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ABSTRACT - Induction of in vitro androgenesis in isolated microspore culture of condiment paprika
(Capsicum annuum L.)

Isolated microspore culture is an intensively studied technique in condiment paprika cell and tissue culture
research. - The response of one Hungarian (‘Szegedi 178’) and two Spanish (‘Jeromin’ and ‘Jaranda’)
condiment paprika genotypes were tested in isolated microspore culture. The paprika microspores were co-
cultured with wheat ovaries (‘CY-45") in a modified W14 liquid medium. The effect of the growth regulators
in induction medium on microspore-derived embriod production was determined. The best results were
achieved with growth regulator free liquid medlum and a combination of two growth regulators (0.5 mg ml’ !
2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 0.5 mg ml™ kinetin). Green plantlets were regenerated from microspore-
derived embryoids. Some of the regenerants were distorted with leaf rosettes.

Kulcsszavak: mikrospéra tenyésztés, paprika (Capsicum annuum L.), embridgenezis, doubled haploid
novény

Keywords: microspore culture, paprika (Capsicum annuum L.), embryogenesis, doubled haploid plant
Roviditések: 2,4-D:2,4-dikl6r-fenoxi-ecetsav, DH:doubled haploid, PAA:fenil-ecetsav

Abbreviations: 2,4-D:2 4-dichlorophenoxyacetic acid, DH:Doubled haploid, PAA: Phenylacenc amd

BEVEZETES

A flszerpaprika termesztés nem csupdn tobb évszdzados hagyominy Magyarorszdgon,
ahol a pirospaprika 6rlemény tradiciondlisan az egyik f6 Osszetevdje a magyar ételeknek,
de Magyarorszdg az egyike az Ot legfontosabb fliszerpaprika termesztdé orszdgnak
(SoMOGYI et al. 2003). A huszonegyedik szdzadban a mezdgazdasdgi termékeknek, igy
természetesen a genetikai hattérnek, a fajtdknak is magas mindséggel, termésmennyiséggel
és megbizhatésdggal kell rendelkezniiik a gazdasagi versenyben. Az Eurépai Unib €s a
Magyar Szabadalmi Hivatal (MSzH) novényfajtdkkal szemben tdmasztott elvdrdsait is
figyelembe véve (megkiilonboztethetdség, egyontetliség és stabilitds) egyre nagyobb
jelentéséget kaphatnak a jovoben a versenyképes fajtdk elodllitdsat segitd biotechnoldgiai
modszerek. Az in vitro haploid eldéllitasi technikdk azon mddszerek kozé tartoznak,
amelyek nemcsak kiilfoldon, de Magyarorszdgon is bizonyitottdk mar, hogy a
fajtael6allitas szolgdlataban allnak (LI et al. 1986, HESZKY and KiSS SIMON 1992, PAUK et
al. 1995, GEMES et al. 2006, MITYKO and GEMES 2006).

A portoktenyésztés jol ismert médszernek szdmit a paprika doubled haploid (DH) vonalak
elodllitdsaban. A szakirodalom els6é publikdcidi 1973-ban szdmoltak be portoktenyészet
eredetli paprika novények eldallitdsar6l (GEORGE -and NARAYANASWAMY 1973, KUO et al.
1973, WANG et al. 1973). DUMAS DE VAULX et al. (1981) jelentdsen javitottdk a paprika
portoktenyésztés modszerét, amelyet t6bb  kutatGcsoport tanulmdnyozott  és
tovabbfejlesztett (MITYKO et al. 1995, 1999, DOLCET-SANJUAN et al. 1997, GEMES et al.
1998, 2006, GYuLAl et al. 2000, BARANY et al. 2005, KiM et al. 2004).
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Bar a paprika nemesitok a gyakorlatban is alkalmazzdk a portoktenyésztést, néhdny
tényez6é (munkaerd igény, genotipus fiiggoség, donor novények felnevelése €s kora) még
korldtozza a széleskorii felhasznédlast (KRISTIANSEN and ANDERSEN 1993, MITYKO et al.
1995, BUYUKALACA et al. 2004, ERCAN et al. 2006). Az izolalt mikrospéra tenyésztés egy
alternativ médszert jelenthet a paprika DH novények elodllitdsiara. A médszer elénye, hogy
a novények nem a portok falabdl regenerdlédnak, hanem az izolalt sejtekbdl, igy az
embridgenezis folyamata az elsd sejtosztddastol kezdve nyomonkovethetd.

