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1. Irodalmi attekintés

1.1. Im vitro klonozas és szelekcio, biotechnologiai novénynemesités

Klénoknak egy egyed ivartalanul elGallitott, ezét azonos genetikai allomanyt utodait
nevezzikk (a klon jelentése: ag, a kladon gorog szobol; 1d. tovabbi jelentését: klan).
Napjainkban az allat és huméan tudomanyokban kapott szerepet (Id. human kloénozas, és a
Dolly kisérleteket) (Briggs, King 1952; Wilmut et al. 1997). A teriilet azonban eredetileg a
novényi alkalmazasbol indult ki (Id. szemzés, oltds, bujtds, dugvany) és fejlodott ki a
virusmentes novényi szaporitdanyag eldallitasaig (Morel, Martin 1952; Maréti 1976, 1987,
Maroti et al. 1973), illetve a biotechnologiai (Haberlandt 1902; Ereky 1919; Ors6s 1941) titon
eléallitott, egysejt-eredetli szomatikus embriofejlédésen keresztiil kifejlédo klonokig (Larkin,
Scowcroft 1981).

A Mendel-i genetikat (Mendel 1865) megel6z6 klasszikus novénynemesités legfontosabb
eszkoze az eldnydsebb tulajdonsagokra torténd szelekcio Volt. Ezt kovette az elsé természetes
fajhibrid a buza-rozs, ftriticale, (Triticum aestivum x Secale cereale) azonositasa, illetve
eloallitasa a mult szazad végi Angliaban (Skocia 1875) és Németorszagban (1988) (a Triticale
név nyomtatasba el6szor csak 1935-ben jelent meg) (in Villareal et al. 1990). A természetes
fajhibridek azonositasat (Digby 1912), az elsd jol dokumentalt mesterséges fajhibrid a retek-
kaposzta (rafanobrasszika - Raphanus sativus x Brassica olearcea) eléallitasa (Karpechenko
1927) kovette, a napjainkig folyod kozeli- és tavoli- fajhibridizacios munkakkal. A Morgan-i
(1910; Nobel dij 1933) kromoszoma-genetika és y-sugarzassal végzett indukalt mutacios
genetika (Muller 1927; Nobel dij 1946) modszereit alkalmazd mutdcios névénynemesités
napjaink alkalmazott modszere a genetikai variabilitds novelésén keresztiili nemesitési
alapanyag eldallitasnak (Balint 1980, 1996). Ezt a mddszert kovette a poliploidizdcids
nemesités, az Oszi kikerics (Colchicum autumnale) hatdéanyaganak a kolchicin-nek az
alkalmazasaval (Havas 1937; Nebel, Rattle 1938; Gyorffy B 1940ab; Barnabas et al. 1999). A
sejt-eredetti klonok alkalmazasat a biotechnoldgiai novénynemesités vezette be, melynek
végsO elméleti igazolasa Larkin és Scowcroft (1981) nevéhez flizédik. Ennek a modszernek
legfontosabb technikai részlete a Fe-kelat (Na,EDTA), valamint a ndvényi hormonok,
elsdsorban az auxinok (Paal 1918; Went 1928) ¢és a citokininek (Haberlandt 1913; Overbeek
1941; Miller et al. 1955) in vitro alkalmazasa volt, amely kikiiszobolte a klordzist, és lehetové
tette a nagyszamu szintetikus taptalaj alkalmazasat a novényregeneralasban (Murashige,
Skoog 1962; Gyulai et al. 1992abc, 1993, 1995ab; Toldi et al. 1994, 1996). Az ivarsejt-, és

testi sejtb6l embridgenezisen keresztiil torténd ndvénynevelés (haploid-, és szomatikus
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embriogenezis) egysejt-eredetének bizonyitdsdval nagy mennyiségii kloén, 0j genotipusu
novénynemesitési alapanyag eléallitasa valt lehetévé (Fari 1982; Dudits, Heszky 2000, 2003;
Heszky et al.2005).

A munka soran egy-, és kétszikii fajok klonozasa volt a cél (Gyulai et al. 1993abc, 1997,
1999a; 2003ab, 2004; Mester, Gyulai al. 1998; Kiss et al. 2004; Janowszky, Gyulai et al.
1998), valamint az egysejt-eredet szkenning elektron mikroszkopos bizonyitasa, kiilonos
tekintettel a sziki mézpazsitban (Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995);
vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum) (Jekkel, Gyulai et al. 1998) és szdjaban (Glycine
soya) (Gyulai et al. 1993abc). Tovabbi fajok elemzésére, helysziike miatt, csak utalok:
tarackbuzaban (Agropyron repens) (Gyulai et al. 1995abc; Tarczy, Gyulai et al. 1996;
Hangyelné, Gyulai et al. 1996; Mazik-Toékei, Lelley, Gyulai et al. 1997), és zold
pantlikafiiben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000ab, 2003b); valamint az ivarsejt
eredetli, dihaploid paprika (Capsicum annuun) kloénokban (Gyulai et al. 1999ab, 2000b;
Gémesné et al. 2000, 2001).

1.2. Transzgénikus és szelektalt klonok alkalmazasa a novényi fitoremedidcioban

A fitoremediacié olyan technikak és technologiak Osszefoglald neve, amelyek a talajok
méregtelenitését (re-medidlasat) novények alkalmazasaval végzik (fitoextrakcid), pl.
vegyimiivek zagytavainak tisztitasat, olajszennyezések megsziintetését, illetve a katasztrofa

teriiletek (pl. Csernobil) helyreallitasat. A fitoremediacio végbemehet a szennyezOanyag

lebontasaval, a talajbdl torténd
kivonassal (fitoextrakcid), vagy a
szennyezO0anyag megkotésével,
immobilizacidjaval.
Osszehasonlitva a fizikai és
kémiai remediacios modszerekkel, a
novényi alkalmazas a
legkdrnyezetkimélobb (KOmives et ; )
al. 1998, 2003; Rennenberg, Peuke & L P e ; mﬁ‘
2005; Gyulai et al. 2005; Simon I.1. dbra. A eketenyér (Populnigr) természetes nehézfém

L tlrése: felhagyott bauxitbanyak (Gant) uttoréfaja (Bittsanszky,
2004; Bittsanszky et al. 2011). Gyulai et al. 2005b). Foté: Gyulai G Zsigmond.

A fitoextrakcid sordn, a ndvények tapanyagfelvevd mechanizmusat hasznaljuk fel a

c sy

fold folotti biomasszat begylijtve a szennyezés eltavolithatd a teriiletrél. A elégetés utan a
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hamuban tovabb koncentralhatjuk a szennyez6anyagokat, amelyeket igy ijrahasznosithatunk,
vagy specialis hulladéktarolokban helyezhetiink el (Rennenberg, Peuke 2005).

