez az érték 20-30 mg korll volt. Az izolalt RNS-ek
mennyiségét ¢és mindségét NanoDrop ND-1000 spektrofotometerrel, illetve agardz
gélelektroforézissel ellenériztem. A qRT-PCR technika egyik potencidlis hibaforrasa, hogy az
esetlegesen a mintaban maradt genomi DNS ’szennyez6dés’ fals reakciot adhat. Ezt
megelézendd, a cDNS elsé szalanak szintézise el6tt a mintdkat DNasel (ThermoScientific™)
enzimmel kezeltem. Ehhez 1 pg totdl RNS-hez 1 pl 10X puffer, 1 pul DNasel (1 U) enzimet
adtam, a 10 pl végtérfogatot DEPC vizzel allitottam be. A mixet 30 percig inkubaltam 37 °C-on,
1 pul 50 mM EDTA hozzéadasa utan a mintakat még 10 percig 65 °C-on tartottam, majd agaréz
gélelektroforézissel ellendriztem az emésztés sikerességét. Az esetleges genomi DNS
szennyez6dést PCR-rel is ellendriztem a visszairast kovetden, olyan primerek alkalmazasaval,
amelyeket exon-exon hatarra, vagy két exonra terveztem, igy a kapott fragmentumok megléte,
vagy hianya, illetve azok hossza bizonyitotta a DNaz kezelés sikerességét. A DNaz kezelés utan
kapott elegyet hasznaltam a cDNS elsé szalanak szintéziséhez, amit a Thermo Scientific™

RevertAid First Strand cDNA Synthesis kittel vegeztem, oligo-dT és random primereket
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alkalmazva a gyarto ajanlasai alapjan. A qPCR-t Stratagene MX3000p késziilékben végeztem,
Thermo Scientific™ PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix-szel, ’standard cycling mode’
beallitas alapjan, ahol a primer kapcsolodasi hémérséklet 60 °C volt. A reakcidelegy Osszetevoi a
kovetkezOk voltak 10 pl végtérfogatra, 5 pul 2X PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 0,75-
0,75 ul forward és reverz primer, 1 ul cDNS (higitas 1/50). Haztartasi gén minden esetben az
actin volt. A primerek tervezését az NCBI (National Center for Biotechnology Information,
USA) honlapjan elérheté primer tervezd szoftverrel végeztem (httpl) (8. tablazat). A gPCR
bioldgiai és technikai ismétlései a kdvetkezok szerint alakultak. A termések esetén ugyanazon
genotipus 2 egyedérdl begyljtott 3-3 minta szolgalta az alapot a bioldgiai ismétlésekhez. A
levelek esetén szintén egy adott genotipus 2 kiilon egyedérdl, azonos levélemeletrdl szarmaztak a
minték, 2 ismétlésben. A genotipusuk és a fenotipusuk szerint csoportositott F> névények esetén
pedig, hogy kelld mennyiségii portok, porzdszal és bibe alljon rendelkezésre, az azonos feno- és
genotipusos csoportokba tartozo 3 egyednek keriiltek begytijtésre a viragai (6sszesen 10-12 db).
Minden mérést 3 technikai ismétlésben végeztem.

8. tblazat — Génexpresszids vizsgalatokhoz alkalmazott primerek f6bb paraméterei

Primer Szekvencia (5°-37) Tm [°C]  Amplikon hossza Génbanki
azonosito

Voor ooty By ww o
SMLHR  ATGOGTGGATTGGGCATTGT  soge 1300 XM.oeless2l
CalOQIIO0R  TOCCAACCATCACTITGTCCT  sozp 1060 NM_O01a2dsis
CALOQIIOO0R  TOGTACTTGAGAAGTICCOAGS  soas 1300 XMLOIsG9osr
O ChcectoeN B e o
s h CCCOCAGAAACAAGCTCARA  soor 2309 NMLODLGZS005:1
i 7 CCCOTCAAGGGCOTAATCAT  gots  2A8bp  XMLo3oaadi
T SSCACISUTNSOSS 2% wmm oo
FYSHR  AGGTGGTCAGAAAGACTCOT  sapo  SMDP  XMLOISGG372
ORE CMCAACAOMOASCCISSTT 2T w  wwnwan
NS £ ACGCACTTTGOAGTTACCCA  aoss 1300 XMLolo7izuss:
FOTT IOTACCCRICCACTICOTIT 9% oy sonmonts
ést TAAGGCTAGOOAGGTGOCTT  soss  3SB0p  XM_016066202
O e rcne. G ow oo
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4.2.12. A névényi mintak genotipizalasa

A DNS-t az azonos levélemeletrdl szarmazé mintakbol E.Z.N.A.® HP Plant DNA Mini Kit
protokoll szerint izolaltam kloroform:izoamilalkohol (24:1) alapl eljarassal. Az MSAP
technikdhoz a DNS izolalds ugyanezzel az eljarassal tortént, gazdasagi érettségben 1évo
termésekbdl. A prepardlt nukleinsav mennyiségét ¢s mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel, illetve agardz gélelektroforézissel ellenériztem. Az izolalt DNS-eket 20
ng/ul koncentrécidra higitottam a PCR-hez. A PCR-eket Bio-Rad iCycler készilékben végeztem,

ThermoScientific™ DreamTaq polimeraz felhasznalasaval a gyartdi protokoll alapjan.

A degeneralt primerekkel inditott reakcio korilmények az alabbiak voltak: 10 pl
végtérfogatban 2 pl templat, 1 pul 10X DreamTag™ Buffer, 0,2 pul 25 mM MgClz, 1 ul 2 mM
dNTP, 0,75-0,75 pl primer, 0,05 pl 0,25 U DreamTag™ polimeraz valamint 4,25 pl steril viz.
Az alkalmazott PCR protokoll a kovetkezd szerint alakult: 2 perces 95 °C eléciklus, 35 cikluson
keresztiil: 95 °C-on 30 mp-ig tarté denaturalas, 60 °C-on 30 mp-ig primer kapcsolédas, 72 °C 1
percig DNS szintézis, majd 5 perces 72 °C-on torténd utopolimerizacio. A 9. tdblazatban
felsorolt retrotranszpozon inszercio, illetve a szekvenciabeli kilonbségek kimutatasara szolgalo
primerekkel inditott PCR-ek protokolljai megegyeznek az el6bb leirtakkal. A primerek

tervezésehez az NCBI Primer-Blast, illetve a Primer3 (http2) szoftvereket alkalmaztam.

Az SSR markerek esetén a PCR-t Touchdown programon inditottam, ahol az elsé 10
ciklusban 65 fokrol, ciklusonként 1 fokkal csokken a primer kapcsoldodasi homérséklet, a
fennmarado 24 ciklus mar mind 56 fokos primer kapcsolddasi hémérséekleten futott. Az iPBS
markerek esetén a primer kapcsolodasi hdmérséklet az alkalmazott primer fliggvényében keriilt
beallitasra (9. tablazat). A PCR-t kovetdéen a termékeket minden esetben agardz gélen
valasztottam el. Ehhez, vizsgalattol figgden 1-2% toménységii, 1 pg/ml EtBr-dal festett gélt
hasznéaltam (1 vagy 2 g SeaKem® LE Agarose, 100 ml TBE puffer). A pontos allélméretek
meghatarozasédhoz az SSR markerekkel kapott termékeket poliakrilamid gélen is elvalasztottam.
Ehhez 6% poliakrilamid gélt (19:1 akrilamid:bisz-akrilamid) hasznaltam, az elektroforézist ALF
Express Il (Amersham Biosciences, AP Hungary Kft., Budapest) késziilékben végeztem. Az

eredményeket ALFwin Fragment Analyser 1.0 szoftverrel értekeltem.

Az AFLP-hez a genomi DNS-t elészor Msel, majd EcoRI restrikciés endonukleazokkal
emésztettem. Az elsé emésztést 19,5 pl-ben végeztem (0,5 pg genomi DNS, 4 pl 10X Tango
puffer, 0,5 ul Msel, bidesztvizzel kiegészitve). A reakcidelegyet 65 °C-on inkubaltam 90 percig,
majd 0,5 pl EcoRI enzimet adtam hozza és egy éjszakan at 37 °C-on tartottam a mintakat. Az

emésztett DNS-ekhez adaptereket ligaltam az Anza™ T4 Ligase Master Mix protokoll szerint.
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Adapter-specifikus primerekkel preszelektiv PCR-t végeztem, majd a PCR termék 50X-es
higitasat hasznaltam a szelektiv PCR-ekhez, a szekvenciakat az 9. tblazat tartalmazza.

Az AFLP-hez hasonloan tortént az MSAP vizsgalathoz a mintaeldkészités, a genomi DNS-t
elészor Mspl illetve Hpall enzimekkel emeésztettem 17,5 pl-ben végtérfogatban (0,5 g genomi
DNS, 2 pl 10X Tango puffer, kilon reakciokban 1-1 pl Mspl illetve Hpall, bidesztvizzel
kiegészitve). A reakcidelegyet 37 °C-on inkubaltam egy éjszakan at, majd inaktivaltam a
reakciot. Ezt kovetden tovabbi 2 pl 10X Tango puffer és 0,5 pl EcoRI enzimet adtam hozza a
mintakhoz és egy éjszakén at 37 °C-on tartottam azokat. Hasonl6an az AFLP mddszerhez, az
emésztett DNS-ekhez adaptereket ligaltam, majd a preszelektiv PCR termék 50X-es higitasat
hasznaltam a szelektiv PCR-ekhez, a szekvencidkat az 9. tablazat tartalmazza. Az AFLP és az
MSAP esetén poliakrilamid gélen tortént a PCR termékek elvalasztasa. A mddszerekhez 6%
poliakrilamid gélt (19:1 akrilamid:bisz-akrilamid) hasznaltam, az elektroforézist ALF Express Il
(Amersham Biosciences, AP Hungary Kft., Budapest) készllékben végeztem. Az AFLP és
MSAP marker rendszerekkel kapott mintazatokat az elektroforézis utan ezustfestéssel
detektaltam. Az eziistfestés protokollja a kovetkezd szerint tortént; fragmentumok fixalasa 5
percen at (3 ml 65% HNOs + 200 ml MilliQ viz), poliakrilamid geél festése 27 percen at (0,4 g
AgNO3 + 200 ml MilliQ viz), fragmentumok eléhivasa 10-12 percen at (2 g Na2COs + 200 ml
MilliQ viz + 30% 70 ul formaldehid), el6hivott fragmentumok fixalasa 5 percen keresztiil (62,5
ml 96%-0s jégecet + 200 ml MilliQ viz), végul a gélt 10-15 percig rézattam tart6sitd oldatban
(69 ml 87% glicerin + 200 ml MilliQ viz).

9. tablazat — Genotipizalashoz hasznalt primerek

Név Szekvencia 5'-3’ Twm [°C] Felhasznalas Forrés
650deg F CATGGAMTGARGAAGAAGATTTTCTWTTGAG . . Sajat
650deg R AAGTCACCTCTCTTKATATGYGGCCT 60 R2R3-MYBkimutatas .06
LINE-1 F1 GCAAAGAGCAAGGGACACAGCTC .
LINE-1 F2 GACGCGAATTACGGCAGAGGATTAG 60 N
LINE-1R CGGTGTCTTGTGGATCGGACATCC
tARMS inner C F TTATGTGTCCGACGTTAGCCTC
tARMS innen TR TGTCTTGTGGATCGGACATACA
tARMS outer F GCATACATTAACATTTTCTTTTAGCTGG 60
tARMS outer R AGCAATCATTCGAACTTCACTAATTC Szekvenciabeli Sajat
CAPS650 F GGCATCTTGTTCCCATTAGAGCTG kilonbségek tervezés
CAPS650 R CAACTTTCAACCTAACGGCCTCG
710Tdel F CCTGCTAGAGCTGGTCTGAAC AGATGCA 60
710Tdel R CTAATCAAGTAGATCCCATGAGTC
Msel adapter F GACGATGAGTCCTGAG
Msel adapter R TACTCAGGACTCATC
EcoRI adapter F CTCGTAGACTGCGTACC i
EcoRI adapter R CATTGGTACGCAGTCTAC Vos et al.
Msel preszelektiv GATGAGTCCTGAGTAA 56 AFLP 1995
EcoRlI preszelektiv GACTGCGTACCAATTC alapjan
Msel-48 GATGAGTCCTGAGTAA-CAC
Msel-55 GATGAGTCCTGAGTAA-CGA 65
Msel-60 GATGAGTCCTGAGTAA-CTC
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Msel-61

EcoRI-33
EcoRI-36
EcoRI-37
EcoRI-44

GATGAGTCCTGAGTAA-CTG
GACTGCGTACCAATTC-AAG
GACTGCGTACCAATTC-ACC
GACTGCGTACCAATTC-ACG
GACTGCGTACCAATTC-ATC

EcoRI adapter F CTCGTAGACTGCGTACC

EcoRI adapter R AATTGGTACGCAGTC

Mspl/Hpall adapter F GATCATGAGTCCTGCT i

Mspl/Hpall adapter R CGAGCAGGACTCATGA

EcoRI preszelektiv GACTGCGTACCAATTCA 56

Mspl/Hpall preszelektiv.  ATCATGAGTCCTGCTCGG

EcoRI-ATC GACTGCGTACCAATTC-ATC Reyna-
EcoRI-AAG GACTGCGTACCAATTC-AAG MSAP Lépez et al.
EcoRI-ACG GACTGCGTACCAATTC-ACG 1997
EcoRI-ACC GACTGCGTACCAATTC-ACC alapjan
Mspl/Hpall-TCAA ATCATGAGTCCTGCTCGG-TCAA 65

Mspl/Hpall-TCAC ATCATGAGTCCTGCTCGG-TCAC

Mspl/Hpall-CAC ATCATGAGTCCTGCTCGG-CAC

Mspl/Hpall-CAG ATCATGAGTCCTGCTCGG-CAG

Mspl/Hpall-ACG ATCATGAGTCCTGCTCGG-ACG

Mspl/Hpall-GTC ATCATGAGTCCTGCTCGG-GTC

CaMS_081 F /*5Cy5/AACAGCGCTGATCCTTTACC

CaMS 081 R CAACATCACAGTGGCAGAAGA

CaGPMS_112 F /*5Cy5S/TCCCTCAGCAGCAACAATTT

CaGPMS 112R GTCGGGCTCTTTGATTGTGT

CaMS_876 F /*5Cy5/TGTGTCTGAAGCGGAACAAA

CaMS_876 R AAGCAGTGAGCGACGAAGA

CaMS 024 F TGTTGAGGCTTGGGAAAAAC Cheng et al
CaMS_024 R CAAGATAATGGGTAGAAAGGCAAC 55-65 SSR 2016 '
CaGPMS_161F CGAAATCCAATAAACGAGTGAAAG alapjan
CaGPMS_161R CCTGTGTGAACAAGTTTTCAGG

CaMS_163 F TCCATATAGCCCGTGTGTGA

CaMS_163R GCGTGGGAATACAATGCTAGA

CaMS_844 F GCAAAGAAAAAGAAAAGCCTG

CaMS_844 R CTGCAACTGCTGCTTCATTC

CaSSR1 F /*5Cy5/CCTGAAGCAAGATGTCGCTC

CaSSR1R ATGACACACTTATCGGCGGA

2074 GCTCTGATACCA 49,6

2076 GCTCCGATGCCA 59,2

2272 GGCTCAGATGCCA 55,0

2277 GGCGATGATACCA 52,0

2379 TCCAGAGATCCA 49,2

2380 CAACCTGATCCA 50,5

2382 TGTTGGCTTCCA 50,5

220 ACCTGGCTCATGATGCCA 57,0 Kalendar et
2221 ACCTAGCTCACGATGCCA 56,9 iPBS al. (2010)
2222 ACTTGGATGCCGATACCA 53,0 alapjan
2226 CGGTGACCTTTGATACCA 53,1

2228 CATTGGCTCTTGATACCA 54,0

2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 55,4

2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA 55,0

2257 CTCTCAATGAAAGCACCA 50,0

2238 ACCTAGCTCATGATGCCA 56,0

2402 TCTAAGCTCTTGATACCA 50,0

4.2.13. Oldhat6 szarazanyag tartalom (SSC) és pH érték mérés

A termések pH értékét Horiba (Kioto, Japan) LAQUAtwin vizmindség mérdjével mértem, a
°BRIX-értékiket pedig digitalis refraktométerrel, PR-201q, ATAGO®, hataroztam meg.
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4.2.14. A szinarnyalatok meghatarozasa

A begylijtott termésekrél minden fenofazisban a mintagytijtéskor fényképeket készitettem
Pentax GR2 fényképezOgéppel, egy targysatorban, amit 5500 Kelvin fénnyel vilagitottam meg
(amely fotografiai szempontbol egyenértékli a déli napfénnyel). Minden mintat 4 oldalrol
fotoztam, a képek RAW formatumban keésziiltek. A keépek szinarnyalatat Adobe Photoshop CC
(2019) programmal hataroztam meg, a 4 kép atlagat tekintettem az adott termésre jellemzd
szinarnyalatnak. A HEX-értékeket MS Excel 2202-es verzigjdban konvertaltam decimélisra a

=HEX.DEC fliggvény segitsegével és dsszehasonlitottam a tobbi mérés eredményével.

4.2.15. Statisztikai modszerek

Az atlag, szorads és F értékek kiszamolasat az IBM SPSS Statistics version 25 program
segitségével végeztem. A beltartalmi, illetve antimikrobialis vizsgalatok esetén a mért
eredményeket ANOVA teszttel hasonlitottam 6ssze egymassal IBM SPSS Statistics version 25
program hasznalatdval. A 95%-0s megbizhatdsagi szintet (P-érték <0,05) tekintettem
statisztikaikat szignifikansnak. Emellett Pearson modszerrel viszonyitottam az adatokat, amely
esetében a korrelacids koefficienst 0,01-es és 0,05-0s szinten is vizsgaltam. A génexpresszios
mintazatot ddCT modszerrel elemeztem, az eredményeket TBtools program segitségével
vizualizéltam egy hoétérképen, illetve IBM SPSS Statistics version 25-ben keszilt boxplot
segitségevel (Chen et al., 2020). A filogenetikai elemzéseket a MEGA-X (version 10.2.0.)
alkalmazéssal, a szekvenciak illesztését pedig a MUSCLE szoftverrel végeztem. A ’Neighbor
joining’ klaszter analizis ’Maximum Likelihood’ moddszer alapjan készilt, a nukleotid
szekvenciak esetén a Tamura-Nei, az aminosav szekvenciak esetén pedig Jones-Taylor-Thornton
modell szerint. A dendrogram csomdépontjainak megbizhatésagat 1000 ismétléses bootstrap
eljarassal ellenériztem. Az F2 ndvények esetén az egyes szervekre vonatkoztatott szin erésséghez
kotott értékének eloszlasat IBM SPSS Statistics version 25-ben készilt hisztogramon
abrazoltam. A nemesitési vonalak genotipizalasanak kiértékeléséhez a Past4.03 szoftvert
hasznaltam (Hammer et al., 2001). A korrelogram és a dendrogramok RStudio (version
2023.03.0 +386) segitségével késziltek.

4.3. Az egyes vizsgalatok részletes leirasa
4.3.1. Antocianosodo nemesitési vonalak genotipizalasa

Az antocidn termelddéséért felelés MYBa, valamint az antocian bioszintézisét feltehetdleg
szabalyoz6 két masik R2R3-MYB transzkripcids faktorok konzervalt régidira NCBI-Primer-
BLAST program segitségével degeneralt primereket terveztem a kiilonboz6é gének kimutatasara.

Az antocian felhalmozodast felerdsitd retrotranszpozon inszercid kimutatasara alkalmas
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primerekkel szlirtem az extrém lila paprikakat. A harom R2R3-MYB transzkripcios faktor
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-Up Kit segitségével tisztitottam vissza a gyartdi ajanlasok
alapjan. A tisztitott PCR termékek direkt szekvenalasa utan (BIOMI Kft.,, Go6dollo), a
kilonbségekre SNP kimutatasra alkalmas tetra-primer amplification refractory mutation system
(tARMS) primer rendszert terveztem (Truong et al., 2011). Ez egy egyszeri és gazdasagos SNP-
genotipizalasi mddszer, amely csak egyetlen PCR-t és az azt kovetd gélelektroforézist foglalja
magaba. A tetra-primer ARMS-PCR négy primert hasznal egyetlen PCR-ben a genotipus
meghatarozasahoz. Az allélspecifikus primerek esetében a hibas illeszkedés a 3’ végen talalhato,
melynek kdvetkezménye, hogy egy adott primer csak az SNP egyik alléljara specifikus. Mivel a
DNS-polimeraz kizardlag olyan primer meghosszabbitasara képes, melynek 3’ vége tokéletesen
komplementer a templathoz, igy csak akkor keletkezik PCR-termék, ha ez a feltétel
bekovetkezik. A hamis pozitiv eredmények Kkikuszobolése érdekében a primereket gy
site (iPBS) vizsgalatok alapja a reverz transzkriptaz kotohely (PBS) jelenléte az LTR
retrotranszpozonokon. Az erre a szakaszra tervezett primerrel a két ellentétes iranyultsaggal
eléforduld PBS kozti régio felszaporithaté (Kalendar et al., 2010). Tovabbd CAPS, SSR, MSAP
és AFLP modszerekkel genotipizéltam (Cheng et al., 2016; Reyna-Lo6pez et al., 1997; Vos et al.,
1995). A novényanyag a 4.2.1. fejezetben kerult ismertetésre, a markerek szekvencidit a 9.

tablazat tartalmazza.