A paprikéat haploid szovettenyészetben nehezen reagdlé fajnak ismerjiilk, ami lassitja a
haploid elddllitdsi moédszerek fejlesztését. A paprika haploidok eldallitdsdnak
szakirodalmaban ma is djnak szdmit az izolalt mikrospdra tenyésztés. Habar SUPENA et al.
(2006) tettek emlitést eldszor izolalt mikrospdra tenyészet eredetii novények eldéllitdsarol,
az elso részletes mikrospéra tenyésztési publikdcié 2008-ban jelent meg (KM et al. 2008).
A szerzOk (KM et al. 2008) a ‘Milyang-jare’ genotipus izoldlt mikrospéra tenyészetében
optimalizaltdk a mikrospérak siiriiségét (8 x 10% — 10 x 10%) és a tdpoldat szénhidrét (9%
szachardz) tartalmat.

Jelen tanulmédnyban, egy magyar és kettd spanyol filiszerpaprika fajta izoldlt mikrospéra
tenyésztésérol szdmolunk be. Hormonmentes tdpoldat, egy hormon — fenil-ecetsav (PAA) -
és egy hormonkombinicié — 2,4-diklér-fenoxi-ecetsav (2,4-D) és kinetin - mikrospéra
eredetli embrioidok szdmdra gyakorolt hat4sat tanulményoztuk.

ANYAG ES MODSZER

Novényanyag

Egy magyar (’Szegedi 178’) és két spanyol (‘Jeromin’ és ‘Jaranda’) fliszerpaprika fajtat
haszndltunk a paprika mikrospéra tenyésztési kisérleteinkben. Az emlitett genotipusok
fontos nemesitési alapanyagok a hazai nemesitési kutatasban.

Alapanyag eléallitas koriilményei, donor bimbdk begyiijtése

A donor novényeket félautomatizdlt Hensler iiveghdzban neveltik fel (automatizalt
hémérsékletszabdlyozds, ventillici6 €s 4rnyékolds). A novényeket természetes
megvildgitds mellett neveltiik. Az iiveghdzban a paprika novények szdmdra 20-28°C
nappali és 15-19°C éjszakai hémérsékletet biztositottunk. A donor novények tdpanyag
utdnpo6tlasira Volldi‘mger® (N:P:K:Mg/14:7:21:1, 1 % mikroelem, G4gymint B, Cu, Fe, Mn,
Zn) mitragyat hasznéltunk, a mitrdgyat kéthetente vizben feloldva adagoltuk a névények
igénye szerint.

A paprika bimbdk csésze és sziromlevelének ardnya, a portokok mérete €s szine jé markere
a mikrospérdk fejlettségi &llapotdnak. A donor bimbdk begyljtésekor a csésze és
sziromlevelek ardnya 2/3:1/3 volt, a portok tobb mint fele részben antocidnos szinezddést
mutattak, és egysejtmagvas (~80%) és kétsejtmagvas vakuSlumos mikrospérakat (~20%)
tartalmaztak. A donor bimbdkat 20 percig sterileztiik 2% natrium hypochlorite oldatban 2-
3 csepp ‘Tween 20’ oldat jelenlétében, majd steril vizzel hdromszor oblitettiik.

Portokok elékezelése és a paprika mikrospérak izolaldsa

A steril bimb6kbdl 20-25 portokot izoldltunk 55 mm atmér6ji iiveg Petri csészékbe,
amelyek 5 ml mennyiségii 0,3 M mannit oldatot és 200 mg ml" cefotaxime antibiotikumot
tartalmaztak. A paprika portokok mikrospérai az elétenyésztés sordn fejlodési dllapotukra
nézve szinkronizdlédtak 32°C-on 7 napig, ami lényegesen elénydsebb volt nagyszdma,
idedlis fejlettségi dllapoti mikrosp6rék izoldldséhoz.
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Paprika mikrospdérak izoldlasahoz a kordbban publikdlt protokolokat hasznaltuk (PAUK et
al. 2003, LANTOS et al. 2005). Alapvetd6 médositds volt, hogy a siirliség gradiens
centrifugélds sordn, 21%-os malt6z oldat helyett, 30%-o0s malt6z oldatot alkalmaztunk.