Fitoextrakciora azok a novények alkalmasak, amelyek képesek a szennyezGanyagok altal
okozott stressz tlirésére, a szennyezdanyagok nagy mennyiségben torténd felvételére, és a fold
folotti szovetekben torténé akkumulaciora. A fitoremediacio egyik kritikus pontja a megfeleld
novényfaj kivalasztasa, amelyik képes tolerdlni nagy mennyiségli szennyezdanyagot a
talajban. A fitoremediacié hatékonysagat 1ényegesen befolyasolja, hogy a névény mennyire
generalt aktiv oxigénformakat (Gullner, Gyulai et al. 2005).

A Populus fajok alkalmassiga a fitoremedidciora nem vitathato. Ultetésiik egyszerd,
novekedésiik gyors (4-5 m/év) (Gencsi, Vancsura 1992). Magas a transpiracios ratajuk, mély
gyokérzetiik miatt elérik a talaj mélyebb rétegeit, konnyen adszorbealjak, lebontjdk és/vagy
detoxifikaljak a szennyezGanyagokat, mikdzben gatoljak a talajerdziot is (Id. meddéhanyok,
felhagyott bauxitbanyak természetes uttoréfaja (1.1. abra). A nyar vegetativ Gton kdnnyen
szaporithatd, nem része az emberi taplaléknak, és a fis novények koziil a legjobban
tanulmanyozott faj. Szdmos modszert dolgoztak ki erdészeti, vegetativ szaporitasara,
nemesitésére és betakaritasara (Noctor et al. 1998ab). Mindezek alapjan a nyarfa idealis jelolt
a genetikai transzformdaciora, valamint a fitoremediaciora torténé nemesitésre (Leple et al.
1992).

1.2.1. Fitoremediacié gshl-transzgénikus sziirkenyar (Populus x canescens) klonokkal

A glutation (GSH) antioxidans hatasa hivta életre az antioxidansokat kodolo génekkel torténd
transzformécios kutatdsokat, amely a hossza életidejii éveld és fas ndvényeknél kiillondsen
nagy jelentdségii (Creissen et al. 1996). A glutation (GSH) elsé leirasa a novényi sejtekbdl De
Rey-Pailhade (1888ab) kisérleteihez flizodik, aki élesztOben azonositott egy vegyiiletet, amely
spontan reakcioba 1épett elemi kénnel hidrogén-szulfidot képezve. Az 0j vegyiiletet philotion-
nak nevezte el. 1921-ben Hopkins arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ez a vegyiilet egy
dipeptid lehetett, amely ciszteinbdl és glutaminsavbdl all és valoszintileg y-glutamil-cisztein
(Hopkins, Dickinson 1922). Egy késébbi vizsgalata soran 1929-ben mutatta ki az Uj
vegyitiletben a glicint (Hopkins 1929), majd 1930-ban irta le a GSH ma ismert szerkezetét, és
vezette be a glutation elnevezést, amely az eredeti filotion és a peptideket jelz6 pepton
nevekbdl vezetett le (Simoni et al. 2002; Gullner, Kémives 1998). Ma mar ismert, hogy a

GSH a legfontosabb ¢és a legnagyobb mennyiségben el6forduld tioltartalm(i antioxidans
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vegylilet a novényi szovetekben (Bittsanszky, Gyulai et al. 2006; Gyulai et al. 2005; Gullner
et al. 2001).

A nyarfa glutation anyagcseréjében torténd stabil genetikai modositashoz az INRA 717-1-
B4 jelit Populus x canescens klonok keriiltek felhasznalasra a szilirkenyar fitoextrakcios
kapacitasa, valamint a sziirkenyar elényds Agrobacterium tumefaciens-el szembeni
fogékonysaga miatt. A transzforméciok célja minden esetben a redukalt glutation tartalom
novelése volt (Leple et al. 1992; Rennenberg, Peuke 2005). A sziirkenyar klonokat az
Escherichia coli baktériumbol szarmazé y-glutamil-cisztein szintdz (y-ECS) enzimet kodolo
génnel (gshl) transzformaltak (Leple et al. 1992, 1995). Az enzim a glutation tripeptid
bioszintézisének egyik fontos 1épését, a glutaminsav és cisztein amindsavak peptid-kotés
reakciojat katalizalja, amely 1épéssel a y-glutamilcisztein (y-EC) dipeptid, a glutation
prekurzora jon l1étre. A gshl gén cDNSe klontarbol allt rendelkezésre (Watanabe et al. 1986).
A gén eredeti start-kodonjat (TTG) elébb az eukariotdkra jellemz6 ATG szekvencidra
modositottak. Magat a kodold szekvenciat (1,7 kb) tartalmazo Hindll1/Smal fragmentumot a
pLBR19 plazmidba klonoztak, a promoéter a karfiol mozaik virus (CaMV) konstitutiv 35S
promoétere volt, dupla felerdsitd (enhancer) szekvenciaval (p70) és a CaMV poli-A
szekvenciajaval. Ezt a CaMV-35S promoter-gshl-poliA gén-kazettat a pBIN19 (Bevan 1984)
binaris vektorba klonoztak egy Sstl / Xbal hasitohelyli inszertben. Az igy megkonstrualt
vektort épitették be az Agrobacterium tumefaciens C58 pMP90 torzsébe (Koncz, Schell
1986), amellyel a végso transzformacio késziilt (Leple et al. 1992).

Kétféle gshl-génnel transzformalt klontipust sikeriilt eldallitani. A 11ggs klonban a
transzgén fehérjeterméke a citoszolban expresszalodik (Arisi et al. 1997), a 6lgl klonban a
CaMV-35S promoter és a gshl gén kozé beépitett borsobol klonozott RUBISCO gén kis
alegységének tranzit peptid génjét épitették (borsdé rbcS), ezért a gshl gén terméke
beszallitédik a kloroplasztiszba (Noctor et al. 1998ab). Ot transzformans klénban sikeriilt a
GS enzimet tultermeltetni (ggs tipusok) amelyekben a bakterialis y-ECS a citoszolban
termelddott. Az 6t vonalbol négyben mutatott a transzgén jelentds expresszidt. A
levélkivonatokban a bakterialis fehérje mennyisége 0Osszefiiggésben volt a transzgén
expresszidjaval. A transzformans vonalakban a GS (glutation szintdz) és GR (glutation
reduktdz) aktivitds nem mutatott valtozast a kontroll vonalakhoz képest, viszont 2-4-szer
nagyobb GSH tartalom volt mérhetd a levelekben. A GSH tartalom ndvekedése egyiitt jart a
redukalt glutation (GSSG) novekedésével. A y-EC tartalom is 5-15-szeres mértékben nétt. A

szabad aminosavak mennyiségének meghatarozasa azt mutatta, hogy a levelek glutaminsav-



Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés 1. Irodalmi attekintés

¢és glicintartalma nincs befolyassal a y-ECS taltermeltetésére (Arisi et al. 1997; Noctor et al.
1998a).