4.3.2. LINE-1 retrotranszpozon inszercié hatasa az antocian bioszintézisre

A kisérlet elézményeképp olyan fajtdkat kerestem, amelyek tartalmazzdk a LINE-1
retrotranszpozon inszerciot. Ezek a kereskedelmi forgalomban is kaphaté C. annuum ’Azteco’,
Cancun’, ’Black Pearl” és ’Royal Black’ fajtdk voltak, illetve a PepGen Kft.-tdl kapott C.
annuum °Zulu’-t fajta. A fajtak kozos jellemzdje, hogy mind a vegetativ mind a generativ
szerveik nagyfoku antocian felhalmozodast mutatnak. A keresztezésekhez tobb kombinéciot
alkalmaztam, ezekbol a C. annuum ’Kaldom’ és C. annuum ’Black Pearl’ keresztezés volt
sikeres. A keresztezések eldtt a *’Kaldom’-ot kasztraltam és a "Black Pearl” egyedekrdl gytijtott
pollennel poroztam. Az iranyitott beporzast kovetden a megporzott virdgokat jeldltem ¢€s
izolaltam. A keresztezéshez alkalmazott fajtak tulajdonsagait (egyes szévetek szineit) az alabbi
tablazat foglalja 6ssze, ahol a gazdaségilag érett termés: GE, a bioldgiailag érett termés: BE (5.

tablazat).
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5. tablazat — Keresztezési partnerek tulajdonsagai, a celldk szine az adott szovet szinét jeldli

2 : Lo S £ X @
- 5 ¥ ¥X ¢ B3 B g is
S © 'L 3 E Ty N > o 2 » > W L
(75} Pz Jc 4d2 | n 2 o om oL (O] m
’Black
Pearl’
’Kaldom’

Az F1 nemzedéket két csoportra osztottam, az egyik csoportot természetes feny alatt tartottam,
a masik csoportot pedig névényneveld lampa alatt [Osram Floura (2800 Im) + Sylvania
DaylightStar (6500 Im)]. A fény és a retrotranszpozon inszercio hatdsat mind a vegetativ, mind a
generativ szerveken vizsgaltam, levelek mellett a gazdasagilag és a biologiailag érett termésekrol
vettem mintat. Az analitikai és génexpresszios vizsgalatok a 4.2. fejezteben leirtak szerint
torténtek, a primereket a 8. tablazat tartalmazza. Az F1 névények Onbeporzasat kovetden 196
darab F2 névény fenotipusos adatait felvételeztem két hetente. Az adatok értékelését a vegetativ
szervek kozil a nddusz, szar, lomblevél, levélér, levélnyél, a generativ részek kozil pedig a
csészelevél, sziromlevél, portok, bibe és termés szin tekintetében egy négy foku skalaval

végeztem (6. tablazat). A ndvényeket Uveghazban neveltem, Potgrond H palantaféldben 15*15
cm-es tenyeszedényekben.

6. tablazat — 4 fokd antocidnossagi mutato a levél (A), levélér (B), sziromlevél (C) és termés (D) példajan
A

2 3 4
< }ﬁ% hhﬂ C
2

A fenotipizalas mellett 103 novényt genotipizaltam is, a 4.2.12. fejezetben ismertetett
protokoll szerint.

4.3.3. CaMYBa virus indukalta géncsendesitése (VIGS)

A transzformalashoz sziikséges Escherichia coli DH5a, valamint Agrobacterium tumefaciens
GV3101 tenyészetek fenntartasara és szaporitasara LB (Luria-Bertani) tapkdzeget alkalmaztam.

A Kkisérlet soran sziikséges szelektiv LB tapagarbol két valtozatot keészitettem: az egyik
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kanamicint (25 mg/l), a masik kanamicint (25 mg/l) és rifampicint (10 mg/l) is tartalmazott.

Elébbit az E. coli, utébbit A. tumefaciens tenyészetek szelekcidjara hasznaltam.

A VIGS-hez pTRV-1, pTRV-2 (Tobacco Rattle Virus) vektorokat hasznaltam, illetve
kontrollként pTRV-PDS konstrukciot alkalmaztam. A vektorok Osszeallitasa a kovetkezd
protokoll alapjan tortént: EcoRl és BamHI Thermo Scientific™ Anza™ duplaemésztést
kovetéen, a pTRV-2 vektort a Macherey-Nagel NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
segitségével tisztitottam vissza a gyartdi ajanlas alapjan. Az inszert felszaporitasa BioRad
iCycler PCR készulékben tortént Thermo Scientific™ Phusion™ High-Fidelity polimeraz
segitségével a gyartdi protokoll alapjan a 10. tablazatban talalhaté primerekkel.

10. tablazat — A Cal10g11650 gén csendesitéséhez alkalmazott primer par

Amplikon Génbanki

Primer név Szekvencia (5°-37) Twm [°C] hossza A70N0SIt6
Cal0gl11650_V  ctagaattcGTACTAAGACCTCGCCCT 59,7
F
189 bp NM_001324618.1
Cal0gl11650_V  tcaggatccCCACCATTGAACTCCATCATC 63,0
R

Az inszert el6készitése is hasonloképp tortént, mint a pTRV-2 vektoré. A ligalast Thermo
Scientific™ Anza™ T4 Ligase Master Mix protokoll szerint végeztem. Az igy kapott
rekombinans konstrukcioval elészor E. coli-t majd A. tumefaciens-t transzformaltam CacCl;
kezelést kovetd hosokkos modszerrel. A transzformacio sikerességét kolonia PCR-rel
agroinfiltraltam. Ehhez az A. tumefaciens telepekbdl agroleolto oldattal egy éjszakara folyékony
tenyészetet inditottam (5 ml) 28 °C, ennek 6sszetétele 100 ml oldat 6sszedllitdsakor:1 ml 2M
MES, 100 pl kanamicin (50 mg/ml), 500 pl rifampicin (10 mg/ml) és 2 pl 1M acetosziringon
100 ml-ig foltoltve steril LB-vel. Ezt kovetdéen a baktérium szuszpenzidt centrifugaltam
szobahén (21-25 °C), 4000 rpm, 15 percig, a fellllszo lednteése utan a pelletet az infiltracios
oldattal szuszpendaltam (500 ml oldat esetén: 5 ml 2M MES, 2,5 ml 2M MgCl, 75 ul 1M
acetosziringon 500 ml-ig foltéltve steril MilliQ vizzel). Az igy kapott oldatokat Jenway 6105
UV/Vis spektrofotométerrel mértem és beallitottam az optikai denzitasukat, a pTRV-1 és pTRV-
2 esetén ODegoo= 1,2, a P14 szupresszor esetén pedig ODegoo= 0,6 értékre. Az agroinfiltralas el6tt
haromféle 1:1:1 aranyu keveréket allitottam el6: tires pTRV-1:pTRV-2:P14, sajat konstrukciot
tartalmazé pTRV-1:pTRV-2:P14 és pTRV-1:.pTRV-2-PDS:P14. Négy leveles fiatal N.
benthamiana novények 3-3 levelének a fonaki részet infiltrdltam. A PDS konstrukci6 altal
okozott ’photobleaching” megjelenését kovetden a felsd levélemelet tiineteket mutatd leveleit

mozsarban Osszetdrtem, és karborundummal elézdleg beszort szikleveles paprika (C. annuum
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’Black Pearl’) levelekbe dorzsoltem Tiivegbot segitségével. A géncsendesitett novények
génexpresszios vizsgalatai a 4.2.11. fejezetben leirtak szerint torténtek, a 8. tablazatban felsorolt

primerekkel.
4.3.4. Beltartalmi mutatok, enzimaktivitas és antocian bioszintézis valtozasa a termésérés soran

A 4.2.1. fejezetben bemutatott névények koziil a *11263°, *11270°, *11274°, *11278’, és
11280’ nemesitési vonalak mellett, a "Pim. Ney.” és a ’Soroksari’ fajtakat hasznéltam. A
névényeket Uiveghazban neveltem, 15*15 cm-es cserepekben, Potgrond H palantaféldben.

A novényekrél a termésérés négy jol behatarolhatd érésfazisdban 10-10 darab termést
gylijtottem: két gazdaséagilag érett fazisban 20 és 30 nappal a terméskotés utan (GE1 és GE2),
ezen Kivul 40 nappal terméskotés utdn, a kormos fazisban (K), és végil a teljes biologiai
érettségen tul, 60 nappal terméskotés utan (BE). A terméseket steril szikével felvagtam, a
magokat €s az erezetet eltavolitottam, a termésfalat pedig folyékony nitrogénben fagyasztottam.
Felhasznalasig -70 °C-on taroltam a mintakat. Mintaszedéskor a terméseket fotoztam, hogy
meghatarozzam az atlagos szinarnyalatukat a 4.2.14. fejezetben leirtak szerint. Az oldhatd
szarazanyag tartalom és a pH mérést a 4.2.13. fejezet alapjan végeztem. A beltartalmi mutatok és
enzimaktivitds mintaeldkészitései és mérései — TMA, TPC, TFC, FRAP, TC, SOD, CAT, POD —
a 4.2. fejezetben leirtak szerint torténtek mind a 4 érésfazis esetén. Ezzel parhuzamosan zajlott a
génexpresszio vizsgalata is, a 4.2.11. fejezetben leirtak szerint. A vizsgalt géneket a 8. tablazat

tartalmazza.

4.3.5. Paprika extraktumok antimikrobiéalis hatasa

A paprika kivonatok antimikrobialis hatdsdnak vizsgélatat agardiffizios modszerrel
hatdroztam meg a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M02 kissé modositott
protokollja alapjan. A hatéanyagok teszteléséhez négy Gram-pozitiv (Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis ATCC 15433, Staphylococcus aureus
ATCC 29213) és harom Gram-negativ (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145) baktériumot hasznaltam fel. A
mikrobdkat Mueller-Hinton taptalajon tenyésztettem egy éjszakan at, majd egy-két telepet
fiziologias soéoldatban (8,5 g/l NaCl) felszuszpendaltam és a sejtek koncentraciéjat 0,5
McFarland értékre allitottam (ez E. coli esetében kb. 1-2*108 sejtnek felel meg, optikai denzitasa
kb. ODeoo= 0,1). Ezekb6l a szuszpenziobol 100-100 pl-t szélesztettem Mueller-Hinton
taptalajokra, majd a beszéaradast kovetéen 6 mm atmérdjii dugofuroval 5-6 lyukat készitettem
egy taptalajon ugy, hogy a lyukak lehetéleg egyenletes tavolsagra helyezkedjenek el egymastol.
Az igy kialakitott lyukakba pipettaztam 100 pl-t a kivonatokbdl, melyeket metanol:desztillalt
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viz:hangyasav 60:39:1 térfogat szazaléku elegyével nyertem Ki. A
metanol:desztillaltviz:hangyasavas kivonatok esetén 1 g elézbleg liofilizalt paprika port 10 ml
extrahdld szerrel réazattam egy éjszakan at, majd 20 percig centrifugaltam 12 000 rpm
fordulatszamon 4 °C -on. Ezt kovet6en a feliiliszot egy 0,45 pm pérusméretii sziir6n atsziirtem
és a vizsgalathoz a sziirletet hasznaltam fel (Ameya et al., 2018). Az igy elkészitett kivonatokrol
az oldoszert elpérologtattam, majd a visszamaradt anyagb6l 100 mg/ml-es oldatokat készitettem
metanol:desztillaltviz:hangyasav oldoszerrel és ennek hatroztam meg az antimikrobidlis hatasat.
A hatéanyagok lyukakba pipettdzasat kovetden a csészéket 24 oran keresztiill 35+1 °C-on
inkubaltam, majd a gatlasi zonak atmér6jét milliméter pontossaggal lemértem. A vizsgalatokat
harom ismétlésben végeztem el, és az eredményeket statisztikailag értékeltem. A kivonatokat a
4.2.1. fejezetben ismertetett novényekbdl készitettem, a szinesed6 C. annuum vonalakbdl 2
érésfazisbol (GE2 és BE), mig a nem szinesedd C. chinense paprikakbol csak teljes bioldgiai

érettségben 1évd termésekbdl.
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5. Eredmények és értékelésik
5.1. Antocidnosod6 nemesitési vonalak genotipizalasa

A Kkiserletek kozéppontjaban harom R2R3-MYB transzkripcios faktor all. Ezek kozil a
kutatasom kezdetén csak a CaMYBa avagy a CaAN2 a (tovabbiakban Cal0gl11650) génrdl
bizonyitottdk, hogy szabalyozza az antocidn bioszintézist a paprika vegetativ és generativ
szoveteiben egyarant. A Cal0g11650 génnek a vizsgalatakor nem taléltak kilonbséget a gén
pigmentaciobeli kulonbségeket az esetlegesen a promoter régidban talalhaté polimorfizmusok
okozzék (Borovsky et al., 2004). A Cal0g11650 gén kodold régidjanak vizsgalatakor nem
talaltam kilonbséget a lilul6 és nem lilulé egyedek kodzt, ami megegyezik Borovsky és
munkatarsai (2004) eredményeivel. Ugyanakkor a Cal10g11650 promoterének szekvenalasakor,
a nem specifikus primer tapadas miatt két masik, ugyanagy a 10. kromoszéman talalhat6 R2R3-
MYB transzkripcios faktort kodold génr6l is amplifikalodott fragmentum, amelyek a
Cal0g11690 és a CalOgl1710 voltak, melyet nemrég azonositottak CaP, illetve CaAN3
génekként. A kutatds kezdetén igy kérdésként merilt fol, hogy a Ca10g11690 és a Cal0g11710
részt vesz-e az antocian bioszintézis szabalyozédsdban. Eldszor egy filogenetikai analizist
végeztem, és a fehérjeszekvenciak alapjan hasonlitottam 6ssze a Solanaceae csaladon belul leirt,
az antocian bioszintézisben aktivator szerepet bet6lté R2R3-MYB transzkripcids faktorokkal (4.

abra).

82 ALA13581.1 MYBA1 Solanum tuberosum
100 AAXS53091.1 anthocyanin 2 partial Solanum tuberosum
71 WDP81127.1 AN2 Solanum lycopersicum
NP 001234417.1 anthocyanin 1 Solanum lycopersicum
80 E XP 047254224.1 transcription factor MYB1-like Capsicum annuum | Cal0g11690
71— [XPOTeS TS T wamscription Toctor MYBTTe Capsicwn ] Ca10g11710
3 ADQ00396.1 DEEP PURPLE Petunia x hybrida
100 AUG72358.1 MYB-like transcriptional factor AN2-like Solanum lycopersicum
—|: NP 001362565.1 R2R3-MYB transcription factor SIAN2-like Solanum lycopersicum
97 —{ NP 001311547.1 transcription factor MYB113-like Capsicum annuum | Ca_lOg_’]__']_GSO
99 L—— QLC27705.1 anthocyanin 2 Capsicum chinense

BAP28593.1 AN2 Petunia x hybrida
— ADQ00391.1 PURPLE HAZE Petunia x hybrida
41— XP 019240653.1 PREDICTED: transcription factor MYB113-like Nicotiana attenuata

4. abra — A Solanaceae csaldd képviseldiben mar leirt R2R3-MYB transzkripcios faktorok és a paprika
Cal0g11650, Cal0g11690 és Cal0g11710 R2R3-MYB transzkripcios faktorainak filogenetikai elemzése aminosav
sorrend alapjan

Aminosav sorrendjik alapjan a Cal0gl11690 és a Cal0gl1710 azonos kladba kerilt, a
paradicsomban mar leirt antocian bioszintezist szabalyozd SIANTL1 transzkripcids faktorral
(NP_001234417.1), igy feltehetleg ez a két R2R3-MYB is szerepet jatszik bioszintetikus
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Utvonal szabalyozasaban (4. abra). Degeneralt primereket terveztem a harom transzkripcids
faktor konzervalt régidira, hogy vizsgdlni tudjam, hogy az eltérd szinvaltozatokat ezeknek a
géneknek a megléte, vagy hidnya okozza-e. Vizsgalataim soran a vegetativ és generativ szévetek
szinétol és a vizsgalt fajtatol, illetve fajtol fuggetlenil, a Ca10g11650 gén mellett a Cal0g11690
és a Cal0g11710 gént jelképez6 fragmentum is felszaporodott (5. abra).

<— 604 bp— Cal0gli1650
<— 354 bp - Cal0gl1690
< 235bp-—Callgl1710

5. abra — Degeneralt primerekkel amplifikalt termékek elvalasztasa, mintasorrend:1: 11263, 2: 11270, 3: 11274, 4:
11278, 5: 11280, 6: 'Soroksari’, 7: 'Pim.Ney.’, 8: 'Bhut.Jol.’, M: ThermoScientific™ GeneRuler 100 bp

A Cal0g11650 gén promoter régiojdban SNP polimorfizmusokat azonositottam a -600. és a -
603. pozicidkban, amelyek konzekvensen eltértek a liluld és nem lilulé genotipusokban. Ezekre a
baziscserékre tARMS primer rendszert tervezve vizsgaltam Capsicum annuum x Capsicum

chinense hibrid csaladot és az antocidnosodd mutans nemesitési vonalakat (6. abra).

LC473089.1 (5688>6680) — ICATACATTAACATTTICITTTAGCTGGTARATGARTARTTTAATTTTGAGTATGCACHT
w'Pim.Ney'_prom_650.abl(31>527) —

A ~l/

w11263_prom €50.abl(22>961) — i { i i
w11270_prom &50.abl (32>528) - i

w 'Soroksari'_prom €50.abl(19>817)—
’ \
/A

B N e ol
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6. abra — A: Cal0g11650 promdterében talalt SNP-k, B, C: az SNP-re tervezett tARMS primerrel amplifikalt
fragmentumok szinkodolva, mintasorrend B: 'Black Pearl’, "Pim.Ney.’, 11263, 11270, 11274, 11278, 11280,
Soroksari’, C. ann % C. chi hibridek 15, 19, 24, 30, 36, 38, 43, 137,
mintasorrend C: C. ann x C. chi hibridek: 6, 9, 10, 11, 13, 17, 23, 24, 27, 28, 32, 33, 34, 40, 41, 46, 48, 139, M:
ThermoScientifc™ GeneRuler 100 bp

Liu és munkatérsai (2020) a CaMYBa (Cal0g11650) promdter régidjadban -1000 bazisparig
nem mutattak ki kilonbséget az altaluk vizsgalt genotipusokban. Ugyanakkor, az altalam
vizsgalt genotipusok esetén két SNP is konzekvensen eltért a kiilonb6z6 szinli genotipusok kozt.
A -603. pozicioban 1évé citozin — timin baziscserére tervezett tARMS markerrel vizsgaltam a
kiilonb6z6 mértékben antocianosodd genotipusokat. A legnagyobb fragmentum a két outer
primer altal felszaporitott 302 bp szakaszt jeloli, amely minden minta esetén amplifikalodott (6.
abra). A lilul6 paprikédk a -603. pozicidban citozint tartalmaznak, 181 bp hosszi fragmentumot
produkalva, mig a nem lilul6 mintdk esetén a szekvencia adatok alapjan ugyanebben a
pozicidoban timin taldlhatd, és az erre a nukleotidra jellemz0 165 bp hosszi szakasz
amplifikalodik. Ugyanakkor, mig a ’Pim. Ney.’, *Black Pearl’ esetén a termés lilul és ennek
megfeleléen a C allél amplifikalodott, addig voltak olyan genotipusok, példaul a
keresztezésekhez anyaként hasznalt nem liluld fiiszer tipusu 137 és 139 kodu egyedek, ahol
szintén a 181 bézispar hosszu fragmentum szaporodott fel (6. abra). Ezaltal kijelenthetd, hogy
ezek primerek nem alkalmasak a lila és nem lilulo paprikdk megkiilonboztetésére. igy ez a
vizsgalt SNP feltehet6leg inkabb csak az egyes genotipusokra jellemzd kiilonbség, és nem ez

okozza a fenotipusos eltéréseket.

Az eléz6 kutatasokkal ellentétben Ohno és munkatéarsai (2020) szekvenciabeli kiilonbséget
exonban talalt kiilonbség a Haelll restrikcios helyet érintette, a lilulé genotipusban ez a hely nem
intakt. Az altalam vizsgalt genotipusokban nem taldltam kulonbséget az ebben a régidban a
Haelll restrikcids helyben bekOvetkezett G/A baziscsere alapjan. Mas genotipusokat
szekvenalva Babak és munkatarsai (2020) szintén a CaMYBa negyedik exonjaban irtak le tobb
SNP-t, amelyek kozll az egyikre CAPS markert tervezve el tudtak kiiloniteni a lila termésii
genotipusokat. Ugyanebben a kutatasban a Cal0g11710 harmadik exonjaban is azonositottak
polimorfizmusokat, amelyek alapjan meg tudtak kilénboztetni a terméseket. Egy timin delécio
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alapjan csoportositani tudtak a lila termésti és a nem liluld termésti egyedeket (Babak et al.,
2020). Az altalam vizsgalt genotipusok esetén a CaMYBa kddol6 régidjaban nem volt killénbség
a C. chinense "Pim.Ney.’, C. annuum 11270 nemesitési vonal és a szintén C. annuum ’Soroksari’
fajta dsszehasonlitasakor. A Cal0g11710 gén tekintetében pedig a Babak és munkatarsai altal
kdzolt C. annuum paprikak adataitol eltéré eredményt kaptam a fehér szinii C. chinense *Bhut
Jolokia’ paprika esetén. Ez a paprika a lila fenotipusi novényekre jellemzd szekvenciaval

mutatott egyezést (7. abra).

‘Neyde#713_TAG_R_437__D07.sc£(54>741)
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7.abra— A4 Cal0gl1710 génben azonositott timin delécio a fehér szinii Bhut Jolokia esetén eltérd
eredménnyel
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Bhut_Jelokia#710_TAG_R_437_ A07(40>€93)¢
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Ezek a szekvenciabeli polimorfizmusok adodhatnak abbdl, hogy a kiilonb6z6 kutatasok eltérd
fajokat, azon beliil is eltér6 genotipusokat vizsgalnak, és ezek a detektalt SNP-k nagymértékben
genotipus, esetleg faj fliggdek.