Izoldlt mikrospordk tenyésztése
A mikrospérdkat 35 mm atmérdjii milanyag Petri csészében tenyésztettiik, amely 1,5 ml -
moédositott W14 tapoldatot tartalmazott (OUYANG ET AL. 1989), a kévetkezé mdédositott
komponensekkel: 9% malt6z és 1000 mg 1" glutamin Ficoll nélkiil (W14mi). Minden
tenyészet koriilbeliill 45000 mikrospérat tartalmazott (~30 000 mikrospéra ml™). Hét
izolalt steril bidza ovdriumot (CY-45 genotipus) tettink minden Petri csészébe. A
mikrospérdkat 28°C-on sotét termosztitban tenyésztettik, majd fejlédésiiket CK-2
Olympus invert mikroszképpal tanulményoztuk.

Novényregenerdlds

Amikor a mikrospéra-eredetii embridk elérték a 3-4 mm-es nagysigot, 8-10 embrioidot
helyeztiink R1 taptalajt tartalmazé Petri csészékbe (DUMAS DE VAULX ET AL. 1981). A
novénykéket 24°C-on 8 6rds megvildgitds és 100 pmol m™ s fényintenzitas mellett
regeneraltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzések (egytényezds variancia analizis, és kétmintds t-préba) legaldbb
haromismétléses kisérletek alapjin késziiltek. Az elemzésekhez a Minitab 14 statisztikai
programot (Minitab Inc., USA) hasznaltuk.

EREDMENYEK

Harom fliszerpaprika fajta (’Szegedi 178, Jeromin, Jaranda) iiveghdzbél begyijtdtt donor
bimbéit hasznéltuk kisérleteinkben. A portokokban 1évé mikrospérdkat 1 hétig 0,3 M
mannit oldatban 32°C-on éheztettiik. Az elokezelés sordn szinkronizdlédott mikrospdrakat
stirliség gradiens centrifugéldssal izoldltuk. Kisérletiinkben, egy bimbé elegendd volt 1
Petri csésze izoldlt mikrospéra tenyészet elkészitéséhez, amely kortlbeliil 45000
mikrospdrat tartalmazott. A paprika mikrospora tenyészetben buza ovéariumokkal (CY-45)
dajkatenyésztést alkalmaztunk, amely segitette a mikrospéra eredetli embrioidok fejlodését
(I.a abra). _

Exogén hormonok hatdsét tanulmdnyoztuk hdrom fiiszerpaprika fajta izoldlt mikrospéra
tenyészeteiben. Harom kiilonb6z6 kezelést hasonlitottunk Sssze: (i) a W14mi0 tdpoldat
nem tartalmazott hormonokat, a W14mi tépoldat 0,5 mg I 2,4-D-vel és 0,5 mg 1"
kinetinnel volt kiegészitve, mig a W14miPAA tipoldat 5 mg I PAA-t (fenil-ecetsav)
tartalmazott.

A tenyészetekben 1év0 embrioidok szdmdt a tenyésztés 6.-hetén regisztraltuk. A hiarom
fajta atlaga alapjdn, a mikrospéra eredetli embrioidok szdma a W14mi tdpoldatban volt a
legmagasabb majd a W14miO és a W14miPAA tipoldat kovette (1. tdbldzat). A ‘Jaranda’
fajta statisztikai elemzése alapjdn, az embrioidok szdma a W14mi tdpoldatban volt a
legmagasabb, a W14mi és a W14mi0 tdpoldat embroid mennyisége kozott nem volt
szignifikdns a kiilonbség. Jeromin fajtdnal, az embrioidok mennyisége a W14mi0 és a
W14mi tdpoldatban volt a legmagasabb, de a kiilonbség 95%-os biztonsdg mellett nem volt
szignifikdns a két tdpoldat kozott, azonban a” W14miPAA tépoldat embrioid szdma
szignifikdnsan rosszabb volt, mint a mdsik két tdpoldat esetében. A ‘Szegedi 178 fajta
mikrospéra tenyészeteit tekintve a W14mi0 tdpoldatban fejlédstt a legtobb embrioid. Tobb
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mint a Wl4mi és a WI14miPAA tdpoldatokban. A kiilonbség a tdpoldatok kozott
statisztikailag nem volt szignifikdns. A harom fajtan elvégzett kisérlet utan - az embrioidok
szdma alapjdn — azt az eredményt kaptuk, hogy a W14mi és a W14mi0 tdpoldat a
legigéretesebb, szemben a W 14miPAA tédpoldattal (/. tdabldzat).

1. tdbldzat: Exogén hormonok hatdsa az embrioidok szamdra kiilonbozo fliszerpaprika
fajtak izolalt mikrospéra tenyészeteiben. Az egyes sorokban 1évé azonos betiik a
szignifikdnsan nem kiilonboz6 értékeket mutatjak 95%-os biztonsdg mellett.