Amikor a bakterialis y-ECS enzimet a kloroplasztiszban termeltették tal (Igl klonok) hét
fiiggetlen stabil vonalat szekektaltak a tobbezer transzformacios kisérletbdl, amelyekbdl ot
klon kiilondsen nagy y-ECS aktivitast mutatott, amely korreldlt a western hibridizacioban
kapott sav intenzitdsokkal. Kloroplasztisz izolalas utan végzett mérések megerdsitették, hogy
a transzgén fehérjeterméke az Igl klonokban a kloroplasztiszban, a ggs klonokban pedig a
citoszolban jelenik meg. Az Igl klonokban 4-5-sz6r magasabb enzimaktivitas volt
tapasztalhaté, ami a GR enzimhez hasonloan a kloroplasztiszban vald stabilabb allapottal
magyarazhat6. Hasonléan a ggs klonokhoz az Igl konstrukcidokban is er6sen nétt a tiol
tartalom. A y-EC a levelekben még a ggs klonokéndl is nagyobb mennyiségben volt jelen (a
kontrollhoz képest 50-szeres mennyiségben). Ezek a transzgénikus ndvények bizonyitottak,
hogy a y-ECS taltermeltetésével a novényekben megemelheté a GSH tartalom (Noctor et al.
1998D).

Korabbi konstrukciok. A kisérletek kezdeti szakaszaban az E. coli baktérium GR enzim
gor génjét épitették be, igy a transzformans ndvények leveleiben a kivonhato GR aktivitasa 2-
10-szer nagyobb értéket mutatott a kontrollhoz képest, de ezerszeresére is ndvekedett, amikor
a tranzit-peptid konstrukciot a kloroplasztiszba jutattak. A GR az oxidalt glutation diszulfid
kotésének redukcidjat katalizalja. A kiilonbség azzal volt magyarazhato, hogy a bakterialis
enzim stabilabb a kloroplasztiszban, mint a citoszolban. A kloroplasztiszba juttatott glutation
reduktdz enzim nagyobb glutationtartalmat eredményezett, ami a citoszolban torténd
kifejeztetésnél nem volt tapasztalhat6. Azonban, ezek a transzgénikus novények kevésbé
bizonyultak érzékenynek a paraquattal (Lehoczki et al. 1992; Szigeti et al. 2001) eléidézett
oxidativ stresszben (Foyer et al. 1995, 2005).

Egy késobbi munka soran a glutation bioszintézis utolso 1épését katalizalo GS enzim gsh2
génjével transzformaltdk a nyarfa klonokat. A transzformansokban az enzim a citoszolban
halmozddott fel. A kivonhat6é GS aktivitas egyes klonokban 300-szorosara novekedett a
kontrollhoz képest. Az Oriasi aktivitdsndvekedés ellenére a tiol tartalom a levelekben nem
valtozott. A transzformans levelekbdl vagott korongok akkor halmoztak fel tobb glutationt, ha
az exogén y-EC-t adagoltak hozzajuk (Strohm et al. 1995, 2002). A GS enzimet a
kloroplasztban is taltermeltették. Ezekben a ndvényekben a kivonhatd GS aktivitasa akar 500-
szorosara is megndtt, viszont a GSH mennyiség ebben a konstrukcidban sem valtozott

szignifikdnsan (Noctor et al. 1998ab).
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1.2.2. Transz/gén reaktiviacio DHAC-indukalt DNS-demetilaciéval

A legstabilabb transz/gén konstrukciok is ki vannak téve a gén-csendesités (gene silencing)
hatdsanak, amely els6sorban a DNS metilacidjan keresztil megy végbe a DNS
metiltranszferaz enzim (CMT) Kkatalizisével (Wolfe, Matzke 1999). A DNS citozin
nukleotidjanak metilacidja S-metilcitozinna (5-mC) egyben a novények természetes
molekularis védekezési mechanizmusa (Selker, Steves 1985; Linn et. al. 1990; Yoder, Bestor
1996; Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

A CMT-inhibitor kezelésnek kitett novényekben a metilacids szint csokken, ) metilaciods
mintazat, valamint elhallgattatott gének reaktivacioja megy végbe. Vizsgalatainkban ezért a
transz/gén reaktivacidban hatékonynak bizonyult, DNS metiltranszferaz (CMT) enzim
gatlasan keresztiil hato DHAC (5,6-dihidro-5'-azacitidin hidroklorid) (Elmayan, Vaucheret
1996; Finnegan et al. 1998; Castilho et al. 1999; Sheikhnejad et al. 1999; Cao et al. 2000)
indukciot alkalmaztuk a 11ggs és 6lgl gshl-transzgénikus nyarfaklonokban, valamint a nem-
transzforméns klonban.

A gshl gén (és a kapcsolodd endogén nyarfagének: gshl, gst gének) aktivitasanak mérésére
reverz transzkripcios kvantitativ PCR-t (QRT-PCR) alkalmaztunk. A DHAC-indukalt gshl
gén reaktivacio végso célja egy alternativ lehet6ség kidolgozasa volt a transzgénikus gshl

nyarfaklonok kivaltasara (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007; Gyulai 2007).

1.2.3. Uj mikorszatellita klontipusok szelekcioja feketenyarban (Populus nigra)

A feketenyar (Populus nigra) hazank 6shonos fafaja. Els6sorban a folyok mentén, artereken,
iddszakos vizboritottsagu réti-, illetve lapi talajok, valamint tdpanyagban gazdagabb homok-
¢s valyogtalajokon diszlik legjobban. A génmegdrzési programok kiemelt faja, mert
Magyarorszagon a fekete nyarat nagymértékii genetikai szennyez€s, az atporzasos klonok
felszaporodasa (ld. a késén fakadd nyart Populus x euramericana, amely a feketenyar -
termés- és az amerikai (Populus deltoides) -beporzo- természetes hibridje, amely a 18. szazad
kozepe tajan johetett 1étre). Ez tette sziikségessé a tiszta vonalu feketenyar-egyedek
felkutatasat, Osszegylijtését és szintetikus allomanyokban valo elhelyezését (Kevey 1999;
Bordacs et al. 2002; Matyas 2006). A legelfogadottabb rendszertani besorolas szerint
(Eckenwalder 1996) a Populus nemzetség 29 faja 6 szekciora kiiloniil: Abaso, Aigeiros,
Leucoides, Populus, Tacamahaca, Turanga. Ezek a morfologiai szekciok azonban

folyamatosan modosulnak az 0jabb molekularis genetikai eredmények nyoman, pl. a
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feketenyar az Aigeiros szekcié tagja, de hibridizacios hajlama kozel all a Tacamahaca
fajaihoz. A P. nigra cpDNA RFLP elemzésben a Populus szekcié fajaihoz mutatja a
legkozelebbi rokonsagot, azonban a sejtmagi RFLP mintazata szerint a Populus szekcid
fajaihoz all kozelebb, amely eredmény feltételezi, hogy P. nigra mar egy 6si hibrid faj, amely
egy halozatos evoltcion keresztiil alakult ki (Smith, Sytsma 1990). A Populus fajok legtijabb
kloroplaszt-genom alapu rendszerében harom csoport kiilonil el: (1) P. simonii, P.
maximowiczii, P. laurifolia, P. songarica; (2) P. grandidentata, P. alba, P. davidiana, P.
tremula, P. tremuloides, és P. nigra; és a (3) P. angustifolia, P. cathayana, P. trichocarpa P.
balsamifera, P. szechuanica, P. tristis, P. fremontii, P. roegneriana, P. angulata, P. deltoides,
P. sargentii fajokkal (Hamzeh, Dayanandan 2004).