Mivel a szekvencia polimorfizmusok nem vezetettek konzekvens eredmeényre, a tARMS
marker rendszeren tdl SSR, iPBS, AFLP és MSAP modszerekkel vizsgéltam a ndvényeket. Az
AFLP vizsgalatokhoz a ’Pim. Ney.’-t, és a ’Bhut Jolokiat’ (C. chinense), a retrotranszpozont
tartalmaz6 ’Royal Black’-et, a nem liluld ’Soroksarit’ és a 11263-t6l 11280-ig kodjeli
kiilonbozdképpen antocidnosodé mutansokat alkalmaztam. A legtobb szelektiv primer
kombinacié monomorf mintazatot eredményezett, a polimorfizmust mutatokkal foleg csak fajok
kozott tudtam kilonbséget kimutatni, fenotipushoz kotheté fragmentum nem szaporodott fel (8.

abra).

55



123456789 123456789 123456789

!
i

i 58 > SEESE3s
I BEEii: STEEEESi:- Ferees. o
T T T T R 23: -
‘- - . i 2 --
'ét - B . ’ - - - e -. e -
"TYSTy e 228
- - & & --_'-
A B G

8. abra — A primer kombindcio: Eco33/Mse55, B: Eco33/Mse61, C: Eco33/Mse48, mintasorrend: 1: 'Pim. Ney’., 2:
"Bhut Jolokia’, 3: 'Royal Black’, 4: 11263, 5: 11270, 6: 11274, 7: 11278, 8: 11280, 9: Soroksari’

Az MSAP-hoz a C. chinense "Pim. Ney.’, ’Bhut Jolokia’ és a C. annuum ’Soroksari’, illetve a
11263-11280 nemesitési vonalakat alkalmaztam. A DNS-t gazdasagi és biologiai érettségl
bogyokbol izoldltam. Hasonléan az AFLP-hez, az alkalmazott primerkombidnciok toébbsége
monomorf mintazatot adott, fenotipushoz kotheté fragmentum nem kaptam. Mivel 6nalléan
egyik marker rendszer sem volt alkalmas a névények termésszin szerinti megkilonboztetésére,
ezert 0sszesitettem az SSR, iPBS és az AFLP marker adatokat az 6t vizsgalt generaciéban mind
a nyolc genotipus esetén. Osszesen 120 ndvényt vizsgaltam, minden genotipusbol
generacionként harmat, hasadast csak a 11274 nemesitési vonal esetén tapasztaltam. Az
Osszegzett marker eredmények alapjan az egyes csoportok kozotti euklideszi tavolsag
kialakitasaban az elsé komponens — ami az abran is jol lathato, hogy a fajjal van a legszorosabb
dsszefuiggésben, és igy ezt magyarazza — 39,41%-ban vesz részt. Mig a masodik komponens, ami

az é&bra szerint a szinekkel van a legszorosabb 6sszefliggésben 26,66%-ban jarul ehhez hozza (9.
abra).
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9. dbra — Fékomponens analizis az sszesitett marker adatok alapjan, a paprikak szine a termések szinét jelenti, a
mintak kodja szerepel feliratként,(9/A esetben n=120, 9/B esetben n=90)

Ha azonban az alapsokasagbdl kivesszik a C. chinense mintakat, akkor a legjelentGsebb

komponenssé a szin 1ép elére és ez ilyen mddon a csoportok kozotti euklideszi tavolsag

kialakitasahoz 46,62%-ban jarul hozza (9. abra).

A lilulé paprikdkat a CaMYBa génbe tortént LINE-1 non-LTR-retrotranszpozon inszercid
jelenlétére is szlirtem. Az antocidnosodd termésii nemesitési vonalakban nem tudtam ezt
kimutatni, ellenben az extrém mértékben lilulo kereskedelmi forgalomban is kaphaté C. annuum
’Azteco’, ’Black Pearl’, ’Cancun’, ’Royal Black’ fajtdk esetén, illetve a PepGen Kft. altal
biztositott C. annuum *Zulu’ fajtaban tudtam bizonyitani az inszerciot. Annak ellenére, hogy a C.
chinense ’Pim.Ney.” az elébb felsorolt fajtdk némelyikétél magasabb antocian felhalmozast
mutat, nem hordozza a CaMYBa génbe inszertalodott LINE-1 retrotranszpozont, igy nem ez a

genetikai elem felelds az extrém mérték lilulasaért.

A 9. tablazatban felsorolt markerek nem voltak elegendéek a termésszin szerinti szelekciora.
Tobb marker bevonasaval, vagy kapcsolt markerek alkalmazasdval mar valdszinlibb, hogy
lehetett volna csoportositani a genotipusokat a termés antocian felhalmozésa alapjan. A 9.

tablazatban szereplé SSR1 marker minddssze 18925 bazisparra van az A 10kusztol 5° iranyban,
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ugyanakkor ez a marker sem tudott egyértelmiien kiilonbséget jelezni a mintak kozt (10. abra).
Ez az SSR marker a 10. kromoszémara (ASJU01076029.1) specifikus és 401 bazispar hosszl
fragmentumot eredményez minden mintaban. A heterozig6ték, illetve azon genotipusok esetén,
amelyek nem lilulnak gazdasagi érettségben a 401 bazispar hosszu fragmentum mellett egy
rovidebb fragmentum is amplifikalédott, amit a teljes genomra vald illesztés utdn az 5.
kromoszémén (ASJU01101831.1) helyezkedik el egy még nem karakterizalt I16kuszban (10.

abra).

Leb Leb Leb Leb Leb Leb/+ + Leb Leb Leb + + Leb/+ Leb/+ Leb/+ Leb/+

10. dbra — SSR1-el amplifikalt fragmentumok kiilonbozd mértékben antocidnosodod mutdns nemesitési vonalak
esetén, Leb — gazdasagi erettségben lila termés, M: ThermoScientifc™ GeneRuler 100 bp Plus

Azokban a genotipusokban, amelyekben az antocian termelés nem hozhat6é 6sszefliggésbe az
eddig mar leirt genetikai komponensekkel, célszerli lenne térképezési populaciokat 1étrehozni a

genotipus fliggd genetikai hattér egyedi meghatarozésara.

5.2. LINE-1 retrotranszpozon inszerci6 hatdsa az antocian bioszintézisre

Ahhoz, hogy a Cal0g11650 gén szerepét az antocian bioszintézisben vizsgalni tudjam egy
hasad6 populaciot hoztam létre. A keresztezési partnerek koziil az apaként hasznalt *Black Pearl’
fajta egy extrém lila C. annuum paprika, amely a CalOgl1650 génjében egy LINE-1
retrotranszpozon inszerciét hordoz. A kisérletemnek célja az volt, hogy meghatarozzam az
extrém antocianosodast kivaltdé LINE-1 retrotranszpozon oroklésmenetét, illetve, hogy a
Cal0g11650 mely szervekben fejti ki hatasat.

5.5.1. F1 nemzedék vizsgalatai

A kisérlet eldzményeképp genotipizdltam extrém mértékben lilulé paprikdkat, hogy
kiderlljon hordozzak-e a retrotranszpozon inszercidt. A vizsgalt novények kozil ezt a C.
annuum ’Zulu’, ’Cancun’, ’Royal Black’, *Azteco’ és ’Black Pearl’ fajtak esetén tudtam
kimutatni. Ezek koziil a ’Black Pearl’ volt keresztezési partner, tobb tulajdonsaga miatt is;

nagyon csokros megjelenése miatt gazdasagilag hasznosabb, illetve a gdbmb bogyo alak és az
58



antocianosodas kozt mar tobben irtak le Osszefliggést (Chaim et al., 2003; Peterson, 1959).
Anyaként a szintén csokros, de nem lila ’Kaldom’ fajtat hasznaltam. A mesterséges megporzast
kovetden az F1 ndvenyeket 2 csoportra osztottam. Az elsé csoportot (Hibrid — 1) természetes
fény alatt, a masodik csoportot (Hibrid — 2) pedig névénynevelé lampa alatt tartottam, hogy a

retrotranszpozon inszercion tul a féeny antocian bioszintézisre gyakorolt hatasat is vizsgalhassam.

A struktargenek kozul egy korai — CHS — és ket kései gént — ANS és DFR —vizsgaltam. A
szabalyoz6 gének kdzott harom R2R3-MYB transzkripcids faktor (Cal0g11650, Cal0g11690 és
Cal0g11710), és egy WD40 transzkripcios faktor (TTG1) szerepelt. Az F1 ndvények expresszios

mintazatat Gsszevetettem a sziil6i genotipusokéval (11. dbra, M3. - 26. abra).
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11. &bra — F1 és P nemzedék génexpresszios vizsgalata, A: levél, B:
gazdaségilag érett termés esetén

A levelekbdl és a bogyokbol izoldlt mintdk esetén nem csak a bioszintetikus Ut kései
génjei, de a CHS is magasabb expressziot mutat a lilulé genotipusokban, a legmagasabb
expresszios szintje az extrém lila *Black Pearl” esetén volt, ugyanakkor ennek mértéke nem volt
szignifikans. A levelekben a Cal0g11650 expresszidja a "Kaldom’ esetén nem kimutathatd, de
nem kiugréan magas a ’Black Pearl’ esetén sem. Erdekes modon a Cal0gl1690 és a
Cal0g11710 is a 2. csoport esetén expresszalt legerdsebben, melyet ndvényneveld ldmpa alatt
tartottam. Gazdasagi érettségben a ’Kaldom’ bogyo6ja z6ld, az antocian bioszintézisben akar
struktargén akar szabalyoz6 szerepet betoltd gén expresszidjat csak kis mértékben volt
detektalhatd. Legmagasabb mértékben a ’Black Pearl’ halmoz fel antociant a termésében, ezzel
egybe vag a génexpresszids mintdzata is. A hibridekbdl képzett csoportok koziil magasabb

génexpressziot a ndvényneveld lampa alatt tartott mintaknal mértem (11. abra).
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A génexpresszi0 meérésével parhuzamosan analitikai vizsgalatokat is végeztem az Fi
novényekbdl képzett csoportokon. Azokat a beltartalmi mutatokat vizsgaltam, amelyekre
feltételeztem, hogy hathat a LINE-1 inszercioval jaré funkcionyeréses mutacié miatt
megndvekedett antocian tartalom. Az analitikai vizsgalatokat gazdasagi érettségben (GE2), és

teljesen biologiai érettségben (BE) 16vé bogyokkal végeztem, mértem a total polifenol, total

monomer antocianin, total flavonoid és 0ssz antioxidans kapacitasukat (11. tdblazat).

11. tablazat — P és F1 nemzedék beltartalmi mutatéi két érésfazisban

TPC TFC TMA FRAP
mg Galg mg Qe/g ug cy-3-glu/g pmol As/g
GE2 ’Black Pearl”  42,58a+0,96  64,91a+0,34 34590,55a+3101,22  250,56a+0,50
Hibrid — 1 21,47b+0,84 80,09a,b+4,97  4830,75b+417,47 155,33b+11,59
Hibrid — 2 30,15c+1,17  88,78b+2,88 22841,69a+1848,81 301,23a+11,68
__’Kaldom’ 20,31b+0,94  30,39c+1,09 Nd.! 109,57b+0,65
BE ’Black Pearl”  34,73a+0,15  85,87a+0,68 8599,93a+250,48  203,39a+3,58
Hibrid — 1 16,81b+0,21  64,59b+0,99 Nd.! 67,77b+3,66
Hibrid — 2 18,56b+1,18  85,92a+0,59 626,21b+41,75 108,85c+1,11
"Kaldom’ 16,02b+0,42  26,37c+0,56 Nd.! 91,53c+2,54

Jegyzet: Egy oszlop egy altablazataban 1év6 azonos betlivel ellatott adatok szignifikansan
nem kilénbdznek egymastél a p < 0,05 szinten. 1: Nem detektalt.

Ahogy a 4.2.1. fejezetben bemutatott nemesitési vonalak és fajtak beltartalmi mutatdinak
vizsgalatakor, ugy a P és F1 generacio esetén is az érés elrehaladtaval csokkend tendenciat
mutattak a paprikak minden mérés esetén, kivéve a "Black Pearl’ fajtat (11. tablazat). Mind a
gazdasagi, mind pedig a bioldgiai érettségben a legmagasabb polifenol tartalmat a *Black Pearl’
fajtanal mértem, majd a ndvényneveld lampa alatt tartott Hibrid — 2 paprika esetén, a
legalacsonyabb értéket a Kaldom’ adta. A TFC esetén gazdasagi érettségben a Hibrid — 2
paprika adta a legmagasabb értékeket, és a ’Black Pearl’ kivételével itt is egy csokkend
tendencia figyelheté meg. A totdl monomer antocidn mérés alapjan a ’Black Pearl’ és a
névényneveld lampa alatt tartott Hibrid — 2 ndvenyek nem térnek el egymastol szignifikansan,
mig a természetes fényen nevelt Hibrid — 1 sokkal alacsonyabb mennyiségben halmoz fel
antocianokat. A biologiai érettségben, amikor a termések szine piros, csak a ’Black Pearl’ és a
Hibrid — 2 ndvényeknél tudtam kimutatni az antocianok jelenlétét. A termések 6ssz antioxidans
kapacitasat tekintve a legmagasabb értéket szintén a novényneveld ldmpa alatt tartott Hibrid — 2
novény mutatta a GE2 fazisban, BE fazisban pedig a ’Black Pearl’ (11. tablazat). Az antocian
tartalom, a bioszintetikus utban szerepet jatszo gének expresszidja €s a kiillonb6z0 megvilagitas
kozotti osszefliggéseket mar tébben leirtdk. Az eredmények rendre azt mutatjak, hogy a
magasabb fényintenzitds a WD40 kivételével mind a MYB és bHLH transzkripcids faktorok,
mind pedig a bioszintetikus Utvonal struktdrgénjeinek az expresszidjat ndveli, ami
megndvekedett antiocian tartalmat eredményez (Lightbourn et al., 2007; Liu et al., 2022b; Lu et

al.,, 2019; Zhou et al., 2022). Ugyanakkor mar kevesebb eredmény talalhatdo az eltérd
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megvilagitas egyéb polifenolos vegyiiletekre gyakorolt hatdsardl paprika esetén. Kiilonb6zo
szinli arnyékolohald alatt nevelt novények termésének beltartalmat Gsszehasonlitva az
arnyékolatlan ndvenyekével azt talaltdk, hogy a termések TPC, TFC és az 0sszes antioxidans
kapacitdsa magasabb a takaratlan novényeknél, és egyre csokken, ahogy az arnyékolohalo
sotétedik (Diaz-Pérez et al., 2020). Hasonlo eredményre jutottak Angmo és munkatarsai is, akik
a szabadfoldi novények terméseinek beltartalmat hasonlitottdk 6ssze az (veghazi, illetve
uveghéazi, de arnyékolohalo alatt nevelt névenyekével. Mig a szabadféldi és liveghazi termések
total polifenol és total flavonoid tartalma nem kilonbodzott szignifikansan, az arnyékolohald a
polifenolos vegyiiletek mennyiségét és dsszetételét is szignifikansan megvaltoztatta (Angmo et
al., 2021). Keék fény (470 nm) hatdsara a tot&l polifenol, C-vitamin tartalom és az 0sszes
antioxidans kapacitds novekedését mérték, ugyanakkor, ezt a valtozas nem a fény intenzitas
novekedése okozta, hanem a spektrum eltérése, mert vorés fény (660 nm) esetén nem
tapasztaltak szignifikans valtozast, csak a karotinoid bioszintézisben (Pola et al., 2019).
Esetemben a Hibrid — 1 csoportot a csirazastol a mintagyiijtésig eltelt honapok alatt naponta
atlagosan 2304 W/m? globalis sugarzas érte, a Hibrid — 2 csoportot pedig ugyanezen iddszak alatt
naponta 3200 W/m?2. A Hibrid — 2 csoportra mért beltartalmi mutatok mind a GE2 fazisban, mind
pedig a teljes biologiai érettségben magasabbak voltak, mint a Hibrid — 1 csoporté. Ennél a
csoportnal a total flavonoid tartalmat tekintve még a ’Black Pearl’-nél is magasabb értékeket
mértem mindkét érésfazisban, mig az antioxidans kapacitis tekintetében a GE2 fazishan
detektaltam magasabb, bar szignifikansan nem kiilonb6z6 értéket (11. tablazat). Ezek az adatok
megegyeznek Diaz-Pérez és Angmo eredményeivel, miszerint a takaratlan, azaz nagyobb
fenyintenzitast kap6é ndvenyek total polifenol, total flavonoid és dsszes antioxidans kapacitasi is
magasabb a kevesebb fényt kapo tarsaiknal (Angmo et al., 2021; Diaz-Pérez et al., 2020). A
magasabb fényintenzitas az altalam vizsgalt paprikdk esetén is mind az antocian bioszintézis,

mind az egyéb polifenolos vegyiiletek bioszintézisét serkentette.

5.2.2. F2 nemzedék vizsgalatai

Az F1 novények oOntermékenyitését kovetden, ahogy az F2 ndvények elérték az elsd
valddileveles kort, megkezdtem rajtuk a genotipizalast és a fenotpizalast is. A fenotipizalast két
hetente végeztem tiz hetes perioduson keresztil. Ahhoz, hogy a fenotipusos adatokat

kiértékelhetden Gssze tudjam vetni a genotipussal, 103 névényt genotipizaltam (12. bra).
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12. &bra — F; novények genotipizaldsa a retrotranszpozon kimutatdsara tervezett primerekkel, 'BP’: ’'Black Pearl’,
'K’: ’Kaldom’, 1-17 F; névények, M: molekulatdmeg marker, Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus

HasadO populacio lévén, az F» egyedei kozdtt voltak olyan genotipusok, amelyek csak
anyai allélt — 262 bp — (példaul 1-es, 10-es novény), vagy csak apai allélt hordoztak — 618 bp —
(2-es noveény, 11-es ndvény), vagy heterozigdtak voltak (példaul 3., 4., 5. minta) (12. abra). Az
F2 novények kozt tapasztalt valtozatossag indokolta annak a vizsgalatat, hogy a retrotranszpozon
teljes hosszaban 6roklédott-e tovabb. A heterozigdtdk mindegyikében amplifikdlodott az anyai
genotipusra jellemzé ~260 bp fragmentum, illetve a retrotranszpozon teljes hosszat jelentd

~5600 bp fragmentum is, mig a "Black Pearl’ esetén csak az utobbit detektaltam.

Osszehasonlitottam a minden szdvetében liluld *Black Pearl’ és a nem liluld zdldbél
pirosra érd hegyes 'Kaldom’ fajta keresztezésébdl kapott F1 és F2 nemzedék generativ szerveit
(12. tdblazat). Az F1 novények sziromlevelei az 6sszes egyednél két sziniiek voltak, fehér alapon
a szirmok szélén lila, ami utalhat a CaMYBa nem teljes dominancidjara. Az F1 novények
terméséit tekintve pedig gazdasagi érettségben minden termésik lila volt. Az F, egyedek esetén a
viragszin megoszlasa (43:88:65 - lila:atmeneti:fehér) a p=0,05 értéknél () «i=5,99; %>
s2amolt=6,98) Kiilonbozott az 1:2:1 aranytol, viszont p=0,03 esetén (¥ ki=7,01) megfelelt az
elméleti hasadasi aranynak. A termés szint vizsgalva a hasadas megfelelt a 3:1 aranynak (y?
kit=3,84), azaz egy ldkusz altal befolyasolt az antocianosodas a vizsgalt populaciéban. Ohno és
munkatarsai (2020), a vizsgalt populaciojukban szintén bizonyitottak a 3:1 aranyt, igy ettdl az

egy 16kusztol tették fliggévé a populacio antocianosodasat (12. tdblazat) (Ohno et al., 2020).

12. tablazat — Fenotipusos megoszlas az F1 és F» nemzedékben a szirom és a gazdasagilag érett termés példajan
2

FiésF, . Egyedszadm . .
nemzedék Egyedszam Lila  Atmeneti Fehér/zold Vart hasadas (p é)iték)
szirom F 5 - 5 i 0:1:0
termés 5 - 1.0
szirom F) 196 43 88 65 1:2:1 ¥?=6,98 (p=0,03)
termés 103 72 31 3:1 v*=1,43 (p=0,05)
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Az egyes szOvetekre vonatkoztatott szin erGsséghez kotott értékének eloszlas
mint&zatahoz csoportokat képeztem a csak anyai allélt hordozo, csak apai allélt hordozo, illetve a
heterozigdta egyedekbdl (M2. 22. tablazat). Az 13. &bra sorozaton nagyon jol latszik, hogy a
csak anyai allélt hordozdé mintak minden esetben az egyes értékhez (nem lila) kozeli
maximummal rendelkeznek, mig az apaiak a négyes értékhez (legsotétebb lila) kozeli
maximumot mutatnak. A heterozigdtak a koztes értékeknél érik el maximumukat. Az &brak

feletti nyilak a szervek szinét reprezentaljak (13. abra).
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A fenotipusos és genotipusos adatokat dsszevetve talaltam 10 ndvényt, amely esetekben a
paprikak ellentmond6 eredményeket produkaltak, ebbdl par genotipus-fenotipus ellentmondast a
14, &bra mutat be. A 36-0s ndvényben (14. abra ’A’) genotipizalds soran az apai allélt
detektaltam, viszont fenotipusaban a heterozig6tdkhoz all kozelebb, ugyanezt taldltam a 78-as
(14. abra ’B’) és 11-es (14. &bra ’C’) novény esetén is (14. dbra). Jung és munkatarsai is kaptak
olyan F> novényeket, amelyek esetén a vegetativ szervek zold szintiek és csak a termés lilult.
Ugyanakkor, 6k ezeknél a ndvényeknél a genotipizalas sordn a nem liluldé novényekre jellemzo
fragmentumot kaptdk (Jung et al., 2019), igy feltételezték, hogy ezeknél a ndvényeknél a
CaMYBa egy funkcidkeptelen allélvaltozata van jelen. Ellenben az altalam genotipizalt paprikak

esetén a 'Black Pearl’-re jellemzd fragmentum amplifikalodott.