Mikrospéra eredetii embrioidok szama/ Petri csésze
Genotipus - - -
W14mi0 Wl1ldmi Wl14miPAA SzDsgq,
Szegedi 178 6,75 a 3,75a 2,54 4,35
Jeromin 12,40 a 11,80 a 20b 8,095
Jaranda 14,25 a 34,50 a - ns*
Fajtak atlaga 11,13 16,68 2525

*ns: statisztikailag nem szignifikans a kiilonbség

A mikrospéra eredeti embrioidok novényregenerdldsa kritikus 1épésnek bizonyult
fliszerpaprikdban. Néhdny struktira normadlis in vitro hajtdsokat regenerdlt harom héten
beliil, amelyekbdl fertilis novények regenerdlédtak (1.5 dbra). A hajtasok tobbsége amorf
volt rozettds levelekkel, vagy nem hozott hajtast a regenerél6 tdpkozegen.

l.dbra. a, Paprika mikrospérikat buza ovariumokkal (*) kozdsen tenyésztettiik, a
tenyésztés 4. hetén szabad szemmel ldthaté embrioidok figyelhetok meg. b, A mikrospéra
eredetli embrioidokbdl fertilis fiiszerpaprika novényeket éllitottunk elé. Méretvonal = a, 1
mm; b, 1 cm.

KOVETKEZTETESEK

A paprika izoldlt mikrospéra tenyésztés vildgviszonylatban is uj teriiletnek szdmit a
szakirodalomban. Az elso kisérletek utdn (SUPENA ET AL. 2006) 2008-ban jelent meg az
els6 olyan publikécid, amely részletesen beszamolt a *Milyang-jare’ genotipus mikrospéra
tenyésztésérol (KM ET AL. 2008). Jelen munkdnkban hdrom fiiszerpaprika fajta (Szegedi
178, Jeromin, Jaranda) esetében sikeresen indukéltuk a haploid embriogenezist paprika
izolélt mikrospéra tenyészetben.

Flszerpaprika genotipusok mikrospéra tenyésztésére a W14 alaptdpoldatot hasznéltuk. Ez
a tdpoldat kordbban j6 eredményeket adott biiza portoktenyészetben (OUYANG ET AL. 1983)



Agrdr- és Vidékfejlesztési Szemle 2008. vol. 3. (2) 173

€s izolalt mikrospéra tenyészetben (LANTOS ET AL. 2005). Az egyszikii fajokkal (biza, rizs)
elért eredmények utdn a W14 tdpoldatot haszndltuk kétszikiieck mikrospdra tenyésztésére
is. Paprika haploid indukcids kisérletekben kiillonb6z6 hormonokat alkalmaznak (MITYKO
ET AL. 1995, GYULAI ET AL. 2000, KIM ET AL. 2004, BARANY ET AL. 2005, SUPENA ET AL.
2006). Portoktenyésztésre a legtobb laboratérium 4ltal a 2,4-D és kinetin hormon
kombinéciéja ajanlott az indukcids tdptalajban, amig izoldlt mikrospdra tenyészetben a
hormonmentes tdpoldatot alkalmaztik (Kim et al. 2088). A mi kisérletiinkben, ahol egy
hormon (5 mg 1" fenil-ecetsav) egy hormonkombinicié (0,5 mg 11 2,4-D és 0,5 mg 1!
kinetin) és a hormonmentes tdpkozeg hatésat hasonlitottuk dssze, a legjobb eredményeket a
hormonmentes tdpoldattal — hasonléan a nemzetkozi eredményekhez (KM et al. 2008) -
illetve a 2,4-D és kinetin hormonkombindcidval értiik el. A megfeleld ndvekedés
szabalyzok kivélasztdsdval nemcsak az embrioidok szdma és mindsége, hanem a
novényregeneracios képesség is javithato.

" A hazai és nemzetkdzi eredmények tovabbfejlesztését kovetden az izoldlt mikrospéra
tenyésztés alternativ lehetoséggé valhat a paprika DH vonalak el6dllitdsdra a nemesitok és
kutaték kezében. Eredményeink alapjdn, hogy ezt a célt elérjiik, jelentds médszertani
fejlesztésre van sziikség. Minden valdszinliség szerint Gj megkozelitéseket, médszertani
tjitasokat kell felfedezni ahhoz, hogy mikrospéra tenyésztéssel nagyszdmu paprika
haploidokat hozzunk 1étre.
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