A kutatasok célja ij mikroszatellita genotipusti (Dayanandan et al. 1998; Cervera et al.
2001; Kiss J et al. 2001) feketenyar klonok molekularis azonositasa volt fitoremediacios

alkalmazasra.

1.3. Régészeti genetika alkalmazasi teriiletei a biotechnologiaban

A természettudoméanyok egyik legljabb teriilete az archeogenetika, a PCR-eljaras (1983)
felfedezésének (1993-as kémiai Nobel dij, KB Mullis) eredményeként (Saiki et al. 1985,
1988; Mullis et al. 1986; Mullis, Faloona 1987) alig két évtizedes multra tekint vissza, éppen
a PCR-modszert kifejlesztd Cetus (USA) vallalat laboratériumédban megsziiletett elsd
(quagga-16) 6sDNS viszgalati eredményekkel kezdédéen (Higuchi et al. 1984). Az europai
iskola (Svéd) az egyiptomi mumia kutatisokkal (Pddbo 1985), illetve (B. Sykes laborja,
Anglia) az elsd sikeres csontbdl torténd DNS kivonassal (Hagelberg et al. 1989, 1994; Sykes
1991, 2001, 2003) kezdddott. A magyar iskola napjainkban indult részben human (Kalmar et
al. 2000; Fletcher et al. 2003; Bogacsi-Szabo et al. 2005; Haak et al. 2005; Mende 2006),
részben novényi archeogenetikai kutatasokkal (Lagler, Gyulai et al. 2005, 2006, 2007; Szabo,
Gyulai et al. 2005ab, 2006, 2007; Gyulai et al. 2006).

A régészet a 80-as évek kozepéig tigy gondolta, hogy csak a biokémiailag stabilabb
molekuldk, mint pl. a lignin allhat ellent az é161ény pusztulasat kovetd lebomlé mumifikacids
¢s fosszilizacids folyamatoknak, mig a DNS, teljes pusztulasuk miatt nem vizsgalhato (Briggs
et al. 2000; Chalfoun, Tuross 1999). 1984 6ta igazolodott (Higuchi et al. 1984), hogy a DNS-t
az 1d6 muléaséaval a kiilonb6zé nukledzok ugyan bontjdk, azonban szerencsés koriilmények,
mint az alacsony hoémérséklet, gyors kiszaradds, magas sokoncentracio, illetve szaraz

mumifikacio mellett kevésbé degradalodik (Poinar et al. 1996, 1998; Willerslev et al. 2003,
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2004; Paabo 1989, 2000), hasonldan a jol tarolt miizeumi gylijteményekhez (Higuchi et al.
1984; Suarez, Tsutsui 2004; Cooper, Wayne 1998; Brown, 1999; Cooper, Poinar 2000;
Hofreiter et al. 2001a; Gugerli et al. 2005).

A novekvd szamu 0sDNS-sel végzett kutatasok, szamos nem helytallo megéllapitast is
eredményeztek (Hummel 2003; Pddbo et al. 1989, 2004; Spencer, Howe 2004). Az egykor
nagy visszhangot kapott, koviiletekben (Yang 1997; Bada et al. 1999) tobb millio (17-20
millio) évig fennmaraddé DNS (Golenberg et al. 1990; Soltis et al. 1992), illetve a
dinoszaurusz csontokbdl (Woodward et al. 1994; Zischler et al. 1995ab) kinyert szovetek, és
6sDNS elemzések utdlag laboratoriumi fert6zéseknek bizonyultak (Gutierrez, Martin 1998;
Cano et al. 1992, 1993; Cano, Borucki 1995; Vreeland et al. 2000), elsésorban mai human ¢és
mikrobidlis eredetli labor szennyezddések miatt, illetve a kontroll laborokban torténd
megismételhetetlen kisérlet miatt (Longo et al. 1990; Sidow et al. 1991; Austin et al. 1997;
Pruvost, Geigl (2004). Az eddigi tapasztalatok alapjan 1 millié év az az id6, ameddig intakt
DNS szakaszok optimalis régészeti koriilmények kozott, fennmaradhat (Lindahl 1993; Wayne
et al. 1999; Hofreiter et al. 2001; Ho et al. 2007).

A tobb millio éves baktérialis eredetii DNS (Cano, Borucki 1995), s6t életre kelthetd
baktériumok izolalasa 3 milli6 éves leletekb6l (Shi et al. 1997), illetve 250 millio éves
rétegekb6l (Vreeland et al. 2000; Fish et al. 2002) mar nagyon vitatott teriilete az
archeogenetikanak. A Miocén (Padbo, Wilson 1991; Kim et al. 2004) korbol (20 millié éve)
szarmazd borostyanba (koviilt fenyégyanta) zart dipterakbol (Austin et al. 1997), zsizsikbol
(Cano et al. 1992, 1993), és rovargyomorbol (Cano, Borucki 1995), illetve sokristalybol
(Vreeland et al. 2000; Fish et al. 2002) szarmaz6 baktérialis DNS eredmények is kérdésesek.
A lebomld 6sDNS molekula toredékeinek kimutatasa talan lehetséges, ahogy ez napjainkban
latszik igazoltnak 55 milli6 (alsé Eocén) éves koviiletek (Yakutfold, Szibéria) levél és termés
lenyomataibol (Myrtceae: Paramyrtacicarpus plurilocularis és Paramyrtaciphyllum
agapovii) a lebomld deoxirib6éz (Fuchsin festés) és kettés szala DNS téredék molekulakba
interkalalod6 (Hoechst 33258) festékek alkalmazasaval (Ozerov et al. 2006).

1.3.1. 6sDNS leletek az allatvilagbol

A human illetve allati régészeti genetika megsziiletése a kezdeti mamutleletekhez (nem kozolt
eredmények), illetve kihalt quagga l16fajta (&tmenet a zebrak fel¢) (Equus quagga) 140 éves
muzeumi példanyanak bérmintajabol kivont 6sDNS vizsgalataval kezddédott (Higuchi et al.

1984). Ezt kovette az 5.600 éves (i.e.2.600-bol) egyiptomi mumiak DNS elemzései (ménem



Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés 1. Irodalmi attekintés

PCR modszer alkalmazasaval (Pddbo 1985). Az utolsé jégkorszak jégbe fagyott allat
mintainak (10-40.000 éves) DNS elemzése napjainkban is folyik, kiilonos tekintettel a mamut
és mastodon (amerikai mamut) kutatasokkal (Binladen et al. 2007; Gilbert et al. 2007;
Debruyne, Barriel 2006; Bottjer et al. 2006; Krause et al. 2006; Debruyne et al. 2003, 2006;
Gibbons 2005; Greenwood et al. 1999, 2001; Noro et al. 1998; Hagelberg et al. 1994; Hoss et
al. 1994).