14. &bra — Eltérd fenotipusu és genotipusu F2 novények (36.- A, 78. — B, 11. — C) bal oldalt, jobb oldalt '‘Black
Pearl'

Byun és munkatérsai (2022) a CaAN3 vizsgalatakor 4 kiilonb6z6 kategoriat alakitottak ki a
novények fenotipusa szerint, az elsd csoportba a lila viragl és lila gazdasagi érettségli termésii
paprikak keriiltek. A masodik csoportot a fehér viragh, de lila termésti paprikdk alkottak, a
harmadik csoport a halvanylila termésu és fehér viragl, mig a negyedik csoport a fehér viragu és
z0ld termésii (esetemben sargas fehér) paprikakbol allt. Az elsé csoportban a Cal0gl11650 gén
nagyfoku expresszidjat mérték, mig a Cal0g11690 expressziot nem, vagy alig tudtak kimutatni,
szemben a masodik csoporttal, ahol ennek pont az ellenkezdjét tapasztaltdk. Ugyanezt a
csoportositast kovetve és kiegészitve az altalam vizsgalt paprikak a kovetkezOk szerint valtoznak

(13. t&blazat).
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13. tablazat — Két gén expresszidja a GE2 érésfazisban nem lilul6 paprikakhoz viszonyitva a virag és termésszin
szerint csoportositva, Byun alapjan (Byun et al., 2022), F»(A ) — apai geno- és fenotipusu F», F2(H) — heterozigéta
geno- és fenotipusd F,

Csoport 1. Csoport 2. Csoport 3. Csoport 4. Csoport 5.

szirom/termés ) ) O ) OO OO O )
F2 (A) 11270 11274 11263 11278 11280 | °Pim.Ney.” F2(H)
Cal0g11650 8522,49 11,41 9,94 14,47 0,21 0,85 2893,52 75,85
Cal0g11690 1937,53 23,61 0,20 18,11 0,03 0,28 16,35 77,44
CalOgl1710 6739,07 29,17 0,50 3,54 0,31 0,48 302,22 120,12
LINE-1 pax, Leb nemesitési vonalak C.chi | LINE-1

A ’Black Pearl’, illetve az F1 ndvények nem szerepelnek az dsszehasonlitdsban, mert nem
azonos idOben, nem azonos koriilmények kozt voltak nevelve. Az elsé csoportba azok az F»
novények keriltek, amelyek apai genotipustak, azaz mindkent allélon tartalmazzak a LINE-1-
non-LTR retrotranszpozon inszerciot, a vegetativ és generativ szerveik egyarant lilulnak,
szirmuk és gazdasagilag érett termésik sotétlila. A mésodik, harmadik és negyedik csoportot a
kiilonbozéképpen liluldé nemesitési vonalak teszik ki. A masodik csoportba a Byun és
munkatarsai (2022) csoportositasa szerint esetemben a 11270 és a 11274 nemesitési vonalak
kerultek, melyeknek szirma fehér, termésik sotét lila, illetve a 11274-nek csikosan sotét lila. A
fehér szirmd 11263-as paprika vilagosabb lila gazdasagi érettségben, igy 6 alkotja a 3. csoportot.
A negyedik csoportban 1év6 11278 és 11280 paprikdknak fehér szirmuk és sargas fehér termésiik
van. Byun és munkatarsai csoportositasat az F> paprikak heterozigota egyedibdl, és a "Pim. Ney.’
C. chinense paprikdbdl kepzett 6todik csoporttal egészitettem ki (Byun et al., 2022) (13.
tablazat). Annak ellenére, hogy a "Pim. Ney.” minden szévetében lilul, sziromlevelének f6leg a
fonéki oldala antocianos, a ventralis oldala fehér, termése viszont minden érésfazisban, a teljes

biologiai érettségen tal is lila, szinte fekete.

Eredményeim részben megegyeznek a Byun Altal leirtakkal, a negyedik csoport esetén az
altala vizsgélt fajtak, illetve a 11278 és a 11280 nemesitési vonalak is alacsony génexpressziot
mutattak mind a Cal0g11650 és Cal0gl11710, illetve a Cal0g11690 transzkripcids faktorok
esetén is. A harmadik csoportnal, a 11263 genotipus esetén a Cal0g11650 expresszidja és a
Cal0g11690 alacsonyabb, mint az extrém lila genotipusoké, a Cal0g11710 pedig még ezeknél
is alacsonyabb expressziét mutatott, ami szintén megegyezik az altaluk leirtakkal. A méasodik
csoportnal a fehér szirmu és lila gazdasagi érettségii paprikak esetén alacsony CaAN2 expresszio
mellett, magasabb CaAN3 expressziot mertek, ami a 11270 paprikara igaz, de a 11274-nél méar
nem. Az els6 csoport esetén mindharom gén expresszidja nagyon magas volt, ellenben a Byun és
munkatarsai altal kozoltekkel, miszerint ebben a csoportban a CaAN3 expresszidja szinte
kimutathatatlan (Byun et al., 2022). Osszehasonlitva a CaAN3 gént a csalad mas aktivator R2R3-
MYB transzkripcios faktort kodolo génjeivel, a CaAN3 egy kladba kerllt a petuniabdl izolalt
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PHZ és DPL génekkel, mig a Cal0g11710 a paradicsombol izolalt Aft és SIAN2-like génekkel
(15 abra).

77 ,—} XM 016689227.1 PREDICTED: Capsicum annuum transcription factor MYB113-like (LOC107844901) mRNA |
20 53 L MN433087.1 Solanum Iycopersicum cultivar Indigo Rose RZR3-MYB (aft) mRNA complete cds Calog 11710
15 XM 016689227.2 PREDICTED: Capsicum annuum transcription factor MYB1-like (LOC107844901) mRNA |

NM 001375636.1 Solanum lycopersicum R2R3-MVYB transcription factor SLAN2-like (LOC101250648) mRNA

‘ I A7608992.1 Capsicum anmmum mRNA for RZR3 MYB transcription factor (a gene) Calog 11650
HQ428109.1 Petunia x hybrida cultivar W59 DEEP PURPLE gene complete cds
2 —— HQ428103.1 Petunia x hybrida cultivar W59 PURPLE HAZE gene complete eds

57 ‘—} XM 016699817.1 PREDICTED: Capsicum annuum transcription factor MYB113-like (LOC107854818) mRNA | Ca10911690
‘ MN602337.1 Capsicum chinense cultivar Pimenta Da Neyde anthocyanin 2 (AN2) gene complete cds
OP094093.1 Solanum lycopersicum isolate TGRC LA3668 AN2 gene complete cds
NM 001318609.1 Solanum tuberosum transcription factor MYB113-like (LOC102591217) mRNA
AB982128.1 Petunia x hybrida AN2 mRNA complete cds
73 NM 001247488.1 Solanum lycopersicum anthocyanin 1 (ANT1) mRNA

15. 4bra — A Cal0g11650, Cal0g11690 és a Cal0g11710 gének filogenetikai analizise, a burgonya, a paradicsom
és a petlinia aktivator R2R3-MYB gének alapjan

Povero és munkatarsai (2011) a nem lilul6 ’Alisa Craig’ fajta és a lilulo atv/atv, Aft/Aft illetve
Aft/Aft atv/atv paradicsomok vizsgalatakor azt talaltak, hogy a paradicsom zdld fazisaban
atlagosan 45 nappal a kotés utdn mind az SIANT1 es az SIAN2 gének expresszidja magas a lilulo
genotipusokban. Ugyanakkor az érés elorehaladtaval mindkét gén expresszidja csokken, annak
ellenére, hogy a termések antocidn tartalma novekszik, igy feltételezték, hogy ez a két gén a
termések korai fazisaban befolydsolja az antocidnosodast (Povero et al., 2011). Mes és
munkatarsai (2008) szerint az Aft 16kusz fény hatasara indukalodik, és a 10. kromoszoman
helyezkedik el csak ugy, mint az SIANT1 vagy az SIAN2. Kés6bb Yan és munkatarsai (2020)
térképeztek az Aft I6kuszon talalhat6 gént és azonositottak SIAN2-like génként (Yan et al., 2020).
A petlniabol izolalt PHZ mind a vegetativ szovetek, mind pedig a virdgszin kialakitasaért
felel6s, ugyanakkor szemben a DPL génnel a PHZ csak foltosodast idéz el6 a szirmokon. Fény
hatdséra a PHZ transzkript mennyisége szignifikansan nétt mind a szirmokban, mind pedig a
vegetativ szOvetekben (Albert et al., 2011). Lévén, hogy a Cal0g11690 gén ezekhez a génekhez
all legkozelebb, igy feltételezhetd, hogy paprika esetén is kelld mennyiségli fény hatasara a
vegetativ szovetek, az éretlen termés ¢és a szirmok foltokban torténd antocidnosodasat
befolyasolja (15. &bra). A genotipusuk szerint csoportositott F> ndvények kozil csoportonként 3-
3-3 darab fenotipusuk szerint is mindenben megegyezd ndvényt vizsgalva hasonlitottam Gssze a
Cal0g11650, Cal0g11690 és a Cal0g11710 expressziojat a generativ szervekben (16. abra, M3.
- 27. 4bra, 28. abra).
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16. 4bra — Génexpressziés mintazat a heterozigota genotipust F, egyedek (A) és az apai egyedek (B)
generativ szveteiben az anyai genotipushoz (C) viszonyitva.

A vizsgalt termésekben a Cal10g11710 expresszidja a heterozigdta csoport esetén magas volt,
az anyai csoporthoz viszonyitva 120-szor nagyobb mértékben expresszalt, mig a Cal0g11650
gén csak 76-szor a Cal0g11690 pedig 77-szer nagyobb mértékben. Az apai genotipusi csoport
esetén pedig 6739-szer nagyobb mértékben, szemben a Cal0g11650 génnel, ami 8522,49-szer
volt az anyai csoporténdl magasabb. A Cal0g11690 gén expresszidja a heterozigotaknal
megegyezett a Cal0g11650 gén expresszidjaval, az apai genotipustak esetén viszont téredéke
volt a mésik két génnek. Igy feltételezhetden az altalam vizsgalt populaci6 esetén a Ca10g11710
és a Cal0gl11650 egyuttesen hatdrozhatja meg a gazdasagilag érett termések fenotipusat és a
Cal0g11690 csak kisebb mértékben jarul ehhez hozza. Mindez részben megegyezik Byun €s
munkatarsainak (2022) eredményeivel, miszerint a Cal0gl11690 a gazdasagilag érett
antocianosodasért felel, ugyanakkor Povero és munkatarsai (2011) azt tapasztaltadk, hogy nem
egyeduliként befolyasolja. A viragszirom tekintetében hasonld eredményt kaptam, mint Albert és
munkatarsai (2011), a szektorokban antocidnosodd szirmokban magas Cal0g11960 aktivitast
mértem a Cal0g11650-hez képest (M3. — 27. abra).

A portok, porzoszal és bibe antocidnosodasaért mas lokuszok lehetnek felelések, mint amin a
CaMYBa van kodolva (A l6kusz), ezek rendre az As és Asf l6kuszok (Wang és Bosland, 2006).
Ugyanakkor mind az apai, mind pedig a heterozigéta genotipusoknal ezekben a szovetekben is Ki
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tudtam mutatni a Cal0g11650 expressziojat. A portok esetén a Cal0g11690 és a Cal0g11710
expressziGja alig kimutathatd, ebben a szOvetben egyedil a CalOgll1650 expresszidjat
detektaltam. Ugyanakkor mindharom vizsgélt R2R3-MYB kifejez0d6tt a bibében és a

porzoszalban is (16. abra).

5.3. A Cal0g11650 gén virus indukalta géncsendesitése

A szakirodalomban fellelheté ellentmondasok tisztdzasa végett, egy virus indukalta
géncsendesitéses Kisérlet soran vizsgaltam, hogy a Cal0g11650 gén az antocian bioszintetikus
utvonal struktdrgenjei  kozul melyikekre hat. A dohany novények Cal0g11650
génkonstrukcioval és PDS-sel torténd kezelése sikeres volt, igy a novények leveleit a 4.3.3.
fejezetben ismertetett modon ’Black Pearl’ paprika ndvények passzalasra hasznaltam. A kezelt
paprika novények levelei és viragai fenotipusosan is mutattdk a géncsendesités tlneteit a

kontrollhoz képest (17. dbra B és C). A termések vizsgalatara nem volt lehet6ség.

A Cal0gl11650, azaz a MYBa gén csendesitése nem okozott teljes antocidn mentességet,
ugyanakkor, mind a bioszintetikus Utvonal korai és kései strukturgénjeire, mind pedig a bHLH és
WDA40 transzkripcios faktorokat kddold génekre egyarant hatassal volt. A korai struktirgének
kozul a géncsendesitett ndvényekben a CHI expresszidja szignifikansan csékkent mind a virag,
mind a levél esetén, az F3H a viragban nem, mig a CHS expresszidja egyik szdvetben sem
mutatott szignifikans eltérést a kontroll novényhez képest. Annak ellenére, hogy a
szakirodalomban szamos helyen irnak a MYBa gén kés6i struktargénekre vald hatasardl, ez a
hatas az ANS esetén nem volt szignifikans egyik szdvetben sem. A géncsendesitett ndvényekben
ugyanakkor mind a viradgban, mind a levelekben szignifikans csokkenés volt tapasztalhaté a DFR
és az UFGT expresszidjaban (17. dbra). A Cal0g11650 csendesitése szignifikansan csdkkentette
a Cal0g11690 expresszidjat a virdgban és a Cal0g11710 expresszidjat mind a levélben mind
pedig a viragban (17. dbra). A bHLH expresszidja csokkent, de nem szignifikans mértékben, a
WD40 expresszidjaban alig tapasztalhatd visszaesés a viragoknal, a levelek esetén ez a valtozas

szintén nem szignifikans mértéka (17. abra).
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17. &bra— 'A’: TRV-iires: Ures TRV vektorral kezelt negativ kontroll, TRV-650: Ca10g11650 géncsendesitett
novények relativ génexpresszidja a levelében és virdgdban loge sk&lan, a csillaggal jelolt gének expresszidja a
gencsendesitett ndvényekben szignifikdnsan eltér a negativ kontrolltdl p<0,05 szinten, 'B’: Gires TRV vektorral kezelt

negativ kontroll, 'C’: Cal0g11650 géncsendesitett névény fenotipusa

Zhang és munkatarsai (2015) a CaMYBa gén csendestitett névények levelét vizsgalva az
altalanos fenilpropanoid Gtvonal harom génjének, mint PAL, C4H és 4CL Kivételével az 6sszes
vizsgalt gén esetén szignifikans csokkenést tapasztaltak. Géncsendesitett névények termésének
elemzésekor a CHI és az F3H génnél nem tapasztaltak szignifikans csokkenést a CaMYBa
csendesitett névényben (Aguilar-Barragan és Ochoa-Alejo, 2014). A VIGS-nek kitett ’Black
Pearl’ virdgaiban az F3H expresszidja szintén nem tért el szignifikdnsan a kontroll novénytdl,
ellenben a vegetativ szovetek dsszehasonlitaskor ez az eltérés szignifikans (17. &bra). Az UV-B
sugarzas hatéasat vizsgalva a CaMYBa génre azt talaltdk, hogy az UV-B kezelés el6tt az iires
TRV-vel kezelt és a CaMYBa csendesitett ndvények kdzt nem volt szignifikans kilonbség, de a
vizsgalt gének mind alacsonyabb expressziot mutattak ezekben a ndvényben. Az UV-B kezelés
utan ellenben az Ures TRV-vel kezelt novények génexpresszios profilja szignifikansan eltért a
CaMYBa csendesitett ndvényekétol. Az UV-B hatasara a nem géncsendesitett ndvényekben nott

a vizsgalt antocian bioszintézisben szerepet jatszo gének expresszidja (Wang et al., 2022).

Eredményeim részben megegyeznek Zhang és munkatarsainak (2015) leveleken mért
adataival, az altalam vizsgalt ndvényekben a géncsendesités hatasara szintén csokkent a
génexpresszio mértéke, ugyanakkor a levelekben a struktargenek kozult a CHS és ANS, a

transzkripcids faktorok kozil pedig a Cal0gl11690, bHLH és WD40 gének transzkriptum
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mennyisegét tekintve ez a csokkenés nem volt szignifikdns. Zhang és munkatarsai (2015) a
WDA40 expressziojat szignifikansan magasabbnak taldltak a CaMYBa géncsendesitett ndvényben.
A WD40 transzkripcios faktorok az MBW komplex kialakuldséhoz szlikséges platformot
biztositjak, expresszidjuk mérteke kdzel azonos az antocianos és a nem antocianos szévetekben
(Liu et al., 2018). Ugyanakkor a CaWD40 csendesitett névényekben alacsonyabb antocian
tartalmat mértek, és alacsonyabb expresszids aktivitast tapasztaltak (Aguilar-Barragan és Ochoa-
Alejo, 2014), ami ellentmond Stommel és munkatarsai (2009) eredményeinek, akik nem
tapasztaltak szignifikans kilonbséget a CaWD40 expressziojaban az antocianos és antocian-
mentes noévények levelének, viraganak és termésének vizsgalatakor. Igy feltételezhetd, hogy a
WDA40 fehérje elengedehetetlen az MBW kompex kialakuldsahoz, de a komplexben a szabélyozé
szerepet csak a bHLH és MYB transzkripcios faktorok toltik be. A paradicsom genom
vizsgalatakor a két, mar azonositott R2R3-MYB transzkripcios faktoron Kivil, az SIANT1 és
SIAN2 transzkripcids faktorokat kddolo gének kozelében, masik két MYB transzkripcios faktort
is leirtak, SIANT1-like és SIAN2-like néven, melyek fehérjeszerkezetik alapjan hasonlitanak a
burgonyafélék csaladjan beltl mar karakterizalt, az antocian bioszintéztisben szabalyozd
szerepet betolté aktivator R2R3-MYB-ekhez (Kiferle et al., 2015). A CaMYBa csendesitett
novényekben masik két R2R3-MYB transzkripciés faktor a Cal0g11690 és a Cal0gl11710
expresszioja is szignifikdnsan csokkent (17. abra). Ezek a transzkripcios faktorokat kddol6 gének
csakugy, mint a paradicsom esetén a 10. kromoszéman talalhatéak a MYBa gén kozelében. A
CaMYBa csendesitése nem okozott teljes antocidn mentességet, ugyanakkor a csalad mas
nemzetségeinek az antocianosodasért felelds lokuszan is tapasztalhatd génduplikaciok, illetve
allélvariansok funkcidbeli eltérései is magyarazhatjak, hogy egyes szovetek, példaul a levélnyél
¢és a sziromlevelek kisebb mértékii antocidn felhalmozast mutattak a géncsendesitett ndvényben
is.

5.4. A beltartalom és génexpresszié valtozasa a termésérés soran

A vizsgalathoz felhasznalt ndvényanyagot a 4.2.1. fejezet tartalmazza. Annak ellenére, hogy a
mutansok sokadik generacioi a beltenyésztésnek, nagyfoku valtozatossagot mutattak az antocian

felhalmozasukban a vegetativ és generativ szerveikben egyarant.

A termések pH-ja a GE1 stadiumban 5,2 és 6,3 kozott, a biologiailag érett allapotban pedig
5,2 és 5,8 kozott valtozott, ugyanakkor a termések szine eés pH-ja k6zott nem volt jelentds
kulonbség. A termések szinét tehat inkabb mas genetikai tényezok alakitjak ki. Oldhatd
szarazanyag-tartalmuk ugyanezekben a fenofazisokban 4,0 és 7,8 °BRIX kozott mozgott a GE1,

és 4,5 és 8,6 °BRIX kozott a bioldgiailag érett stadiumban. Deepa javaslatanak megfeleléen a
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bemutatott 6sszes adatot szaraz tdmegre (dw) vonatkoztatva szamitottam ki, de ahol szikseges,

ott az adatokat friss tomegre (fw) vonatkoztatva is megadtam (Deepa et al., 2007).

5.4.1. A termések antocian tartalma

Az antocidnok lokalizacidjanak meghatarozdsdhoz Leica LEITZ DMRXE (Wetzlar,
Németorszag) mikroszkoppal felvételeket készitettem. A terméseken kivil a ’Pim. Ney.’
csirandvénynek a szik alatti szararol is keészilt felvétel, hiszen ez az extrém lila genotipus
minden fenofazisban, minden szervében antocian felhalmozodast mutat. A termés metszetén
lathat6, hogy az antocianok a kozéps6 termésfal sejtjeinek vakuolumaiban halmozodnak fol, és
koncentracidjuk a bels6é termésfal felé haladva csokken, ami megfelel Lightbourn metszeti
képének (Lightbourn et al., 2008). Mig a hipokotilban (18. &bra A) csak az els6 két sejtréteg
tartalmaz antocianokat, addig a termés (18. abra B) metszeti képe azt mutatja, hogy a kutikula

alatti 6t-hat sejtrétegben is megtalalhatoak (18. abra).

18. dbra — Antocian felhalmozddas a ’Pim. Ney. ” hipokotilban (A), és termésében (B)

A C. annuum antocidnosodd nemesitési vonalakban az antocianok jelenléte tranziens, az érés
soran lebomlanak. igy TMA csak a korai fenofazisokban, gazdasagi érettségben kimutathato,
kivéve a *Pim. Ney.” és a 11270 paprika estében, ahol az 6sszes fenofazisban mérheté volt az
antocian tartalom. Ket esetben a fehér szinli paprikakban is detektalhatd volt az antocianok
jelenléte (a 11278 paprikaban a kormos fazisban, illetve a 'Soroksari' esetében a GE2
stddiumban), bar a terméseken nem volt észrevehet6 fenotipusos elvaltozas (14. tablazat). Egy C.
annuum paprikat vizsgalva a termés héjban 321,5 ug cy-3-glu/g TMA-t mértek friss tdmegre
(fw) vonatkoztatva (Sadilova et al., 2006). A vizsgalt C. annuum genotipusok esetében ennek 15-
szOrosét (4866,47 ug cy-3-glu/g fw, ami szarazanyagra vonatkoztatva 56575,27 ug cy-3-glu/g
dw), a C. chinense ’Pim. Ney.’ esetében pedig majdnem 130-szorosat mértem fw-re vetitve
(41366,57 ug cy-3-glu/g fw, ami szaraztoémegre vonatkoztatva 517082,19 ug cy-3-glu/g dw).

72



14. tablazat — A vizsgalt paprika genotipusok beltartalmi mutatoi és antioxidans rendszer fontosabb enzimeinek aktivitasa az érés soran

GE1 TMA TPC FRAP TFC TC CAT SOD POD
ug cy-3-glu/g mg Galg umol As/g mg Qe/g mg/kg Ulg Ulg Ulg
‘Pim. Ney.’ 134897,45+723,37a 116,78 +8,32a 515,55+ 6,26 a 4538+0,25a 341,79+11345ab 897+0,76ab  46,75+253a 67,90 + 5,50 a,c
11263 10222,68 + 159,52 b  43,73+0,12b,c 281,67 +1,52b 56,98+ 0,2b 273,21 +6,50 a,b 8,72+112ab  4253+527a 26,60+ 13,555 b
11270 56575,27 £ 144530c 43,15+ 0,13 b,c 359,28+2,30¢ 15,78 £ 0,04 c 105,60 + 6,02 a 456+068ab 6484+193a 36,18+ 2,44 ab
11274 17929,89+ 6025,39b 43,11+ 0,26 b,c 366,58 + 3,80 ¢ 86,34 + 0,54 d 448,47 +44,00 b 10,38+ 2,14a 58,48 + 3,07 a 24,07+2,10b
11278 Nd * 60,34 + 3,64 b 232,84+0,81d 4997+0,30¢e 489,41 +£93,06 bc  4,21+083ab  4885+560a 44,59+4,79ab,c
11280 Nd ! 35,08+0,32¢c 455,04+ 1,34 e 65,55+ 0,16 f 432,05+47,63ab 877+145ab 158,46+3382b 80,34+6,75¢d
‘Soroksari’ Nd ! 84,57 + 0,56 d 511,03+1,76a 17,01+0,70c 193,37 £ 55,77 a,b 3,18+110b 41,18+301a 115,92 +9,10d
GE2
‘Pim. Ney.’ 461480,11 +6274,54a 107,13+9,77 a 94529 +1,33 a 50,54+0,71a 1108,41 + 62,66 a 852+155a 163,79+22,15a  46,88+0,08a
11263 5615,80 + 412,52 b 33,07+1,02b 181,02 +£0,63 b 34,51+0,03b 473,84 £26,14 b 3,53+0,23b 55,76 + 6,22 b 4499+ 142 a
11270 20543,74 £ 958,88¢ 2557+0,42b 129,29 +0,83 ¢ 22,62+0,03¢c 825,08 £58,10 a 514+0,85a,b 7458+151b 62,75+ 1,20 a
11274 7754,45+630,72b,c 44,75+ 0,88 b,c 306,80+ 1,46 d 83,23+0,27 d 1493,24 + 93,68 ¢ 2,93+0,13b 28,15+1,98h 59,83+0,78 a
11278 Nd ! 66,33 +5,30¢C 358,24 +2,86 ¢ 30,07+0,07e 451,59 +44,93 b 1,68+0,12b 29,37+1,18h 59,18 +597 a
11280 Nd ! 61,86+ 7,26 c.d 411,35+ 1,13 f 112,50 £ 0,17 f 1495,11 + 49,65 ¢ 2,32+0,04 b 38,27+0,40 b 145,09+ 7,72 b
>Soroksari’ 356,25+22,85h 42,74 £196b,c 199,79+0,88 g 10,48 £ 0,04 ¢ 511,38+41,75b 427+£0,27b 30,58+7,84h 68,89+ 16,002
K
‘Pim. Ney.’ 517082,19 + 13557,80a 196,38+2,19a 173793+8,96a  43,93+0,99a 583,01 £42,03a 15,60+ 0,57 a 85,38+9,31a 129,80 + 19,58 a
11263 Nd ! 21,72+0,34 b 153,49 +0,27 b 9,39+0,08b 1085,18 + 93,27 a,b 498+0,72b 37,09+1,12b 57,12+0,79b
11270 3962,81 +218,28 b 21,79+0,89b 108,40+ 0,16 c 6,45+ 0,06 C 1201,93+32,17 b 545+0,37b 9,29+4,36 Cc 64,02 +6,93 b
11274 2143,08 + 318,16 b 24,42 +2,31b,d 266,32 +0,33d 6,29+0,02c  1129,88+130,97ab 6,57+4,74ab 14,50 +£0,95¢ 29,82+0,97 b
11278 521,84 +60,26 b 87,66+ 1,68¢c 751,18 +1,33 ¢ 11,97 +0,05d 679,61 +167,51ab 3,84+0,63b 7,13+0,34¢c 30,91+0,89b
11280 Nd ? 30,80+ 1,16d,e 199,44 + 0,38 f 7,15+0,03c 825,88+73,16ab 6,08+1,22ab 547+0,72¢c 33,12+2,97h
>Soroksari’ Nd ? 36,10+2,04e 275,31+046d 10,41+0,07b,d 1198,05+12163bc 7,17+0,94ab 6,83+0,11c 55,32+1429 b
BE
‘Pim. Ney.’ 154812,58 + 77,25 a 98,08 +5,63 a 1155,14+2,98a  27,57+0,27a 717,20 + 186,46 a 56,90+2,94a 11558+8,33a 74,79+ 10,59 a,b
11263 Nd ! 21,12+0,59 b 245,63+0,30 b 532+0,02b 1847,56 + 366,00 a 885+124b 179,60+29,65a 16510+24,194ab
11270 352,08 +29,04 b 23,87+0,49b 217,02+ 0,67 ¢ 2,10+0,05c 1204,84 + 189,71 a 507+086b 202,32+1568a 198,94 +81,22a
11274 Nd ? 21,83+0,98b 178,77 £0,55d 10,22 +0,08d 1651,30 + 450,35 a 428+0,23b 16,48 +1,40a 21,03+6,23b
11278 Nd * 17,06 £0,75b 133,71+0,18 ¢ 20,52 +0,08e  2929,87 £510,87 a 9,91+1,18b 79,44+ 19,74a  7559+944ab
11280 Nd * 4294+151c 466,69 £ 0,63 f 10,55+0,06d 3874,30 £1065,33ab 3,41+064b 29,94+1511a 2515+1195b,c
>Soroksari’ Nd * 22,30+0,84b 207,80+ 0,24 g 7,04+0,05f 6168,53+ 921,44 b 794+124b 5,19+2,07a 6,18+ 0,93 b, d

Jegyzet: Egy oszlop egy altablazataban 1év6 azonos betiivel ellatott adatok szignifikansan nem kiilénboznek egymastol a p < 0,05 szinten. az ezzel jel6lt adatok nem nem

szerepelnek a statisztikai elemzésnél. Nd: nem detektalt.

73



5.4.2. A termesek total polifenol tartalma

A TPC mérésére Folin-Ciocalteu-tesztet alkalmaztam. Ennek a modszernek kisebb hatranya,
hogy a kapszaicinoidokat, aszkorbinsavat, flavonoidokat és kisebb fenolokat is kimutatja, ezért
ez a merési modszer magasabb értékeket eredményez. Szaraz tdbmegre vonatkoztatva atlagosan
magasabb értékeket mértem a gazdasagilag érett fazisokban, de a termésérés soran egy csokkend
trend volt megfigyelhet6. Ugyanakkor friss tOmegre vonatkoztatva ennek az ellenkezdjét
tapasztaltam. A legmagasabb értéket a ’Pim. Ney.’ esetén mértem, amely paprika értékei
jelentdsen kiilonboztek a tobbi genotipusétol. Ez egybevag azzal, miszerint a C. chinense

paprikak total polifenol tartalma magasabb, mint a C. annuum paprikéké (Bogusz Jr et al., 2018).

A gazdasagi érettsegben lila termésii mutansok esetén magasabb értékeket vartam, a
megndvekedett antocian felhalmozodas kévetkeztében (43,11-43,73 mg/g), ugyanakkor, a fehér
termésii paprikak esetén a GE1 fazishan 1,5-2-szer magasabb értékeket mértem (60,34-84,57
mg/g) (14. tablazat). Ugyan vannak olyan tanulmanyok, amelyek szerint nincs 6sszefliggés a
termés fenofazisa és a TPC kozt (Castro-Concha et al., 2014), sz&razanyagra vonatkoztatva a
vizsgalt paprikdk érése soran egy csokkend tendencia figyelhetd meg, amely megerdsiti a
kordbbi tanulmanyokat (Deepa et al., 2007; Ghasemnezhad et al., 2011; Marin et al., 2004;
Navarro et al., 2006).

Fw-re kifejezve Chandel és munkatarsai 0,621 és 1,690 mg/g kdzotti értékeket mértek, mig az
altalam vizsgalt paprikéak értékei 1,60 és 16,031 mg/g kozott valtoztak (Chandel et al., 2020).
Tobb tanulmény is beszamol a TPC, a vizsgélt szdvet (hus, illetve mag), illetve a genotipus
osszefiiggéseir6l (Howard et al., 2000; Sim és Sil, 2008; Sora et al., 2015).

5.4.3. A termések antioxidans kapacitasa

A gylimolcsok és zoldségek fontos értékmérd tulajdonsaga az antioxidans kapacitasuk. Az
antioxidans kapacitas kimutatasara a FRAP modszert alkalmaztam, amely a mintak vasredukald
kapacitasaval szemben méri az antioxidans aktivitast. Ez a modszer alkalmas a vizben old6do
vegylletek, példaul a polifenolok, flavonoidok, antocidnok, aszkorbinsav sth. antioxidans
kapacitdsanak elemzésére, igy lehetévé teszi a termések Ossz-antioxidans kapacitasanak

meghatarozasat anélkdl, hogy az egyes vegyuleteket kilén-kulon kellene mérni.

A legtobb genotipus magas antioxidans kapacitas értékeket mutatott GE1-nél, majd a kormos
fazisban csokkenés kovetkezett be, és enyhe ndvekedés a bioldgiai éréskor.

A legmagasabb antioxidans kapacitast a ’Pim. Ney.’ genotipusnal mértem, 1737,3 umol/g dw
a kormos fézisban. Ugyanakkor ez volt az egyetlen csip6s genotipus, igy a kapszaicin tartalma is
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hozzajarulhatott a magasabb antioxidans kapacitds értékeihez (Rosa et al., 2002). A
legalacsonyabb értéket a sotétlila termésti mutans (11270) kormos fazisdban mertem, 108,40
pumol/g dw. A vizsgélt genotipusok legalacsonyabb és legmagasabb mért értéke kdzott 16-szoros
kilonbséget detektaltam a kiilonboz6 fenofazisokban (14. tablazat). A termések antioxidans
kapacitasa szinte minden vizsgalt fenofazisban szignifikansan kilonbdzott a genotipusok kozt.
Ugyanakkor minden fenofazisban az extrém lila *Pim. Ney.’ fajta esetén mértem a legmagasabb
értékeket. Mind a genotipus, mind a termések fenofézisa jelent6sen befolyasolta a FRAP-
értékeket, pl. a ’Pim. Ney.’ esetében a teljes érettség felé haladva szignifikans ndévekedés, mig
11274 mutans nemesitési vonal esetén szignifikans csokkenés volt megfigyelheté szarazanyagra

vonatkoztatva (14. tablazat).

5.4.4. A termések total flavonoid tartalma

A flavonoidok szabadgyokfogd képességiik révén szintén az egészségvédd molekuldk egy
csoportjat képzik, védik a szervezetet az oxidativ stresszt6l. Az érés elbrehaladtaval a
flavonoidok mennyisége csokken (14. tablazat), ez a csokkenés a flavonoidok érés soran torténd
degradaciojanak tudhat6 be (Ghasemnezhad et al., 2011; Marin et al., 2004).

Erdekes mddon nem az extrém lila Pim. Ney.” mutatta a legmagasabb értékeket, annak
ellenére, hogy Ghasemnezhad egy soOtétlila genotipusban mérte a legmagasabb flavonoid
mennyiséget mind gazdasagi, mind pedig biologiai érettségben (Ghasemnezhad et al., 2011).
Blanco-Rios kiilonbozé szinii C. annuum paprikédkat vizsgéalva, azt talélta, hogy egy zold
paprikanak a legmagasabb a TF tartalma, ezt koveti a piros szinli genotipus. Az altalam vizsgalt
paprikak esetén 1,5-4,3-szor magasabb TFC értékeket mértem a piros genotipusokban, viszont
csak fele annyit a sarga genotipusban, mint Blanco-Rios és munkatarsai (Blanco-Rios et al.,
2013). Friss tomegre kifejezve eredményeink egybeesnek Garra és munkatarsainak
eredmeényeivel, akik 3,14 és 8,90 mg/g fw kozotti TFC-t mértek, mig az altalam vizsgalt
paprikak esetén 0,18 és 7,89 mg/g kozotti értékeket mértem fw-re vetitve (Garra et al., 2020).

5.4.5. A termések total karotinoid tartalma

A paprika termésérése a karotinoidok felhalmozddasaval jar, az érés elorehaladtaval a
karotinoid-tartalom jelent6s novekedése figyelhetd meg (14. tdblazat). A legalacsonyabb
mennyiséget a 11270 paprika GE1 fazisdban mértem, 105,60 mg/kg, a legmagasabbat pedig a
'Soroksari' érett stddiumaban, 6168,53 mg/kg dw. Utobbi fajtandl a TC nyolcszorosara
novekedett az érés elorehaladtaval. Kilcrease és munkatarsai 455,11 és 795,73 ng/g fw kozott
mértek a narancs és piros fajtdk termésfaldban, ami 0Osszhangban van az é&ltalam mért

eredményekkel: a legalacsonyabb TC-tartalom 8,49 mg/kg fw volt a 11270 paprika GE1
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fenoféazisaban, mig a legmagasabb, a 'Soroksari' teljes bioldgiai érettségében 697,28 mg/kg fw
(Kilcrease et al., 2013). Szérazanyagra vonatkoztatva azonban 1235,1 és 3049,1 mg/kg dw
kdzott mértek az bioldgiailag érett termésekben, mig esetemben 'Pim. Ney.' TC tartalma 717,20
mg/kg volt a legalacsonyabb, a legmagasabb pedig a 'Soroksari' bioldgiailag érett termésének a
TC tartalma volt 6168,53 mg/kg. (14. tablazat) (Kilcrease et al., 2015).

5.4.6. Enzimatikus antioxidans aktivitas

A novények nem csak az eldzdekben leirt nem enzimatikus antioxiddns rendszereket
alakitottdk ki — mint példaul a példaul a flavonoidok, polifenolok, karotinoidok stb. — a
szabadgyokok semlegesitésére, hanem enzimatikus védekezd rendszerrel is rendelkeznek.
Azonban csak kevés olyan tanulmany van, amely az enzimatikus antioxidansokkal foglalkozik
az érés folyaman. A CAT, a SOD és a POD enzimek aktivitasat vizsgaltam, mivel ezek a reaktiv
oxigénformék elleni védekezOrendszer els bastyaiként szolgalnak. Ezeknek az enzimeknek a
termelését tobb belsé és kiils6 tényez6 hatarozza meg, a kiils6 tényezéket minimalisra
csokkentettem, azaltal, hogy a névényeket azonos kortlmények kozott neveltem iveghazban, igy

a megfigyelt kiilonbségek a genotipushatasnak és az érésfazisnak tudhatok be.

A CAT aktivitasa — bar nem szignifikansan —, de t6bb vizsgalt genotipusban is nétt az érés
elérehaladtaval, a Pim. Ney.” volt az egyetlen, ahol ez a ndvekedés szignifikans volt. Az 11274
és 11280 esetében azonban csokkenés volt megfigyelheté a gazdasagi érettségtél a biologiai
érettségig, ami 6sszhangban van Palma megallapitasaival (Palma et al., 2020). A SOD aktivitas
esetén, a "Pim. Ney.’, 11263 és 11270 esetében novekedés volt megfigyelheté a GE1-t5] a GE2-
ig, majd csokkenés kovetkezett be a kormos fazisban, amit egy Ujabb ndvekedés kovetett a teljes
szakaszban, mig a 11270, 11280 és 'Soroksari' esetében csokkené tendencia volt tapasztalhato a
GE1-hez képest. A bioldgiai érettség felé haladva a POD aktivitas altalanos novekedése volt
megfigyelhet6 a 11263, 11270 genotipusok esetén, ellentétben a 11280 és a ’Soroksari’
paprikakkal, ahol a GE1-t6] a biologiai érettségig a POD aktivitas csokkenését mértem (14.
tablazat).
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5.4.7. A termések fitonutriens dsszetétele és antioxidans kapacitasa kozti korrelacio

Annak érdekében, hogy megvizsgaljam, hogy az érésfazis és a genotipus milyen aranyban
jarulnak hozza a termések antioxidans kapacitasahoz, a fitonutriens vegyileteket, az antioxidans

kapacitast és a termések szinét korrelacio analizis segitségével értékeltem (15. tablazat).
15. tablazat — Pearson korrelaciés egyutthatdk a hét genotipus négy érésfazisaban vizsgalt fitonutriens dsszetétele

és antioxidans kapacitasa kozt
CAT SOD POD FRAP TPC TMA TFC TC Szin

CAT 1

SOD 0,209 1

POD 0,110 0,763** 1

FRAP 0,523** 0,200 0,097 1

TPC 0,322** 0,079 -0,001  0,906** 1

TMA 0,272 0,301* 0,226  0,849**  0,848* 1

TFC 0,008 0,064 -0,052 0,208 0,281** 0,218 1

TC -0,024 -0,025 -0,143  -0,150 -0,259* 0,077 -0,194 1

Szin 0,457** 0,165 0,036 0,531** 0,526** 0,609** 0,222*  -0,242* 1

* ** A Kkorrelacio 0,05, illetve 0,01 szinten szignifikéans.

A FRAP ¢és a TPC értékek erds pozitiv korreldciot mutattak (r = 0,906), ami ugyan
alacsonyabb, mint a Bogusz vagy Sora és munkatarsai altal kozolt értékek, de magasabb, mint
Deepa és munkatarsai altal kapott értékek (15. tablazat) (Bogusz Jr et al., 2018; Deepa et al.,
2007; Sora et al., 2015). A TMA erés pozitiv korrelaciét mutatott mind a FRAP-pal (r = 0,849),
mind a TPC-vel (r = 0,848), ami azt jelzi, hogy az antocidnok jelenléte az érés soran
megndvekedett antioxidans kapacitassal fligghet 6ssze. A karotinoidok és a FRAP kozotti
korrelacié gyengébb volt (r = -0,150), ez a FRAP modszer természetébdl adodik, mivel a mérés
savas korilményeket igényel (pH 3,6), amelyeken belil a karotinoidok hajlamosak az
izomerizaciora, igy elveszitik redukald hatasukat (Blanco-Rios et al., 2013).

A Kkiilonb6z6 fitonutriens metabolitok a termés Ossz-antioxidans kapacitasahoz vald
hozzajarulasukon til vizsgaltam a genotipus és a termés fenofazisanak, valamint a kettd
kombinacidjanak a hatdsadt mind magara az antioxidans kapacitadsra, mind pedig az egyes
fitonutriens vegyiuletekre (TPC, TFC és TMA). A jobb attekinthetdség kedvéért a 14. tdblazatban
bemutatott értékeket csoportositottam, aszerint, hogy extrém lila, liluld, vagy nem lilul

genotipusokrol van szé (19. abra).
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19. &bra — Genotipus és fenofazis hatdsa az egyes beltartalmi mutatokra a 4 érésfazisban, sotét lila szinnel a "Pim.
Ney.’, lila szinnel a lilulé genotipusok (11263, 11270 és 11274) osszevont adatali, zold szinnel pedig a nem lilul6
genotipusok (11278, 11280 és "Soroksari’) adatai szerepelnek a TMA esetén logaritmikus skalan

Annak ellenére, hogy mind a TMA mind pedig a TPC szoros pozitiv korrelaciét mutatott az
antioxidans kapacitassal, ez az egyes fitonutrienseknek csak a trendjét hatarozta meg, a
mennyiségiket nem. Ahogy a 19. abra is mutatja, mind az antioxidans kapacitas mind pedig a
TPC tekintetében a nem lilulé6 genotipusok esetén magasabb értékeket mértem, mint a lilul6
genotipusoknal, igy nem igazolddott be azon hipotézis, miszerint a magasabb antociantartalom
kimutathat6an hozzajarul akar a TPC-hez, akar a FRAP-hoz. Szamos tanulmany foglalkozik a
genotipus és fenofazis hatasaval a kiilonb6z6 beltartalmi mutatokra. Guilherme és munkatarsai
megallapitottak, hogy a termések érettségi foka nagymertékben befolyasolja a polifenol tartalmat
és a polifenolos vegyuletek 06sszetételét. Ezzel szemben Howard és munkatarsai arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy mind a polifenolok, mind a flavonoidok mennyiségét leginkabb a
genotipus befolyasolja (Guilherme et al., 2020; Howard et al.,, 2000). Ghasemnezhad és

munkatarsai is ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak, miszerint a flavonoidok mennyiségében
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bekovetkezé valtozasok inkabb a fajtatol, mintsem érettségtdl fliggenek (Ghasemnezhad et al.,
2011). Ketutas ANOVA elemzest végeztem, és az ebbdl kapott F-értékeket a 16. tablazatban
foglaltam Ossze. A kovérrel szedett értékek a csoporton belul a legnagyobb hatast gyakorlo
tényezoket jelolik. Eredményeim azt mutatjak, hogy a TMA-t, a TPC-t és a FRAP-ot a genotipus
befolyasolta. Ezzel szemben a TFC-re a leginkabb hat6 tényez6 a termések fenofazisa volt (16.
tablazat, 19. abra).