Mara mar 28 millié bp 6sDNS szekvencidja ismert a szibériai gyapjas mamut leletekbdl €s
DNS szennyezéseib6l (Mammuthus primigenius) (Poinar et al. 2006). A szekvenciakbol 13
millié bp volt mamut-eredetii, amely eredmény egy igen jelentds, 43%-0s kihozatalt mutatott.
A mamut szekvencidkat Osszehasonlitva az afrikai elefant szekvenciakkal (Loxodonta
africana) megbecsiilhet6 volt a két faj evolucios szétvalasanak ideje, amely 5-6 millié évvel
ezel6tt torténhetett (Poinar et al. 2006). A kiterjedt mamut kutatasok segitségével elérhetévé
valhat a teljes mamut genom szekvenalasa (Gilbert et al. 2007; Weber et al. 2007; Noguchi et
al. 2006; Rompler et al. 2006), elsésorban a legujabb technikanak, az emulziés PCR-nek
(Margulies et al. 2006) és piroszekvenalasnak (Ronaghi et al. 1996, 1998; Gowda et al. 2006)
koszonhetden. Ez a mddszer nem az iddigényes gélelektroforézist alkalmazza, a folyamat a
DNS polimerdz aktivitasat detektdlja ELIDA moddszerrel (enzimatikus luminometrias
pirofoszfat beépiilés kovetésével - enzymatic luminometric inorganic pyrophosphate) ugy,
hogy a DNS szintézise soran, a nukleotid beépiilésekor felszabaduld pirofoszfat molekulat
(PPi) ATP-vé konvertald ATP-szulfurilaz enzim aktivitasat méri. A detektalas luziferaz
(szentjanos bogar enzime) modszerrel (foton detektalds) torténik. A modszer zajszintjét a
minimumra lehetett csokkenteni a dATP helyett torténd tiofoszfat dATPaS (deoxyadenosine
a-thiotriphosphate; syn. 5’adenozin foszfoszulfat - APS) alkalmazisaval, amelyet a DNS
polimerdz nem érzékel, viszont a luciferaz enzimmel kevésbé 1€p keresztreakcioba (Ronaghi
1996, 1998).

Az archaeogenetikai munkdk masik kiemelt teriilete az emberi leletek (Pddbo 1999; Padbo
et al. 1988, 1990; Alonso et al. 2003; Cooper et al. 2001ab; 2004; Jahren et al. 2004;
Malmstrom et al. 2007), illetve egyiptomi mumiak (a legrégebbi az i.e. 3300-bol) 6sDNS
kutatasa (Paabo 1985), és az emberi evolicié megfejtése (Handt et al. 1994; Brombacher
1997; Noonan et al. 2006). A legrégebbi (9.000 éves) mumifikalodott emberi lelet az angliai
Cheddar varosabdl (sajtjarol is hires) keriilt el (Sykes 2001, 2003) (1.1. tablazat). Ehhez a
teriilethez kotddik napjaink hires hazai eredménye a 2-300-éves *Vaci mumidk’ vizsgalata is

(Nagy Karoly, SOTE, Budapest kisérletei; Fletcher et al. 2003). Sok érdekes eredmény var,
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azonban megerdsitésre, mint pl. az ausztral "Mungo Man’ leletek 6sDNS igazolasa (Adcock

et al. 2001).

A kihal llatok , . L.1. tablazat. Human archeogenetikai leletek kora, valamint
thalt  allatok — muzeumi NS tipusa (Handt et al. 1994; Sykes 1991, 2001, 2003;
Fletcher et al. 2003). *jéghbe fagyott testek; ** 1918-bol (I.

maradvanyaival végzett vizsgalatok Vildghibori)

szama, ~a  PCR  technikanak ., helyszin kor (6v)  mitDNS

koszonhetden, mara eléri a szdzat  ~oqqar-i ember

Anglia 9,000 U5a
(Kuch et al. 2002; Ho et al. 2007). A Otzi a jégember* Olaszo. 5.300 K
malt szizad elején a Mohave Ahmose | faradé Egyiptom 3.550 ?
. i e Seknet-re farad Egyiptom 3.550 ?
sivatagbol begylijtott o ,

Thutmose | farad Egyiptom 3.500 ?
kengurupatkdny — mintdkbol  mar Amenhotep | farad Egyiptom 3.500 ?
populécios vizsgalatok is  Juanita a perui lany* Peru 500 A
késziilhettek (Thomas et al. 1990). A Vaci mimiak Magyarorszag 300 -

Oszt.-Magyar katona*  Olaszorszag 87** ?

mitokondrialis DNS szekvenciakat

vizsgalva, bebizonyosodott, hogy a kihalt hawaii endemikus lad populaciok a kanadai lud
leszarmazasi agaba tartoztak (Paxinos et al. 2002). A 20. szazad elején kihalt erszényes
farkasbol izolalt 6sDNS, és a vilag mas tajairdl szarmazo erszényes ragadozok mtDNS-ének
(cytokrom b gén) vizsgalataval sikeriilt bizonyitani, hogy a kihalt tasmaniai farkas kozelebb
allt az evolucios fejlédésben a tobbi ausztaliai erszényeshez, mint a dél-amerikai ragadozé
erszényesekhez (Thomas et al. 1989; Krajewski et al. 1992). Az eredmények tovabb
erdsitették a tedriat, hogy a két kontinensen az erszényes ragadozok fejléddése, és morfologiai
tulajdonsag kialakulasa parhuzamos modon ment végbe (Krajewski et al. 1997).

A jelenkori és kiilonbdz6 archaeologiai (svéd és alaszkai 28,000 éves leletek) vadlo
leleteken végzett kisérletek igazoltak a fajon beliili nagyfoktt mtDNS variabilitast (Vila et al.
2001). A vadlovakon kiviil szarvasmarha (Troy et al. 2001), kutya (Vila et al. 1997,
Savolainen et al. 2002), diszn6 (Watanobe et al. 2002), nyul (Hardy et al. 1995) Gseire, és
haziasitds soran végbement DNS valtozasokra lehetett kovetkeztetni. Tovabbi eredmények
sziilettek tirgén (Hadly et al. 1998), vidran (Pertoldi et al. 2001), foldi lajhar (Hoss et al.
1996; Hofreiter et al. 2000, 2003), barlangi oroszlan (Burger et al. 2000; 2004), barlangi
medve ¢és jégkorszaki barna medve (Leonard et al. 2000) leleteinek elemzésében.

Az organellumgenetika (kloroplasztisz, mitokondrium) elsé eredményei 2001-ben
sziilettek, amikor a 400 éve kihalt futdmadar (moa) teljes mitokondrialis DNS allomanyanak
(16.500 nt) bazisparsorrendjét hataroztak meg (Cooper et al. 1992, 2001a). A hosszu-PCR
(long range PCR) (Cheng et al. 1994) technikaval elkészitett mitokondrialis térkép

lehetdséget adott evoluciods fejlédési utak felvazolasahoz, igazolva ezzel a nagy termetii moa
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madarak eredetét, és azt, hogy Uj-Zélandot ez a faj kétszer kolonizalta (Bunce et al. 2001;
2003). A mamut mitokondrialis szekvencia elemzése is a végéhez kozeledik, japan és orosz
kutatok egyiittmiikodésével (Binladen et al. 2007; Gilbert et al. 2007; Debruyne, Barriel
2006).