/////

tekintetében

TMA TPC TFC FRAP

Genotipus (G) 5918,75 438,54 12311,20 61209,87

Fenofézis (F) 537,56 86,37 37756,75 4501,43
GxF 633,38 46,37 5255,05 9704,27

A TMA esetében a genotipus és a termések fenofazisa kdzotti kdlcsonhatas kimutathat6 volt,
F(18, 56) = 633,38 a p < 0,001 szinten. A TPC esetében F(18, 56) = 46,37 a p < 0,001 szinten. A
TFC-t szintén nagymértékben befolyésolta a genotipus és a fenofazis egylittes hatasa, ahol F(18,
56) = 5255,05 a p < 0,001 szinten, valamint a FRAP estén is kimutathat6 az egyuttes hatés, ahol
F(18, 56) = 9704,27 és p < 0,001 szinten (16. tablazat). Bar a legtébb esetben a genotipus volt a
leginkabb befolyasolo tényezo, a korrigalt R-négyzet mind a négy esetben 0,978 és 1,00 kozott
mozgott, ami azt jelenti, hogy a fitonutriensek mértékének varianciaja szinte teljes egészében
(illetve teljesen) a genotipus és a termés fenofazis hatasanak tulajdonithato.

5.4.8. Antocian bioszintézisben szerepet jatszé gének expresszidjanak valtozasa az érés folyaman

A génexpresszios vizsgélatokat parhuzamosan végeztem a beltartalmi adatok mérésével,
ugyanazokbol a fenofazisokbol begyiijtott termésekbdl. A kvantitativ valds-ideji PCR-t

megeldzte a mintak szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgalata (20. &bra).
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20. &bra — RT-PCR a ’Pim. Ney.’ és a lilulé mutansok (11236, 11270, 11274) esetén, az actin (ACT), két struktirgén
(CHS, ANS) és 3 R2R3-MYB (Cal10g11650, Cal0g11690, Cal0g11710) példajan

Génexpresszid terén a legtébb vizsgalat alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az

R2R3-MYB transzkripcios faktorok az antocian bioszintetikus Utvonal kései struktirgénjeinek
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(F3'5'H, DFR, ANS, UFGT, GST) expressziojat befolyasoljak. Ugyanakkor ellentmondésos
eredmények Aallnak rendelkezésre az Utvonalban az EBG-re (CHI, CHS, F3H) gyakorolt
hatasukrél (Aza-Gonzélez et al., 2013; Borovsky et al., 2004; Stommel et al., 2009). A vizsgalt
genotipusok esetén az antocianok jelenléte pozitivan korreldlt a bioszintetikus utvonal
szabalyoz6 és strukturalis génjeinek a transzkriptumaival. Ahogy a hétérképen is latszik, a GE2
fazistol kezdve, ahogy elkezd6dik az antocianok degradacidja, az expresszids profil alapjan a
mintdkat mar nem lehetett szétvalasztani aszerint, hogy extrém lila, lila, illetve nem lilulo
genotipusokrol van-e sz0, egyediil az extrém lila Pim. Ney’ tért el a tobbi mutanstol minden
esetben (21. abra, M3. — 29. abra).
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21. dbra — Antocidn bioszintetikus vitvonal szabdlyozé és strukturgénjeinek az expresszidja a négy érésfizisban a "Soroksari’ fajtahoz viszonyitva



Az antocian tartalom és a vizsgalt gének kozti korrelaciot Pearson analizissel hataroztam meg
(17. téblazat). A szakirodalomban tébb egymasnak ellentmond6 eredményt talalni a vizsgalt

szovetek antocian tartalma és a strukturgének expresszioja kozt.

17. tdblazat — Pearson korrelacios egyiitthatok a vizsgalt gének és az antocian tartalom kozt

CHS CHI F3H F3'5’H DFR ANS UFGT GST 11650 11690 11710 TMA
CHS 1 korai gének kései gének transzkripcios faktorok
CHI -0,007 1
F3H 0,274 0,489" 1
F3’5’H 0,224 -0,114 0,136 1
DFR 0,256 0,404 0,628™ 0,685 1
ANS 0,249 0,840™ 0,789™ 0,142 0,689 1
UFGT 0,100 0,895™ 0,568™ -0,101  0,424" 0,832" 1
GST -0,124 -0,033 -0,011 0,030 0,004 -0,030 -0,068 1
11650 0,124 0,487° 0,798 -0,070 0,430" 0,596 0,482" -0,026 1
11690 0,307 0,278 0,529™ 0,139 0,306 0,456 0,258 -0,053 0,672 1
11710 0,040 0,978™ 0,586 -0,138 0,477 0,882 0,907 -0,032 0,571™ 0,277 1
TMA 0,320 0,589™ 0,594™ -0,081 0,400 0,556 0,525 -0,027 0,901 0,450° 0,658 1

*: korrelacié szignifikans <0,05 szinten, **: korrelacié szignifikans <0,01 szinten

Egy lila (C. annuum °Z1”) és egy fehér (C. annuum *A3”) genotipus levelének génexpresszios
vizsgalata sordn megallapitottak, hogy a CHS és a CHI kivételével mind a korai, mind a kései
stukturgének expresszidja magasabb volt a lila genotipusban. Ugyanakkor, a CaMYBa gén
csendesitésekor a CHS és CHI expressziojaban is csokkenést tapasztaltak. Ezek alapjan azt
allapitottdk meg, hogy ezeknek a géneknek nem egyértelmii a bioszintetikus utat szabalyozo
transzkripcids faktoroktdl valé fuggésik (Zhang et al., 2015). Borovsky és munkatarsai
ugyanezeknek a géneknek a kifejez6dését mar a termésfalban vizsgaltak. A CHS és CHI géneket
is mind a lila termési C. annuum ’5226’, mind a zo6ld termésti C. chinense 159234’
névényekben ki tudtdk mutatni, ami megegyezik Zhang génexpreszids kisérletével (Borovsky et
al., 2004). Igy valosziniisithetd, hogy nem a kiindulasi szovet/szerv befolyasolja az eltérd
expresszios mintazatot. Eredményeim alapjan a CHS esetén sem az antocian tartalom, sem a
harom vizsgalt R2R3-MYB transzkripcios faktor kdzt nincs szignifikans dsszefliggés. A CHI
expresszija ellenben szorosan korreldl az antocian tartalommal (r=0,589™) és a Cal0g1170
MY B transzkripcios faktor expressziojaval (r=0,978"), mig alacsonyabb szignifikancia szinten a
Cal0g11650 gén expresszidjaval is (r=0,4877). Ennek ellentmond Jung és munkatarsainak
(2019) munkaja, miszerint a CHI expresszioja szignifikansan alacsonyabb a zold termésii C.
annuum ’Chilbok No.2’ fajtaban a lila termésti C. annuum ’KC00134’ fajtadhoz képest. A CHS
expresszids mintazataban azonban sem 6k, sem Meng és munkatarsai nem talaltak szignifikans
eltérést (Jung et al., 2019; Meng et al., 2022). Stommel és munkatarsai (2009) viszont mind a
generativ mind pedig a vegetativ szervek esetén szignifikans kilonbséget detektaltak a CHS
expressziojaban a lila C. annuum *06C59’ és a nem lilulo C. annuum ’06C19-2’ kozt. Aguilar-
Barragan és Ochoa-Alejo (2014) VIGS kisérletében a CaMYBa csendesitését kovetéen a mintak
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termésfalat vizsgalva azt talaltak, hogy az F3H gen kivételével minden vizsgalt gén expresszioja
csokkent. Tehét, kisérletiik szerint a CaMYBa nincs hatassal erre a génre. Ezzel szemben
méréseim alapjan az F3H magas szignifikancia szinten is szoros korrel&ciot mutat az 6sszes
vizsgalt transzkripcios faktorral és az antocian tartalommal is (17. tablazat), ami megegyezik
Jung eredményeivel, de ellentmond Meng és munkatarsai méréseinek, akik a lilulo
genotipusokban alacsonyabb F3H expressziot mértek, mint a zold termésiiben (Jung et al., 2019;
Meng et al., 2022). Aza-Gonzalez és munkatarsai (2013) hat érésfazisban vizsgaltak 3 kiilonb6z6
mértékben antocianosodd C. annuum fajtat; *Arbol’ (részlegesen lila), *Uvilla® (lila) és *T74°
(nem lilul). A CHS és F3H expresszidjat a *T74’ fajtaban is minden érésfazisban ki tudtak
mutatni, ellenben a CHI expresszidja csak a legelsé érésfazisban volt detektalhatdo a nem lilulo
fajtdban. A kései gének kozul az F3°5'H, DFR, UFGT és GST csak a lilulé genotipusokban
fejezédtek ki, mig az ANS expresszidja a fehér genotipus minden érésfazisaban mérhetd volt.
Mig az altalam vizsgalt genotipusok esetén az ANS es az UFGT expresszioja erés korrelaciot
mutatott a TMA-val, addig ezt nem sikerllt kimutatni az F3’5’H, DFR és GST esetén.
Ugyanakkor a DFR és két vizsgélt MYB transzkripcios faktor kozt alacsonyabb szignifikancia
szinten pozitiv korrelaciét tudtam kimutatni. Ezzel szemben az ANS mindharom transzkripcios
faktor expressziojaval szorosan 6sszefligg magasabb szignifikancia szinteken is (17. tablazat).
Jung ¢és munkatarsai hasonld eredményre jutottak a kés6i struktirgének tekintetében,
szignifikans kilonbséget a DFR esetén nem, csak az ANS és UFGT expresszidjanal detektaltak a
z0ld és a lila termésti genotipusok vizsgalatakor (Jung et al., 2019). Meng és munkatarsai ezzel
ellentétben nem csak az ANS és UFGT, hanem a DFR génexpresszidjaban is szignifikans
kulonbséget tudott kimutatni a lila és zdld genotipusok kozt (Meng et al., 2022). Ahogy Stommel
és munkatarsai is, mind a levél, virdg és termés esetében is szignifikans eltérést mértek a kései
(ANS, DFR) struktdrgének expresszidjanak mértékében a liluld és nem lilul6 genotipusok kozt
(Stommel et al., 2009). Ezek a kiilonbségek adodhatnak abbdl, hogy az egyes kisérletek eltérd

kisérleti elrendezést alkalmaznak, illetve eltérd genotipusokat hasznalnak.

Az R2R3-MYB transzkripcios faktorokat tekintve, mindharom vizsgalt gén expresszidja
szoros pozitiv korrelaciot mutat a termések antocian tartalmaval. Borovsky és munkatarsai a
Cal0g11650 azaz a CaMYBa gént irtak le el6szor, mint a vegetativ és generativ szervek antocian
bioszintézisét szabalyoz6 MYB transzkripcios faktor (Borovsky et al., 2004). Byun és
munkatarsai (2022) szerint a Cal0g11690 (CaAN3) gén felelés a paprika termesspecifikus
antocian felhalmozasaért. Az altalam vizsgalt mintaknal az antocian tartalom a Cal10g11650 gén
expressziojaval mutatta a legerésebb korrelaciot (r=0,901"") magasabb szignifikancia szinten. A

Cal0g11710 gén ugyan szintén magasabb szignifikancia szinten is pozitiv korrelaciot mutat az

83



antocian tartalommal (r=0,658""), de ez alacsonyabb, mint a Cal0gl11650 esetén, addig a
Cal0g11690 génnél alacsony szignifikancia szinten sikertilt csak ezt az 6sszefliggést bizonyitani
(r=0,450") (17. tablazat). A MYB transzkripcios faktorok kifejezodését érésfazisokra lebontva is
vizsgaltam a nem lilul6 *Soroksari’ fajtdhoz viszonyitva (18. tablazat). A legmagasabb értékeket
mindharom vizsgalt gén esetében az extrém lila, minden fenofazisaban lilan marad6 termési
"Pim. Ney.” fajtanal mértem. A liluld6 mutansok esetén a Cal0gl1650, Cal0gl1690 és a
Cal0g11710-re kapott értékek az érés elérehaladtaval csokkend tendenciat mutatnak, magas

értékeket azokban a fenofazisokban mértem, ahol a termés lila szinii (18. tablazat).

18. tablazat — R2R3-MYB transzkripcios faktorok expresszidja a ‘Soroksari’ fajtihoz viszonyitva az érés folyamdn
GénID  Fenofdzis ’Pim.Ney.” 11263 11270 11274 11278 11280

GE1 112661 1094 900 1687 046 021
GE2 289352 1447 1141 994 021 006
CalOgl1650 35,89 3,66 302 497 023 031
BE 11,16 553 157 309 020 0,10
GE1 17,71 237 507 206 002 047
GE2 16,35 1811 2361 020 003 028
CalOgl1690 5,25 1,47 153 018 006 044
BE 3.36 053 086 005 003 024
GE1 80,05 825 1212 043 036 047
GE2 302,22 354 2917 050 123 024
CalOgll710 177,36 0,46 174 032 085 048
BE 171,32 036 029 036 067 042

Jegyzet: TMA a lilaval szinezett cellak esetén volt kimutathatd

5.5. A paprika extraktumok antimikrobialis hatasanak vizsgalata

Ahogy az ugynevezett ’super food’-okra, ugy a szintetikus antioxidansokat kivaltd
antimikrobidlis hatassal bird természetes antioxidansokra is egyre nagyobb a kereslet akér az
élelmiszeripar akéar a gyogyszeripar részérél (Bogusz Jr et al., 2018; Sandoval-Castro et al.,

2017). Ezért az antocianosodd nemesitési vonalak ilyen célu felhasznalhatdsagat vizsgaltam.

Szamos tanulmany esetén a metanolos extraktumok pozitiv eredményt mutattak a gatlasi
zOnak megjelenését illetéen (Ameya et al., 2018; Koffi-Nevry et al., 2012; Kouassi et al., 2010),
azonban az altalam vizsgalt paprikak esetén ezt nem tapasztaltam. A metanolos kivonatok koziil
egyediil a ’Pim. Ney.’ paprika termésébdl késziilt extraktum volt hatdsos. A vizsgalt baktériumok
tekintetében ez is kizarolag csak a Pseudomonas aeruginosa esetén generalt mérheté gatlasi

zOnat, igy a metanolos kivonatokat a tovabbiakban nem hasznaltam (22. abra).
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22. dbra — Metanollal (A) és metanol:desztillaltviz:hangyasav (B) eleggyel késziilt kivonatok dsszehasonlitasa P.
aeruginosa esetén, a nyilak a "Pim. Ney.’ termésébdl készitett kivonatokat mutatjak

Tiszta metanol helyett a metanol:desztillalt viz:hangyasav 60:39:1 térfogat szazaléku
elegyét hasznaltam olddszerként, hiszen az antocianok savas kozegben stabilak (Markakis,
1982). Tekintve, hogy szdmos tanulmany beszamol a polifenolos vegytiletek jobb oldhat6sagarol
a savas metanolos vizes kozegben, igy mind az analitikai mind az antimikrobialis hatas
mérésehez ezt az elegyet alkalmaztam (Kim és Lee, 2017; Petkovska et al., 2016; Petreska
Stanoeva et al., 2020). A vizsgéalt vonalak és fajtak beltartalmi mutatdit a két érésfazisban a

kovetkez6 tablazat 6sszegzi (19. tablazat).

19. tablazat — A vizsgalt nemesitése vonalak és fajtak beltartalmi mutatoi

TPC TFC TMA FRAP
mg Gal/g mg Qe/g ug cy-3-glu/g umol As/g
GE2 3215/1 70,93b+1,06 12,92c+0,10 36299,37c¢+3569,17 729,91c+5,77
3232/2 61,21b+4,42 8,87d+0,16 Nd.! 723,59c+4,52
11263 33,07a,c+1,02 34,51a+0,03  5615,80a+412,52 181,01a+0,63
11270 25,57a+0,43 22,62b+0,03 20543,74b+958,88 129,29b+0,83
_ ’Soroksari’ 42,75c+1,96 10,48e+0.4 356,25a+22,85 199,79d+0,88
BE 3215/1 74,21b40,99 10,44c+0,10 34680,72b+9447,02 500,59c+5,02
3232/2 55,37c+2,26  8,09d+0,14 Nd.! 467,94d+5,58
11263 21,12a+0,59 5,32a+0,02 Nd.! 245,63a+0,30
11270 23,87a+0,49 2,10b+0,05 352,08a+29,04 217,02b+0,67
’Soroksari’  22,31a+0,84 7,04g+0,05 Nd.! 207,80b+0,24
’Bhut JoI”  119,79d+1,55 26,28e+0,37 Nd.! 796,57e+7,90

’Pim.Ney.”  98,08e+5,63 27,57f£0,27 154812,58c+77,25 1155,14f+2,98

Jegyzet: Egy oszlop egy altdbldzatiban 1évé azonos betiivel ellatott adatok szignifikansan nem
kulonboznek egymastol a p < 0,05 szinten. 1 Nem detektalt.

A paprika kivonatok hatékonyan gatoltak a vizsgalt baktériumfajok egy részét, mig masokkal
szemben hatastalanok voltak. Bar az antimikrobialis hatasuk nem volt egységes, valamennyi
paprika kivonat aktivitdst mutatott a vizsgalatban hasznalt legtébb baktériummal szemben:
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus és Klebsiella pneumoniae (23. abra, 20. tablazat). Ugyanakkor, a Bacillus
cereus-ra egyedul a 11263, 11270 és a két C. chinenese a ’Pim. Ney.” és a ’Bhut Jol.” volt
hatéssal.
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23. dbra — Gatlasi z6nak a 100 mg/ml hangyasavas kivonatok esetén, 1: P. aeruginosa, 2: B, subtilis, 3: E. faecalis,
4: B. cereus, 5: E. coli, 6: S. aureus, 7: K. pneumoniae, a mintdk elrendezése balrél jobbra ’a’: 1: 11263 (GE2), 2:
11263 (BE), 3: 11270 (GE2), 4: 11270 (BE), 5: 'Soroksdri’ (GE2), 6: *Soroksari (BE), b’: 1: 3232/2 (GE2), 2:
3232/2 (BE), 3: 'Pim. Ney.’ (BE), 4: 'Bhut Jol.” (BE), 5: 3215/1 (GE2), 6: 3215/1 (BE)

Az agardiffuzios kisérletek alapjan a vizsgéalt baktériumok ellen a "Pim. Ney.” 14-26 mm, a
"Bhut Jol.” pedig 15-26 mm gétlasi zonédkat eredményezett, igy a vizsgalt paprikék kozil ennek a
két C. chinenese fajtanak volt atlagosan a legnagyobb antimikrobialis aktivitasa, a mért gatlasi
zona a ’Pim. Ney’ esetén 20,93 mm és a ’Bhut Jol.’-nal pedig 20,5 mm volt. A vizsgalt C.
annuum paprikdk kozt a legnagyobb gatlasi zonat a 11263 paprikanal kaptam. A Kkivonatok
Osszeseégében az E. faecalis ellen fejtették ki leginkabb a hatasukat, a legellenallébb baktérium a
B. cereus volt (23. &bra, 20. tablazat).

20. tablazat — Gatlasi zonak merete (mm) a 100 mg/ml hangyasavas kivonatok esetén

_ P.aureginosa  B. subtilis  E. faecalis B. cereus E. coli S.aureus K. pneumoniae
GE2 3215/1 21,5a+0,5 245a+0,5 285a+l5 0,0a+0,0 20,0a+0,0 19,5a+0,5 21,5a+0,5
323212 21,0a+0,0 24,5a+0,5 25,0a,b+0,0  0,0a+0,0 19,5a+0,5 20,0a+0,0 22,5a+0,5
11263 20,5a+0,5 22,5a+0,5 24,0b+0,0 12,0b+1,0 19,5a+0,5 20,0a+0,0 20,0a+0,0
11270 21,5a+0,5 24,5a+0,5 25,5a,b+0,5 0,0a+0,0 20,5a+0,5 20,0a+0,0 21,5a+0,5
_ ’Soroksari’ 20,0a+0,0 24,0a+0,0 24,5a,b+0,5 0,0a+0,0 19,5a+0,5 18,0a+1,0 215a+0,5
BE 3215/1 20,5a,b+0,5 24,0a+1,0 20,5a+5,5  0,0a+0,0 19,5a+0,5 18,5a+0,5 20,0a+0,0
323212 18,5a,b+0,5 24,0a+0,0 23,5a+0,5 0,0a+0,0 19,0a+0,0 19,0ax0,0 19,5a+0,5
11263 20,5a,b+0,5 21,5a,b+05 24,5a+0,5 13,5b,c+0,5 19,0ax0,0 20,5a+0,5 18,5a+0,5
11270 17,5a+0,5 19,5b+0,5 22,0a+0,0 11,5b+0,5 19,0a+0,0 19,0a+0,0 16,0a+0,0
’Soroksari’ 18,5a,b+0,5 21,5a,b+0,5 24,0a+0,0  0,0a+0,0 19,0a+0,0 19,5a+0,5 19,0a+1,0
’Bhut JoI’ 19,5a,b+0,5 25,0a+0,0 24,5a+0,0 15,5¢+0,5 20,0a+0,0 19,0a+0,0 20,0a+0,0
’Pim.Ney.’ 21,0b+0,0 25,0a+0,5 255a+1,0 14,5b,c+0,5 19,5a+0,5 19,5a+0,5 21,5a+0,5

Jegyzet: Egy oszlop egy altdblazataban 1év6 azonos betlivel ellatott adatok szignifikdinsan nem
kilonbbznek egymastél a p < 0,05 szinten.
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Szignifikans eltérest a mintak kozt gazdasagi érettségben csak az E. faecalis €s a B. cereus
esetén, bioldgiai érettségben pedig a P. aeruginosa, B. subtilis és a B. cereus esetén detektaltam
(20. tdblazat). A vizsgalt nemesitési vonalak és fajtak a két fenofazisban mért gatlasi zonajanak
0sszehasonlitasakor szignifikans eltérést csak a 3232/2 paprikanal a P. aeruginosa, a 11270
paprikanal a P. aeruginosa, E. faecalis, B. cereus, B. subtilis és a K. pneumoniae, a ’Soroksari’
fajta esetén pedig a B. subtilis esetén mértem. Szinte minden esetben a bioldgiailag érett fazisban
mértem a Kisebb gatlasi zonakat, kivéve a 11270 paprikanal, amely nem mutatott antimikrobialis

aktivitast a B. cereus ellen a gazdasagilag érett fazisban, csak teljes bioldgiai érettségben.

Mas kutatok arra jutottak, A C. annuum ’Antillais’ és egy C. frutescens ’Sudanese’ paprika
vizes, illetve metanolos kivonatainak vizsgalatakor a P. aeruginosa és E. coli esetén nem alakult
Ki gatlasi zona (Koffi-Nevry et al., 2012). Ezzel ellentétben Ameya és munkatérsai (2018) a
kivondszerek fliggvényében az E. coli esetén 13-18 mm, a P. aeruginosa-nal 11-22 mm és a K.
pneumoniae esetén pedig 12-19 mm gatlasi zénat mértek, mig a Gram-pozitiv S. aureus esetén
ez 23-28 mm volt. Osszehasonlitva a baktériumok szenzitivitasat nem talaltak szignifikans
kulonbséget, csak az olddszerek kozt. Tobb tanulmany is beszamol a paprika bioaktiv
komponenseinek mennyisége ¢és mindsége, antimikrobidlis hatdsa és az oldoszerek
Osszefiiggéseir6l (Chandel et al., 2020; Kouassi et al., 2010; Nascimento et al., 2013;
Nascimento et al., 2014).

Szemben Koffy-Nevry tanulmanyaban kozoltekkel, az altalam vizsgalt nemesitési vonalak és
fajtak metanol: desztillalt viz: hangyasavas kivonatai hatdsosnak bizonyultak a két Gram negativ
baktériummal szemben is (23. abra, 20. tablazat). Kouassi és munkatarsai szintén atlagosan
alacsonyabb gétlasi zonakat mértek az E. coli, P. aeruginosa és V. cholerae baktériumok
esetében, mint a vizsgalt Gram-pozitiv baktériumoknal (Kouassi et al., 2010). Altalanossagban
elmondhato, hogy a ndvényi kivonatok nagyobb aktivitast mutatnak a Gram-pozitiv baktériumok
esetén (McCutcheon et al., 1992). Ennek a jelenségnek az lehet a magyarazata, hogy a Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumoknak eltér6 morfologiai felépitése van. A Gram-negativ
baktériumok rendelkeznek egy kiilsd foszfolipid membrannal, amely lipopoliszacharid
komponenseket tartalmaz, ezaltal a sejtfal athatolhatatlanna valik a lipofil anyagokkal szemben,
mig a porin csatorndk szelektiv gatként miikodnek a hidforil anyagokkal szemben (Nikaido,
2003).

Mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumok esetén a sejtfal az ozmotikus
stabilitds biztositasaért felelés, sériilése az ozmotikus nyomés csokkenésén keresztil a

baktériumok ellenalloképességének a csokkenéséhez vezethet. A polifenolos vegytletek az
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antimikrobialis hatasukat tobbek kozt a sejtfalak karositasan keresztul fejtik ki, igy gatolva a
mikrobak novekedését (Kumar et al., 2021). S. aureus-szal végzett kisérletek sordn azt
tapasztaltak, hogy az epigallokatekin-gallat kozvetlenul a peptidoglikan réteghez kapcsolddva
csokkenti a sejtek ellenalloképességét az alacsony ozmotikus viszonyokkal szemben (Zhao et al.,
2002). Gallusz- és ferulasavval végzett kisérletek soran sikeresen gatoltdk az E. coli, Listeria
monocytogenes, P. aeruginosa és S. aureus baktériumok pazsit kepzését azéltal, hogy ezek a
vegylletek a sejtfalhoz kapcsolédva mdédositottak annak a struktdrajat (Borges et al., 2012).
Tobb polifenolos vegyiiletrdl is kimutattak, hogy a membran fluditasat befolyasoljak, novelik a
permeabilitasat, illetve tonkreteszik annak kettds szerkezetét (Bae et al., 2022). Ugyanakkor mas
hatassal is rendelkeznek, gatolhatjak kiilonb6z6 enzimek miikodését (Kang et al., 2006), vagy
egyéb fehérjékhez kapcsolddva denaturalhatjak azokat (Brudzynski és Maldonado-Alvarez,
2015). Igy a paprikak antimikrobialis hatasaval 6sszefiiggésben vizsgaltam azok beltartalmi
mutatdit a C. annuum paprikak esetén két éresfazisban, a C. chinenese fajtaknal pedig teljes

bioldgiai érettsegben, kiilonos tekintettel a polifenolos vegyiiletekre (19. tablazat, 20. tablazat).

A Wilks A teszt alapjan a totél polifenol tartalomnak és a total flavonoid tartalomnak nem volt
szignifikans hatasa a gatlasi zonakra. Ellenben a totdl monomer antocian tartalom jelent6s hatast
gyakorolt a gatlasi zonak méretére, V=0,04, F(7, 14)=48,82, p=0,00. Hasonlo szignifikans hatast
mutatott a genotipus, V=0,00, F(42,00, 69,12)=12,67, p=0,00, illetve a genotipus fenofazis
egyuttese is V=0,001, F(28,00, 51,90)=11,80, p=0,00. Kildnallé tényezokre bontva, ANOVA
vizsgalattal, a total polifenol tartalom szignifikansan hatott az E. coli esetén tapasztalt gatlasi
zénak meretére F(1, 20)=10,08, p=0,005. A totdl monomer antocian tartalom a legnagyobb
hatast az E. coli F(1, 20)=6,02, p=0,023 és az E. faecalis F(1, 20)=199,80, p=0,00 baktériumokra
gyakorolta. A genotipus hatds a P. aeruginosa és B. subtilis kivételével minden vizsgalt faj
esetén szignifikans volt. A vizsgalt érésfazis és a genotipus egyuttes hatasa csak az E. coli esetén

nem volt szignifikans.

A 3.8. fejezetben részletezettek alapjan, Sharma és munkatarsai (2020), Dong és munkatarsai
(2020), illetve Liu és munkatarsai (2022a) eredményei mind megegyeznek az altalam mért
eredményekkel, hiszen a MANOVA a genotipus hatasan és a genotipus és a fenofazis egyuttes
hatdsan tal, a mintak antocian tartalménak szignifikans hatasat is bebizonyitotta a vizsgalt
baktériumok gatlasi zonajara nézve. Egy utas ANOVA esetén az antocian tartalom E. coli és E.
faecalis baktériumokra kifejtett hatasa adodott a leger6sebbnek. Ma €s munkatarsai (2019) egy
osszefoglald cikkben 0sszegzik az antocianok E. coli-ra és Salmonella spp.-re Kifejtett hatasat

(Ma et al., 2019). Ugyanakkor a legtobb cikk gylimdlcsokbdl készitett kivonatokrol szol, de,
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ahogy a buza kivonatok és az altalam vizsgalt paprika kivonatok is mutatjak, indokolt lehet az

ilyen jellegli vizsgaltokat kiterjeszteni akar szant6foldi, akar kertészeti zoldségnovényekre is.

5.6. A beltartalmi mutatok és génexpresszios adatok 0sszegzése az éres soran

A burgonyafélék csaladjan beliili nagyfoku szinténia lehet6vé tette a petiniaban leirt antocian
bioszintézisben akar strukturgénkent, akar az ezeket szabalyozo transzkripcios faktorként
szerepet jatszo gének térképezését a burgonyafélék mas képviseldiben. A paprika esetén eldszor
karakterizalt antocian bioszintézist szabalyozo transzkripcids faktor az A lokuszon taldlhato
CaMYBa altal kodolt R2R3-MYB, ami mind a vegetativ mind a generativ szovetek lilulasat
befolyésolja. A nemrég karakterizalt CaAN3 és a CaP gének felelések a gazdasdgilag érett

termésszin, illetve a csikosan lila termés kialakitasaért.

Azon paprikak esetén, ahol a gazdasagilag érett 2 (GE2) és bioldgiailag érett (BE) fazisokban
génexpresszios vizsgalatok, illetve az analitikai mérések megtorténtek, az adatok 6sszegzésre
kerultek. Mindezt azért, hogy atfogobb képet kapjunk a harom transzkripcids faktor Altal
indukalt antocian felhalmozas beltartalomra valé hatésarol, illetve a bioszintetikus Utvonal

struktirgénjei €s az antocian tartalom kozti dsszefliggésekrol.

A beltartalmi mutatok tekintetében a polifenolos vegyiiletek, azon belil is a TPC, TFC és
TMA, illetve az ésszes antioxidans kapacitas adatait 6sszegeztem a GE2 és BE érésfazisokban,
13 paprika — ’Pim.Ney’, ’Black Pearl’, ’Kaldom’, Hibrid-1, Hibrid-2, 11263, 11270, 11274,
11278, 11280, *Soroksari’, 3232/2 és 3215/1 — esetén, ami az abran lathaté huszonhat kiilonallo
mérési pontot adja (24. &bra). A pontfelh6 diagram a mért értékeket szimbolizalja lila szinnel a
GE2, és sargaval a BE fazisokban. A hisztogramon a TMA, TFC, TPC és FRAP osszesitett
értékeinek az eloszlasa lathatd, amelyek sehol nem egyenletesek, tébb helyen kiugré értékek
tapasztalhatdéak, ami logikai alapot ad a klaszteranalizishez. A jobb fels6 sarokban pedig a

Pearson korrelacids egyutthatdk szerepelnek (24. abra).
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Beltartalmi adatok 6sszefiiggései a két érésfazisban
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24. abra — Beltartalmi mutatok osszefliggései a GE?2 és BE érésfazisokban 13 paprika esetén, a lila négyszog a GE2,
a sarga a BE éerésfazisokat jel6li, a csillaggal jel6lt értékek esetén a korrelacio szignifikdns a p<0,01 szinten

Az antocian tartalom magas szignifikancia szinten is szorosan 6sszefliggott a total polifenol
tartalommal, mint ez kordbban is megallapitasra kerilt. Ugyanakkor, jelen esetben mas
paprikakat is bevonva a vizsgélatba, ugyanugy szoros pozitiv ¢sszefliggés tapasztalhaté az
antocian tartalom és a mintdk antioxiddns kapacitasa kozott, tehat kijelenthetd, hogy az
antocianok statisztikailag igazolhatéan hozzajarulnak az antioxidans kapacitdshoz a vizsgalt

fajtdkban és nemesitési vonalakban (24. abra).

Klaszternanalizist végezve, mindket éréfazisban a "Pim. Ney.’ — egyetlen C. chinense fajként
— a beltartalmi mutatokat tekintve kiilon kladot alkot. Annak ellenére, hogy a Hibrid-2 csoportot
joval nagyobb globalis sugarzas érte ugyanazon iddszak alatt, mint a Hibrid-1 csoportot, ami
nem csak az antocian tartalmat, de egyéb polifenolos vegyiiletek mennyiségét is novelte, a
beltartalmi mutatoik alapjan a Hibrid-1 és a Hibrid-2 névények azonos kladba keriiltek a GE2
fazisban. A bioldgiai érettségben is azonos klaszterben szerepelnek, igy annak ellenére, hogy a
Hibrid-2 esetén mért értékek magasabbak voltak a tobb vilagitas kovetkeztében, ez nem volt elég
ahhoz, hogy a klaszteranalizis kilon csoportokba sorolja ezeket a paprikékat, tehat nem a

kornyezeti hatas a legmeghatarozobb (25. abra).
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A geénexpresszios profiljuk alapjan az antocianos mintak a 11274 nemesitési vonalat Kivéve
szinte mind 6nalld csoportot képeznek a GE2 fazisban, amikor a termések kiilonbozéképpen
lilulnak. A biologiai érettsegben ezek a kulonbségek mar kisimulnak, kulén csoportot itt az
extrém mértékben liluld C. chinense *Pim. Ney’ képez, a LINE-1 retrotranszpozon inszerciot
tartalmazé ’Black Pearl’ paprikaval egyiitt (25. abra). Az eltér6 fényen tartott Hibrid-1 és Hibrid-
2 novények a gazdasagi érettségben elkilonilnek, a tébb fény miatt magasabb génexpresszids
profillal rendelkez6 Hibrid-2 csoport mésik kladba kerilt (25. abra).

Dendrogram beltartalmi mutatok szerint gazdasdgi érettségben Dendrogram beltartalmi mutatok szerint biologiai érettségben

Soroksari

Dendrogram génexpresszio szerint gazdasagi érettségben Dendrogram génexpresszio szerint bioldgiai érettségben

I

)
Kaldom
1278

25. abra — Klaszteranalizis a beltartalmi mutatok és a génexpresszids profil alapjan a gazdasagi (GE2) és bioldgiai
(BE) érettségben, a vizsgalt paprikak nevének szine az antociansodas mértékét jelzi, zold: nem lilul, rézsaszin: kis
mértékben lilul, lila: a termést magas antocian felhalmozas jellemzi

A bioszintetikus utvonal strukturgénjeinek az expresszidja, illetve az antocian tartalom kozti
ellentmondéasok a burgonyafélék csaladjan belil altalanosak, a legtobb ellentmondé eredményt a
paprika esetén irtdk le. A kovetkezo tablazatban a levelek és a termések adatainak 0sszegzese
lathatd a korabbi, 3. tablazat tiikrében (21. tablazat). Mind a vegetativ, mind a generativ szovetek
elmezésekor a CHS expresszid korrelalt az antocian tartalommal, de a koztiik 1év6 kapcesolat nem
bizonyult statisztikailag szignifikansnak. Ennek egy magyarazata az lehet, hogy az antocian

bioszintézis f6 szabalyozo génje a Cal0g11650 nem kozvetlenil a CHS gént szabalyozza, hanem
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az altalanos fenilpropanoid utvonal valamelyik kordbbi génjét. Ezt tamasztja ala Meng és
munkatarsainak (2022) eredménye is, akik a PAL és C4H gének expresszidja és a termések
antocian tartalma kozt pozitiv korrelaciot mutattak ki.

21. tablazat — Struktrgének expresszidja és a szovetek antocian tartalma kozti korrelaciok

Paprika Sajat eredmények
levél termés
CHS + < <
CHI + + +
F3H + + +
F3'H + Nv. Nv.
F3’5’H + Nv. >
DFR + + <
ANS + + +
UFGT + + +

paprika adatok: ’+’: ellentmondé eredmények a kiilonb6z6 szerz6knél, *+’: pozitiv korrelacio, (Aguilar-Barragan
és Ochoa-Alejo, 2014; Aza-Gonzalez et al., 2013; Borovsky et al., 2004; Filyushin et al., 2020; Jung et al., 2019;
Lightbourn et al., 2007; Meng et al., 2022; Stommel et al., 2009; Tang et al., 2020; Zhang et al., 2015), sajat
eredmeények: ’<’: statisztikailag nem igazolhaté GOsszefliggés, de ndvekvé tendencia, >’: statisztikailag nem
igazolhat6 Osszefliggés, de csokkend tendencia *+’: pozitiv korrelacio, "Nv.’: Nem vizsgalt

A CHI gén expresszitja és a vizsgalt szovet TMA tartalma kozt pozitiv korrelaciot talaltam,
ahogy az F3H esetén is. Ezen strukturgének expresszidja és a szbvetek TMA tartalma kozti,
illetve az expresszidjuk és az Oket szabalyozé transzkripcios faktorok expresszidja kozti pozitiv
korrelécié arra enged kovetkeztetni, hogy az antocian bioszintetikus Utvonal szabalyozasa mar a

korai struktirgénektdl kezdve elindul.

A késo6i struktargének tekintetében, mig a DFR expresszidja a levelek esetén statisztikailag
igazolhatéan 6sszefliggott a TMA-val, addig a termések esetén csak egy pozitiv trend volt
megfigyelhetd, annak ellenére, hogy a négy érésfazisban az expresszidja szorosan korrelalt a
Cal0g11650 és a Cal0g1170 expresszios faktorokéval. Ugyanakkor, az 6sszefiiggés egyértelmt
az UFGT esetén, amelynek expresszidja mind az antocian tartalommal, mind pedig a
Cal0g11650 és a Cal0g11710 gének expressziojaval szoros pozitiv korrelaciét mutat. Az ANS
expresszidja is mindkét szdvetben Osszefliggott azok antocian tartalmaval. A négy érésfazisban
vizsgalt termések esetén pedig a Cal0gl1650, Cal0gl1690 és a Cal0gll710 gének
expresszidjaval is, annak ellenére, hogy a Cal0gl11650 csendesitésekor se a levélben, se a

viragban nem csokkent szignifikans mértékben az expresszioja.
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6. Kbovetkeztetések és javaslatok
Az R2R3-MYB transzkripcios faktorokat kodolé gének — CalOgl1650, Cal0gl1690 és

Cal0g11710 — szekvenciabeli polimorfizmusainak vizsgélata utan valosziniisithetd, hogy az
altalam detektalt, illetve a szakirodalom alapjan vizsgalt polimorfizmusok az eltérd faj, illetve
fajtahasznalat miatt adddnak, hiszen egyik vizsgalt kilonbséget sem tudtam teljes

bizonyossaggal a kiilonb6zd fenotipusokhoz kétni.

Szakirodalmi adatok alapjan nincs egyetértées a CaMYBa hatasarol az antocian bioszintetikus
ut strukturalis génjeire, mint ahogy abban sem, hogy a struktirgének expresszioja és a termések
antocian tartalma hogyan fligg 6ssze. A Cal0g11650 géncsendesitett novények adatai alapjan
megallapithatd, hogy a CaMYBa nem csak a kései struktirgénekre van hatassal, hanem a
koraikra is. A géncsendesitett névényben mind a virdg, mind a levél esetén a CHI gén
expresszidja szignifikansan csokkent, mig az F3H expresszié a levélben mutatott szignifikans
csokkenést. A kései gének kapcsan ezt a hatast a levelek és a viragok tekintetében a DFR és
UFGT esetén tudtam igazolni, az ANS expresszidja ellenben nem csokkent szignifikans
mertékben.

Ugyanakkor, a termések négy fenofazisdban mért génexpresszids profilja alapjan a
Cal0g11650 expresszidja pozitiv korrelaciot mutatott magasabb szignifikancia szinten is az ANS
expresszidjaval, mig a DFR és az UFGT esetén csak alacsonyabb szignifikancia szinten
produkalta ezt. Ahogy a géncsendesités esetén, ugy a termések vizsgalatakor sem tudtam
Kimutatni statisztikailag igazolhatd Osszefliggést a Cal0g11650 és a CHS expresszidja kozt,
ugyanakkor mindkét kisérlet soran a vizsgalt szovetek esetén megfigyelhetd trend arra enged
kovetkeztetni, hogy a Cal0911650 nem kozvetleniil a CHS-t szabalyozza, hanem feltehet6leg az
utvonal kordbbi génjeire van hatassal. Ezért indokolt a vizsgalatokat Kiterjeszteni az altalanos
fenilpropanoid Utvonal tovabbi génjeire is. Ezzel szemben a CHI és az F3H az 0sszesitett adatok
alapjan a Cal0g11650 expresszidjaval szorosan 0sszefugg. Tehat ennek tilkrében, a vegetativ és
generativ szdveteknél kapott eredmények alapjan, a Cal0g11650 nem csak a bioszintetikus
utvonal kései génjeit szabalyozza, hanem a korai gének kozil a CHI és az F3H génekre is

hatassal van.

A Cal0gl1690 és a Cal0gl1710 transzkripcios faktorok expresszidjat vizsgalva
ugyanezekben a fenofazisokban, egyértelmii, hogy a Cal0gl1710-nek nagyobb hatdsa van az
antocian bioszintetikus utvonal korai (CHI, F3H) és kései (DFR, ANS, UFGT) strukturgenjeire,
mint a Cal0g11690-nek. A Cal0g11690 expresszioja csak az F3H és az ANS expressziojaval
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mutatott szignifikans dsszefliggeést, igy ennek a génnek feltehetbleg kisebb a vizsgalt fajtakban,

illetve szbvetekben a hatasa, mint a Cal0g11650-nek vagy akar a Ca10g11710-nek.