Osi iiriilék (14.000 éves) mintdkbol is lehetéség nyilt az elfogyasztott taplalék DNS
maradvanyainak kivonasara (Kohn és Wayne 1997; Poinar et al. 1998, 2003), amelybdl
kovetkeztetni lehet a kihalt allat taplalkozasara (Constable et al. 1995; Poinar et al. 2001). Az
5.300 éve jégbe fagyott ember (Otzi) béltartalom maradvianyabol kovetkeztetni lehetett
utolsé vacsordjara’, amely novényi (Poaceae) és allati eredetii DNS-t egyarant tartalmazott
(Ferris et al. 1993; Rollo et al. 2002). A radikarbon kormeghatarozassal igazolt, alig 157 bp
nagysagi DNS szakaszt, a kloroplaszt ribulozbifoszfat-karboxildaz (rbcL) gén nagy
alegységének fragmentumat sikeriilt amplifikalni a lajhar (Nothrotheriops shastensis)
urilékébol, és oOsszehasonlitani a GenBank-bol szarmazd szekvenciakkal, valamint a

kornyezetben talalhatdé ndvényzet hasonld amplifikatumaival (Hofreiter et al. 2000, 2001b).

1.3.2. 6sDNS leletek a novényvilagbol

A novénylr régészeti genetika legkutatottabb terlilete a termesztett ndvények
domesztikacidjanak (Harlan 1971; Chang 1986; Brown 1999; Zohary, Hopf 2000; Blatter et
mezOgazdasag kialakuldsanak és elterjedésének a nyomon kovetése (Keng 1974; Ho 1977,
Walters 1989; Freitas et al. 2003) elsdsorban magmaradvanyok 6sDNS mintainak
elemzésével.

A régészeti kormeghatdrozas szerint, a mezdgazdalkodéas eredete az utolsé jégkorszak
végétdl (i.e. 11.000 év) szarmaztathatd, amikor a haldszo-vadaszd torzsek, késobb a
pasztornépek megkezdhették a ndvénytermesztést eldszor talan a Termékeny Félhold
(Mezopotamia, Assziria, Fonicia és Egyiptom) teriiletén (Keimer 1924; Kroll 1992, 1999
2000). Ennek az idészamitasnak ellentmondanak a legijabb novényi magleletek, mint pl. a
Jordan folyd északi volgyének (Ohalo II) 20.000 éves vadarpa (H. spontaneum) és buza
(Triticum dicoccoides) leletei (Nadel et al. 2004, 2006; Piperno et al. 2004), a 15.000 éve
Dél-Koreai rizs lelet, melyb6l sikeres DNS izolalast is jelentettek (Chungbuk National
University, South Korea), valamint a viethami Hoabinh-i vadaszo-halasz6 kulturanak a mai
Thaifoldig kiterjedd szamtalan novénylelete (I1d. a Lélek-barlangi asatasok, Spirit Cave),
amelyek az i.e. 9.000 — 5.500 évekig kovetheté nyomon (Flannery 1973; Gorman 1969, 1970,
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1971; Matthews 1964, 1966; Moser 2001; Phukhachon 1988; Shoocongdej 2000; Solheim
1972; Van Tan 1994; 1977; White és Gorman 2004).

Néhany magmaradvany esetében sikeres csirdzast is kozoltek, mint pl. a 10.000 éves ’sarki
csillagfiirt” (Lupinis arcticus) esetében (Porsild et al. 1967), amely eredmény kétséges,
hasonléan a 1.300 éves indiai 16tusz magok csirazasi kisérletekhez (Shen-Miller 2002). A
nagy eredménynek tartott egyiptomi 1-2.000 éves 6si buzaleletek (kamut btiza) csirazasa
(Quinn 1999) sem igazolhato (talan a T. turgidum nagy kaldszi tajfajtaja keveredhetett a
leletek koz¢). Valoszinii, hogy csak a sokkal fiatalabb csirdzasi eredmények a hitelesek, mint
a 127 éves hexaploid magyar btizaszemek (Székesfehérvari — Stuhlweissenburger) (Triticum
vulgare var. erythrospermum Korn.) Gjra csirazasa, a magok 1877-ben Bécsben folyd
asatasokbol keriiltek el6 (Ruckenbauer 1971), valamint a Niirnbergi szinhaz épitésénél feltart
172 éves arpa, (Hordeum) és zab (Avena) csirdzasi kisérletek (Authammer és Fischbeck
1964).

A talaj kiillonbozé mélységeibdl (sztratifikalt) feltart ndvénymagvak 6sDNS elemzése
szamos viragos novényfaj (McGraw 1993; Morris et al. 2002) és pafrany (Schneller et al.
1998) mikroevolucios fejlodését tarta fel. A sztratifikdcid kiilonleges esete a szibériai
allandoan fagyott (permafrost) talajrétegekbdl feltart magok (10,000-400,000 éves mintak!)
DNS allomanyanak elemzése (Abbott, Brochmann 2003). Az utolsé jégkorszak botanikai
elemzése (Taberlet, Cheddadi 2002; Brewer et al. 2002; Litt et al. 2003; Stehlik 2003) mar 19
kiilonb6z6 novényi taxonbol (Poales, Liliales, Ericales, Malvales, Brassicales, Fagales,
Fabales, Rosales) volt eredményes (Petit et al. 2003; Willerslev et al. 2003). Egy tengeri
moszat (Posidonia oceanica) 4.000 éves (Raniello, Parducci 2002) és a japan cédrus
(Cryptomeria japonica) 3.600 éves (Tani et al. 2003) maradvanyaibdl is sikeres volt az
O0sDNS izolalas és szekvencia elemzés. A novényi 6sDNS azonositdsdban nagy eldrelépést
jelentett a konzervativ kloroplasztisz DNS (cpDNS) fajspecifikus régidinak (Petit et al. 2002,
2005), kiilonosen az rbcL, rbcS (Chase et al. 1993) és trnL-F (Taberlet et al. 1991, 1996)
szakaszainak megbizhatd kimutatasa.

A hazai névényi archeogenetika jelentds eredményei az 1.600 éves- (Gyulai et al. 2001,
2006), illetve 600 éves kdles (Panicum miliaceum) (Lagler, Gyulai et al. 2005, 2006, 2007,
Lagler 2007) és sz616 (Bisztray et al. 2004), valamint a 600 éves sargadinnye (Cucumis melo)
(Szabd, Gyulai et al. 2005ab, 2007; Szabo 2006) és gordogdinnye (Citrullus lanatus) (Toth,
Gyulai et al. 2007) magokbdl izolalt DNS vizsgalatok és fajtarekonstrukciés munkak (Gyulai
2010, 2011; Gyulai et al. 2008; 2011a,b,c,d,e,f).