Az antocian termelés genetikai hattere jelentds genotipus fliggdséget mutat. A korabbi
kutatdsokban meghatarozott genetikai hattér nem minden esetben magyarédzza az antocidnok
termel6dését a kiillonbozé vegetativ és generativ szovetekben. Az irodalomban megtalalhato
génexpresszidbeli ellentmondédsok adddhatnak abbdl is, hogy a kiilonb6z6 ilyen iranyu kutatasok
eltéro kisérleti elrendezéseket alkalmaznak, igy példaul eltéré homérsékleten, mas megvilagitas,
esetleg nappalhossz alatt, mas termesztékozegben és eltéré genotipusokat alkalmaznak. Ezek a
faktorok mind-mind hatdssal vannak az antocian bioszintézisre, ezért ezek a kutatdsok egy
elrendezésen beliil osszevethetSek, de mas kisérletekkel egzakt médon mar nem. igy csak akkor
kapunk pontos lenyomatot a génexpressziorol, ha ugyanolyan kérilmények kozt allitjuk be az

eddig leirt kisérleteket, szem el6tt tartva a ceteris paribus elvét.

A beltartalmi mutatdkat tekintve, szoros pozitiv 6sszefliggés tapasztalhatd az antocian
tartalom ¢és a mintdk antioxidéns kapacitdsa kozott, tehat kijelenthetd, hogy az antocidnok
statisztikailag igazolhatéan hozzéjarulnak az antioxidans kapacitdshoz a vizsgalt fajtdkban és
nemesitési vonalakban, igy az antocianosodd fajtdk fogyasztdsa a funkciondlis taplalkozés

részéve kell, hogy valjon.

Bar bizonyos fajtakban a stressz indukalta antocidnosodas nemkivanatos tulajdonsag,
ugyanakkor az antocianok hatdsa nem csak az antioxidans kapacitas, de az antimikrobialis
aktivitas esetén is igazolhat6 volt az E. coli és E. faecalis esetén, igy tehat érdemes nem csak
funkciondlis élelmiszerként, hanem potencidlis egészségvédd termékként tekinteni ezekre a

novényekre.

A LINE-1 retrotranszpozon inszerciot vizsgalva, annak ellenére, hogy szakirodalom szerint a
hasad6 nemzedék adatai alapjan egy gén felels az antocian felhalmozasért, az altalam vizsgalt
F2 novényeknél ezt nem tudtam igazolni a p=0,05 értéknél (%2 krit=5,99; ¥ szamol=6,98), viszont
p=0,03 esetén (y* wit=7,01) megfelelt az elméleti hasadasi aranynak. Ezért célszerii tovabbi

keresztezéseket végezni mas sziildi genotipusokkal.

Azonos keresztezésbol szarmazo, azonos genetikai hattérrel rendelkezd paprikak tartasi
kortlmenyei kozt csak egy faktort megvaltoztatva, nem csak az antocian bioszintézisben
szerepet jatszd gének expresszidjaban volt kilonbség, hanem a megndvekedett fény hatasara a
TMA, TPC, TFC és FRAP értékek is magasabbak voltak a tobb fényt kapd Fi egyedekben, igy

ezt a termesztéstechnologia soran az arnyékolas esetén érdemes figyelembe venni.

94



7. Uj tudomanyos eredmények

Bizonyitottam, hogy az eddig leirt szekvencia polimorfizmusok, melyek segitségével az
antocianosodas alapjan tudtak szelektalni a mintadkat, nagymértéekben faj, illetve

fajtafiggdek és nem altalanos érvénytick a Capsicum fajokon belil.

Meghataroztam, hogy a negy érésfazis soran vizsgalt beltartalmi mutatok kozil a TMA-t,

TPC-t és FRAP-ot a genotipus, mig a TFC-t a vizsgalt fenofazis befolyasolta elsésorban.

Szovetspecifikus  génexpresszios vizsgalatokkal els6ként bizonyitottam, hogy a
Cal0g11650 gén mellett, a Cal0g11690 és a CalOgl1710 szerepe is igazolhaté az
antocian bioszintézisre mind a vegetativ, mind a generativ szévetek esetén. A termeserés
4 fenofazisaban mért genexpresszios adatok, illetve a Cal0gl1650 géncsendesitése
alapjan igazoltam, hogy a Cal10g11650 gén nem csak az antocian biosztintetikus Gtvonal
kései génjeire van hatassal, hanem a koraik kozll a CHI és F3H génekre is.

. A szakirodalomban talalhaté ellentmondasok tisztazasakor igazoltam, hogy mig a CHI és
F3H gének expresszidja 6sszefligg a vizsgalt szovetek antocian tartalmaval, addig a CHS

esetén ez az 0sszefliggés csak trend-szerii.

Igazoltam paprikaban az antocidnok szerepét mind a termések Osszes antioxidans
kapacitaséara, mind pedig azok antimikrobidlis hatasara egy Gram-pozitiv (E. faecalis) és

egy Gram-negativ (E. coli) baktérium faj esetén.

. Bizonyitottam, hogy az azonos keresztezésbdl szdrmazo, azonos genetikai hattérrel
rendelkez0 F1 egyedek eltér6 fénymennyis€g hatdsara nem csak az antocian
bioszintetikus aktivitasukban kilénbdztek, hanem igazoltam a fény hatasat az egyéb
polifenolos OsszetevOk mennyiségére is, és végsd soron a termések Osszes antioxidans

kapacitasara.

. A C. annuum ’Black Pearl’ ¢és ’Kaldom’ keresztezésével létrehozott hasadd populaciot
vizsgalva bizonyitottam, hogy az antocidn bioszintézist egy gén hatarozza meg.
Ugyanakkor, ugyanebbdl a keresztezésbdl szarmazod F» egyedek generativ szdveteinek
elemzésekor bizonyitottam, hogy a Ca10g11650 mellett a Ca10g11690 és a Cal10g11710
is részt vesz a termés, sziromlevél, bibe és porzdszal szinének kialakitasaban. A portok

esetén viszont csak a Cal0g11650 szerepe mutathatd Ki
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8. Osszefoglalas

A Solanaceae csaladba tartozo paprika (Capsicum annuum L.) egyike a legszélesebb korben
termesztett zoldségeknek. A friss fogyasztasra termesztett paprikdk nemcsak hazankban, de a
kornyez0 orszagokban is kiemelkedden fontosak mindennapi taplalkozasunk sordn. Termékének
piaci értékét szamos tényezO befolyasolja, ezek koziil az egyik legfontosabb értékmérd
tulajdonsag a termés szine. A Capsicum fajokban szamos fitonutriens vegyulet talalhato, melyek
az emberi szervezetre pozitiv hatassal birnak, példaul a termések szinét kialakitd pigmentek,
melyek kozul az antocidnok jotékony hatasat mar tobb évtizede felismerték. A fogyasztdk egyre
tudatosabban fordulnak az udgynevezett funkcionalis élelmiszerek piaca felé. A paprika
beltartalmi értékeit tekintve el6keld helyet foglal el ebben a piaci szegmensben, a C-vitamin
tartalma, illetve karotinoid felhalmozésa alapjan. Ha ezeket az egyébként is kedvez6 beltartalmi
mutatokat az antocidnok additiv hatasaval kombinaljuk, akkor a paprika valéban ,,super food”-

nak tekinthetd.

A paprika antocian bioszintézise 0sszetett genetikai szabalyozas alatt all, melyet a kdrnyezeti
faktorok mellett olyan belsé tényezdk, mint a fenofdzis és a genotipus X fenofazis
kolesonhatdsok nagymértékben befolyasolnak, ezért ennek a meglehetésen komplex
tulajdonsagnak a vizsgalata bonyolult. Epp ezért a paprika antocianosodasanak molekuléris
genetikai hattere még nem kell6képpen tisztazott, sok az ellentmond6 eredmény a szakirodalmi

adatok kozt

Dolgozatomban kiilonb6z6 mértékben antocianosodd nemesitési vonalak és fajtdk antocian
bioszintézisének szabalyozéasaban szerepet jatsz6 harom R2R3-MYB transzkripcids faktor —
Cal0gl11650, Cal0g11690 és Cal0gl1710 — hatasanak vizsgalatat tiiztem ki célul. Ehhez
szekvencia szintii elemzést végeztem, illetve a vegetativ és a generativ szdvetekben egyarant
vizsgaltam ezeknek a géneknek az expresszidjat az antocian bioszintetikus Gtvonal korai és kései
struktargénjeinek expressziojaval és a szdvetek antocian tartalmaval 0Osszefuggésben. A
génexpresszios profil mellett vizsgaltam a beltartalmi mutatokat is, hogy meghatarozzam az
antocianok hatasat a termések 0Osszes antioxidans kapacitasara, illetve azok antimikrobialis

hatasara.

Szekvenciabeli polimorfizmusok vizsgalata alapjan valdszintisithet6, hogy a Cal0g11650,
Cal0g11690 és Cal0g11710 gének esetén eddig leirt, illetve altalam detektalt kiilonbségek faj es
fajtafiiggdek, hiszen egyik polimorfizmus sem magyarazta teljes mértékben a termeések
fenotipusat. A Cal0gl11650 gén promoterébe inszertalddott LINE-1 retrotranszpozont tébb
kereskedelmi forgalomban is kaphato fajtaban ki tudtam mutatni.
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Gencsendesitett novények adatainak és a termések negy fenofazisdban detektalt
génexpresszios profiljanak Osszevetésekor megallapitottam, hogy a Cal0g11650 nem csak a
kései struktirgénekre fejti ki a hatdsat, hanem a CHI és F3H korai strukturgénekre is. Ez
megmutatkozott abban is, hogy ennek a két struktdrgénnek az expresszidja szoros pozitiv
korrelaciot mutatott mind a vegetativ szovetek, mind a generativ szévetek antocian tartalmaval.
Ugyanezekben a fenofazisokban a Ca10g11690 és Cal0g11710 transzkripcids faktorok kozul a
Cal0g11710-nek volt nagyobb hatdsa az antocian bioszintézisre. A termések beltartami
mutatoira, mint a TPC, TMA és FRAP a genotipus gyakorolta a legerdsebb hatast, ugyanakkor a

TFC esetén a leger0sebben hat6 tényezo a termések fenofazisa volt.

A beltartalmi mutaték 6sszehasonlitasakor bizonyitottam, hogy szoros pozitiv 6sszefiliggés
tapasztalhaté a termések antocian tartalma és azok antioxidans kapacitasa kozott, tehat
kijelenthetd, hogy az antocidnok statisztikailag igazolhatéan hozzajarulnak az antioxidans
kapacitashoz. Az antocidnok a hatasukat ugyanakkor, nem csak az antioxidans kapacitas esetén
fejtették ki, hanem a termések antimikrobidlis aktivitashoz is igazolhatéan hozzajarultak az E.

coli és E. faecalis esetén.

Egy hasadd populacio létrehozasan keresztil igazoltam, hogy a C. annuum ’Kaldom’ X
"Black Pear]’ F2 nemzedékében egy gén felelés az antocianosodasért. Ugyanebben a hasadd
populacidban a retrotranszpozon inszercid miatti megndvekedett antocian bioszintézis altal
vizsgéltam, hogy a Cal10g11650 melyik szovetekben fejti ki pontosan a hatasat. Ennek a génnek
az expressziojat a bibe, bibeszal, porzoszal és portok esetén is ki tudtam mutatni, mig a
Cal0g11690 es a Cal0g11710 gének a portokban nem kimutathatéan expresszaltak. Az azonos
genetikai hattérrel rendelkezd Fi1 egyedek csoportjainak kiilonb6z0 megvilagitidsa soran
igazoltam, hogy nem csak az antocian bioszintézisben szerepet jatsz6 gének expresszidja
ndvekedett a tobb fény hatasara, hanem a TMA, TPC, TFC és FRAP értékek is magasabbak
voltak a tobb fényt kapo F1 egyedekben.

Munkam {6 célja a paprika antocian bioszintézisének pontosabb feltarasa, a szakirodalomban
leirt ellentmondasok tisztdzasa volt. A Kkisérletek sordn megallapitasra kerult, hogy a
Cal0g11650 nem egyeduli szabalyozdja a paprikdk antocian bioszintézisének, hanem a
Cal0g11710 és kisebb mértékben a Cal0g11690 is hat a struktirgénekre a vizsgalt szovetekben,
ellenben a Cal0gl1650 feltehetdleg mar az utvonal korai struktirgénjeitdl szabalyozodja az
antocian felhalmozéasnak. A kiilonb6z6 szovetek génexpresszidos ¢és beltartalmi adatainak

vizsgélata boviti az eddig feltart ismereteket a paprika antocian bioszintézisét illetden.
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9. Summary

Peppers (Capsicum annuum L.), as members of the Solanaceae family, are among the most
widely cultivated vegetables. Grown for fresh consumption, peppers are of paramount
importance in our daily diet, not only in Hungary but also in neighboring countries. The market
potential of their product is influenced by several factors, one of the most important being the
colour of the fruit. Capsicum species contain a number of phytonutrient compounds that have a
positive effect on the human body, such as pigments that affect fruit colour. Among these
pigments, the beneficial effects of anthocyanins have been recognized for decades. Consumers
are becoming increasingly aware of so-called functional foods, and peppers are at the forefront
of this market segment in terms of their nutritional value, thanks to their vitamin C and
carotenoid content. When these already favourable nutritional indicators are combined with the

additive effect of anthocyanins, peppers can be considered a "super-food."

The accumulation of anthocyanins in peppers is under complex genetic regulation, which is
strongly influenced by environmental factors, as well as intrinsic factors such as phenophase and
genotype x phenophase interactions. Therefore, the study of this rather complex trait is difficult.
For this reason, the molecular genetic background of pepper anthocyanin biosynthesis is not yet

fully elucidated, with many contradictory results present in the literature.

In this study, | aimed to investigate the effects of three R2R3-MYB transcription factors —
Cal0g11650, Cal0g11690, and Cal0g11710 — involved in the regulation of anthocyanin
biosynthesis by applying breeding lines and cultivars showing different anthocyanin colouration.
For this purpose, | performed sequence-level analyses and examined the expression of these
genes in both vegetative and generative tissues in relation to the expression of early and late
structural genes of the anthocyanin biosynthetic pathway and the anthocyanin content of the
tissues. Furthermore, in addition to the gene expression profile, | investigated the nutraceutical
content indices to determine the effect of anthocyanins on the overall antioxidant capacity and

antimicrobial activity of the berries.

Based on sequence polymorphism analysis, it is highly likely that the differences previously
described and detected in the case of the Cal10g11650, Ca10g11690, and Cal10g11710 genes are
species and cultivar-dependent, as none of the polymorphisms fully explain the phenotype of the
berries. By further examining sequence polymorphisms, | was able to detect the LINE-1
retrotransposon insertion in the promoter of the Cal0g11650 gene in several commercially

available cultivars.
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By comparing the data from gene silencing with the gene expression profiles detected in the
four phenophases of the berries, | found that Cal0g11650 not only affects the late structural
genes but also the CHI and F3H early structural genes. This was supported by the fact that the
expression of these two structural genes showed a strong positive correlation with the
anthocyanin content of both vegetative and generative tissues. In the same phenophases, out of
the Cal10g11690 and Cal0g11710 transcription factors, Cal0g11710 exerted a greater effect on
anthocyanin biosynthesis. The genotype had the strongest effect on the nutraceutical properties
of the berries in the case of indices such as TPC, TMA, and FRAP, whereas for TFC, the most

influencing factor was the berries’ phenophase.

Upon summarizing the nutraceutical content indices, it was demonstrated that there is a strong
positive correlation between the anthocyanin content of the fruits and their antioxidant capacity.
Thus, it can be concluded that anthocyanins contribute to the overall antioxidant capacity.
However, anthocyanins not only exert their effect on antioxidant capacity but also contribute to
the antimicrobial activity of the berries in the case of E. coli and E. faecalis.

Through the establishment of a segregating population, it was demonstrated that anthocyanin
accumulation is determined by a single gene in the F. generation derived from the cross of C.
annuum 'Kaldom' x 'Black Pearl’. In the same segregating population, due to the enhanced
anthocyanin biosynthesis caused by the retrotransposon insertion, | studied the tissues where
Cal0g11650 exerts its exact effect. | was able to detect the expression of this gene in the style,
stigma, anther, and filament, whereas Cal0g11690 and Cal0gl11710 were not detectably
expressed in the anther. Under different lighting conditions, groups of F1 individuals derived
from the same genetic background demonstrated that not only did the expression of genes
involved in anthocyanin biosynthesis increase with exposure to more light, but also TMA, TPC,
TFC, and FRAP were higher in those F; individuals that received more light.

The main goal of this work was to better elucidate anthocyanin biosynthesis in pepper and
clarify the contradictions described in the literature. The experiments concluded that
Cal0gl11650 is not the sole regulator of anthocyanin biosynthesis in pepper, but that
Cal0g11710 and, to a lesser extent, Cal0g11690 also exert their effect on structural genes in the
studied tissues. Furthermore, Cal0g11650 presumably regulates the anthocyanin biosynthetic
pathway from the early structural genes. The analysis of gene expression and nutraceutical data
of different tissues will contribute to the existing knowledge of anthocyanin biosynthesis in

pepper.
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M2. Antocianossagi mutato

22. tdblazat — Antocidanossdgi mutatd datlaga és szordsa a genotipizalt 103 mintdban 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 3,86pb+0,07 3,37p+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,+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 1,03:+0,03 1,00,+0,00
apa 3,44,+0,11 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 3,77p+0,10
heterozigéta 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 3,22p+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
heterozigéta 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
heterozigéta 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 1év6 azonos betiivel ellatott adatok szignifikdnsan nem kiilonbdznek egymastol a p < 0,05 szinten.

114



M3. Génexpresszids vizsgalatok eredményei

ANS Ca10g11650
100 200
75 150
50 100
25 50
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20 200
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10 100
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Relativ expresszid logaritmikus skalan
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1200
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26. abra — P és F1 nemzedék génexpresszios vizsgalatanak eredménye a "Soroksari’ nem lilulo fajtdhoz viszonyitva
logaritmikus skalan, zold oszlop: levelekbol mért adat, lila oszlop: gazdasagilag érett termésekbol meért adat
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27. &bra — Heterozig6ta F, egyedek relativ génexpresszioja gének szerint csoportositva, 5 szovet tekintetében az
anyai F, egyedekhez viszonyitva, logaritmikus skalan
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28. dbra — Az apai F; egyedek relativ expresszidja gének szerint csoportositva 5 szdvet tekintetében az anyai F»
egyedekhez viszonyitva, logaritmikus skalan
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29. &bra — Az antocian bioszintetikus Gtvonal szabalyozd és struktirgénjeinek az expresszidja a négy érésfazisban a
‘Soroksari’ fajtahoz viszonyitva, logaritmikus skalan
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11.Kdszdnetnyilvanitas

EzOton szeretném koOszonetemet kifejezni témavezetéimnek, Dr. Veres Anikonak és Dr.
Szoke Antalnak, hogy vallaltdk témavezetésemet, tdmogatast nygjtottak munkamhoz, és PhD
tanulmanyaim elvégzéséhez. Tovabba, hogy lehetévé tették disszertaciom elkészitését,

iranyitottak kutatomunkamat.

Ahogy koszonet illeti Csilléry Gabort is, aki biztositotta a szellemi és sokszor targyi
feltételeket, amelyek elengedhetetlenek voltak fejlddésemhez és PhD munkdm elvégzéséhez,
illetve, hogy biztositotta, hogy az altala nemesitett és fenntartott ndvényanyaggal dolgozhassak.

Halas vagyok a szakmai észrevételeiért, tanacsaiért és segitokészségéért.

Koszonom a MATE MGN csoport munkatarsainak és a jogelddjének, a Szent Istvan
Egyetem Genetika és Biotechnoldgia Intézet 6sszes volt és jelenlegi munkatarsanak a
kedvességet, baratsagos és segitokész hozzaallasat munkamhoz és egymashoz. Kulon szeretném
megkdszonni Dr. Kiss Erzseébet professor emeritusnak, Dr. Varga Laszlonak, Dr. Gyulai
Gébornak, Mazikné Dr. Tékei Katalinnak, Dr. Polgari Davidnak, Dr. Téth-Lencsés Andrea
Kittinek, Bedd Jankanak, Papai Banknak és Dr. Kondrak Mihalynak.

Koszonet illeti Stefanovitsné Dr. Banyai Eva professor emerita Tanarnét, akinek a keze és

ragalyos lelkesedése vastagon benne van abban, hogy ez a PhD munka elkésziilt.

Kdszdndém a Mikrobialis biotechnoldgia csoport munkatarsainak, hogy kutatdmunkam soran
mindig segitségemre voltak, és hogy nagyon j6 embereket ismerhettem meg bennik. Kilén
koszonet illeti Dr. Posta Katalint, Tud. Rektorhelyettes, a GBI Intézetigazgat6jat. Dr. Juhész
Akost, hogy elnyiihetetlen tiirelemmel volt irAntam. Dr. Mayer Zoltant, Szentpéteri Viktort és

Gaédor Imrénét a sok segitségert.

Ahogy az Alkalmazott Névénygenomikai csoport munkatéarsainak, Dr. Szabd Zoltannak, Dr.
Téth Zoltannak is halas vagyok a sok tanacsért, tamogatasert és segitségert, amit a munkam

soran kaptam toliik.

llletve kilon szeretném megkdszonni a SZIC AgronOmiai csoport munkatarsanak Dr.
Tarnawa Akosnak, hogy mindig segitségemre volt a dolgok olyan skalajan, amit felsorolni is

nehéz.

Végezetiil, kdszonet illeti csaladomat, a hosszu éveken at tartdé tdmogatéasért, hogy mindig
mellettem alltak tanulmanyaim, illetve a disszertdcibm megirasa alatt. llletve kdszondm

nagyinak, aki akkor is hitt bennem, amikor en nem.
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