12



Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés 2. Anyagok és Modszerek

2. Anyagok és Modszerek

2.1. In vitro klénozas és szelekcio, biotechnolégiai n6vénynemesités

2.1.1. Sejt eredetii klonok elddllitasa: A szovettenyészeti klonszelekcio soran steril mag
eredetti embriogén kallusz tenyészeteket inditottunk sziki mézpazsitban (Puccinellia limosa)
(Jekkel, Gyulai, Heszky 1995); tarackbtzaban (Agropyron repens) (Gyulai et al. 1995abc;
Tarczy, Gyulai et al, 1996a,b; Mazik-Tokei, Lelley, Gyulai et al. 1997; Janowszky, Gulai et
al. 1998; Mester, Gyulai et al 1998); és zold pantlikafiiben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et
al. 2003ab); szojaban (Glycine soya) (Gyulai et al. 1993abc) és vadgesztenyében (Aesculus
hippocastanum) (Jekkel, Gyulai et al. 1998). A tenyészeteket MS (Murashige, Skoog 1962),
valamint F6 (Gyulai et al. 1992) taptalajon indukaltuk 28 napi inkubacioval novényi
hormonok alkalmazasaval (Gyulai et al. 1995abc).

2.1.2. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok: A morfologiai elemzéshez a mintakat
glutaraldehidben fixaltuk (5% w/v foszfat pufferben 0.7 M oldva, pH 7.2), aceton
koncentracio sorban (10-50-70-90-100%) deszikkaltuk, CO,-kririkus ponton szaritottuk,
aranygézzel (30 nm) fedtiik (Blazers CDC 020), majd TESLA BS-300 szkenningg elektron
mikroszkoppal végeztiik az elemzést (Gyulai et al. 1993).

2.2. Novényi fitoremediacio

2.2.1. A gshl-transzgénikus sziirkenyar klonok molekularis stabilitasa

A gshl transzgénikus sziirkenydr kionok (Populus X% canescens):. A két gshl-transzformans

klont a 6lgl (Noctor et al. 1998), és 11ggs (Arisi et al. 1997), valamint a nem-transzformans

2.1.a. abra. A gshl-transzgénikus sziirkenyar
(Populus x canescens) (6lgl, 11ggs) és a nem- -
transzformalt  klonok  zart  laboratoriumi 2.1.b. dbra. Dihaploid feketenydar (Populus nigra) klonok (Kiss J et
kortilmények kozott nevelve (Arisi et al. 1997). al. 2001) egyéves iiltetvénye (Godoll6 2006)
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kontroll klont (X) in vitro hajtastenyészetben WPM (Woody Plant Medium) taptalajon
(Lloyd, McCown 1980) szaporitottuk fel, majd tézeges talajban természetes fényen neveltiik
(2.1. abra).

A gshl transzgén stabilitasanak kimutatdsa: A transzformalt sziirkenyar klonokba bevitt E.
coli gshl transzgén (# X03954) valamint a konstrukcioban szerepld karfiolmozaik virus 35S
promotere, és a 6Lgl klonba beépitett borsé (Pisum sativum) RUBISCO kis alegységének
tranzitpeptidje (borsé rbcS, NCBI M25614) jelenlétének bizonyitasara az alabbi primer-
parokat terveztiik és alkalmaztuk. A PCR reakcidohoz totdl DNS-t izolaltunk (Id. aldbb). A
kisérletekhez egyedeket vizsgéltunk, klononként 6t ismétlésben. A kovetkezd primereket

hasznaltuk tobbféle kombinacidban:

- 358 a: 5’-gct cct aca aat gcc atc a-3’ (a CaMV 35S promdter 154-172 bp szakaszén)

- gshl a: 5’-atc ccg gac gta tca cag g-3’ (a gshl gén 341-359 bp szakaszan)

- rbcS

a

- gshl b: 5’-gat gca cca aac aga taa gg-3’ (a gshl gén 939-920 bp szakaszan)
a: 5’-cag aag tga gaa aaa tgg ct-3’ (a borsd rbcS gén 18-37 bp szakaszan)
b

- rbcS b: 5’'-cat gca ctt tac tct tcc ac-3’ (a borsd rbcS gén 186-205 bp szakaszan)

A primereket a szekvenciaadatokbdl Primer3 programmal (Rozen, Skaletsky 1997) terveztiik.
A reakciokat Perkin Elmer 9700 Thermocycler késziilékben végeztiik. A reakcidelegy
Osszetétele 25 pl végtérfogatban: 1 x puffer (West Team); 1 uM MgCly; 1,2 mM dNTP; 1
egység Taq polimeraz (West Team), 1-1 uM forward-reverse primer, 50-100 ng templat DNS
(Gyulai et al. 2005).

A gshl transzgén expressziojanak kimutatisa: A sziirkenyar klonokba épitett transzgén
expresszidjanak bizonyitasara végzett QRT-PCR reakcidhoz a klonokbol (11ggs, 6Lgl és a
kontroll) totdl RNS-t izolaltunk, abbol cDNS-t készitettiink (Fermentas #K1622). A
kisérletekhez egyedeket vizsgaltunk, klononként hdrom ismétlésben. A cDNS-t templatként
hasznalva PCR reakciokat inditottunk a gshlab primerparral (Bittsanszky, Gyulai et al. 2006):

- gshl a: 5’-atc ccg gac gta tca cag g-3” (a gshl gén 341-359 bp poziciéjaban)
- gshl b: 5’-gat gca cca aac aga taa gg-3’ (a gshl gén 939-920 bp pozicidjaban)

A reakcioelegy Osszetétele 16 pl végtérfogatban a kovetkezo volt: 1 x AmpliTag Gold PCR
Master Mix (Applied Biosystems); 0,625 — 0,625 uM forward-reverse primer; 3 pul cDNS. A
reakciotermékek elvalasztasat horizontalis agaroz gélen (1,5%) végeztiik és etidium-bromidos

festés utan elemeztiik (Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai et al. 2006).
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Klonstabilitas meghatdrozasa fAFLP modszerrel: A sziirkenyar klonokbol (11ggs, 6Lgl,
kontroll) total DNS-t izolaltunk, a DNS mintakbol klononként 10-10 egyedbdl bulk-ot

hoztunk 1étre (Michelmore 2.1. tablazat. Az fAFLP vizsgalatokban alkalmazott restrikcidés enzimek
. 1991). A klénok (ritkan hasito ECORI.és gyakran hasito Msel), a.dapterek, anem szelektiv és a
et a 91 ono 12 aktiv szelektiv primer par (a) — (I) szekvencia adatai (Gyulai et al. 2005)

stabilitasat fAFLP ECoRI Msel

Restrikcidés helyek

(fluorescent amplified DNA

v v
5’ -...gaattc....-3" 5’-...ttaa...-3’
fragment length 37 -...cttaag...~5’ 37-...aatt... -5
Qolymorphism) eljéréssal Adapter szekvenciak
5’-ctc gta gac tgc gta cc 5’ -gacg atg agt cct ga
ViZSgéltllk Vos et al. (1995) 3’ -cat gtg gcg czt ggt taa-5" 3’—Eacgtcagggz ctc Ag—g’
Nem szelektiv primer-péar
modszere alapjan FCOR: MseC
5’-gac tgc gta cca attc-a 5’-gat gag tcc tga gtaa-c
modositasokkal (CreSSWEII Szelektiv primer-parok
(a) 5’ -gac tgc gta cca attc-aat
et al. 2001, SkOt et al. (b) 5’-gac tgc gta cca attc-ace 5'-gat gag tcc tga gtaa-cac
(c) 5’ -gac tgc gta cca attc-agt
2002, GyU|a| et al. 2005) a (d 5’-gat gag tcc tga gtaa-caa
(e) 5’ -gat gag tcc tga gtaa-cag
DNS mintakbol létrehozott () 5’ -gat gag tcc tga gtaa-cat
Q) , 5’-gat gag tcc tga gtaa-ccc
bulk-okon. Az emésztéshez (i) °'-gac tge gta cca attcragt 5’—zat zaz tec tza ztaa—cct
(i) 5’-gat gag tcc tga gtaa-cga
és llgéléShOZ az EcoRI- (3) 5’-gat gag tcc tga gtaa-cgec
. ., (k) 5’-gat gag tcc tga gtaa-cta
MSGI restr1kc1os (1). 5’ -gat gag tcc tga gtaa-cte

endonukledzokat hasznéltuk (2.1. tablazat). Az elsé PCR reakciét a nem szelektiv primerekkel
(3/4. tablazat) 30 ciklusban végeztiik a kovetkezd ciklusidékkel: 94°C 30 s, 56°C 30 s, 72°C 1
perc. A terméket 0,1x TE-vel 5x higitasban templatként hasznaltuk a szelektiv PCR
reakcidhoz. A szelektiv amplifikdciohoz 24 primer-kombinacidt hasznaltunk JOE
fluoreszcens festékkel jelolt *Eco primerekkel. Az elsé tizenkét primer kombinacioban az
Mse-CAC primert parositottuk a jeldlt *Eco -aaa, -aac, -aag, -aat, -aca, -acc, -agg, -act, -aga, -
agc, -agg, -agt primerekkel. A masodik tizenketté kombinacidban a jelolt *Eco-AGT primert
parositottuk az Mse -caa, -cag, -cat, -cca, -ccc, -Ccg, -cCt, -cga, -cgc, -cgg, -cgt, -cta
primerekkel. Hot Start PCR-rel kombinalt touchdown PCR reakciot alkalmaztunk a mintak
felszaporitasara (Don et al. 1991; Erlich et al. 1991). A reakcioelegy végtérfogata 10 pl amely
tartalmazott 1 x AmpliTag Gold PCR Master Mix-et, 20 pmolt mindkét primerb6l, valamint
50 ng DNS templatot. A touchdown PCR-t PE 9700 Thermocycler késziilékben (Applied
Biosystem) kovetkezOk szerint végeztiik: 12 cikluson keresztiil a 30 s hosszi kapcsolodasi
hémérsékletet (Tm) egyenletesen 66°C- rol 56°C-ra csdkkentettiik. Tovabbi 25 ciklust 56°C
kapcsolodasi hdmérséklettel végeztiink majd az utolsé ciklus: 60°C -on 45 s-ig tartott. Az

AFLP termékeket 5 percig 98°C-on denaturaltuk és 30 percig 60°C-on tartottuk vagy
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kozvetleniil ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) késziilékkel fragment
analizist végeztiink. Az eredményeket ABI PRISM Genotyper 3.7 NT szoftverrel dolgoztuk
fol. A koles elemzésénél (I1d. régészeti genetika) is ezeket az AFLP Iépéseket alkalmaztuk
(Gyulai et al. 2006).

Nehézfém-stressz in vitro: A Zn-terhelési kisérleteket aszeptikus korilmények kozott
levélkorong-tenyészetekkel végeztiik ZnSO, oldat felhasznalasaval. Hormonokkal kiegészitett
(1 mg/l BA; 0,2 mg/l NAA) hajtasregeneralo WPM taptalajhoz ZnSO,4 oldatot kiilonb6zo
koncentraciokban adagoltuk 10'5, 10'4, 10'3, 10'2, 10t M koncentracioban, a cink-mentes
kontroll mellett. Steril nyarfa hajtasok fiatal leveleibél 8§ mm atmérdji levélkorongokat
vagtunk melyeket sziniikkel felfelé A)

a taptalajra helyeztiink, 11995. i @
kezelésenként 21-et (Gyulai et al. 6Lgl & @
1995a). A tenyészeteket 21 napig Pl W
inkubéltuk 22+2°C -on 8 h sotét / &% b
16 h fény (40 pEm?%™)

fotoperiodusban.

Paraguat-stressz in vitro:
Hormonokkal kiegészitett (1 mg/l
BA; 02 mgl NAA) WPM

taptalajhoz  paraquatot  (metil-

6Lgl

viologén, Sigma) adagoltunk: g Q” Q

10° M; 4x10° M; 4x10° v, [l L K
1.

4x10° M; 4x107 M; 4x10° M; D)

4x10° M 4x10 v e XL

koncentracioban, a  paraquat 6Lgl ';9 g; 0

nelkiili kontroll mellett. A sterilre p
kontrollg £ } O
1% - ’
szirt  paraquat  oldatot  az

autoklavozott taptalajhoz 2.2. ébra. Példa az in vitro levélkorongkezelések kisérleti

elrendezésére. Paraquat-tlirésre  torténd szelekcio a  gshl-
transzgénikus (11ggs, 6lgl) és kontroll nyarfaklonokban (P.
canescens) (1) (0,0 M paraquat), (2) (4x107 M paraquat), (3)
(4x10° M paraquat); (A): 1% szachardz, 16 h fény / 8 h sotét
02%, 1%, ill. 2% volt. Az fotoper%odus (B): 2% szachardz, 16" h fény / 8 h sotét
fotoperiodus; (C): 1 % szacharoz, 24 h sotét; (D): 2 % szachar6z,
24 h s6tét inkubacid (Gyulai et al. 1995a; Bittsanszky 2006).

szilardulas el6tt adagoltuk. A

taptalajok  szachar6z  tartalma
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elkészitett, agarral szilarditott taptalajokat petri csészékbe Ontottiik. Steril nyarfa hajtasok
fiatal leveleibél vagott levélkorongokat helyeztiink rajuk sziniikkel felfelé (2.2. abra),
kezelésenként 15-6t (Gyulai et al. 1995a). A tenyészeteket 22+2°C -on, 24 h sotét ill. 16 h
fény (40 nEm®s™) / 8 h sotét fotoperiodust fényszobaban 8 napon keresztiil inkubaltuk.

DNS metilacio gatlasa DHAC-kezeléssel: A steril novények leveleib6l 9 mm atmérdja
levélkorongokat vagtunk (Bittsanszky, Gyulai et al. 2006; Gyulai et al. 2005), majd DHAC-t
(5,6-dihidro-5"-azacitidin hidroklorid) tartalmazo (10 M) taptalajra helyeztiik (Gyulai et al.
1995a, 2005; Gullner, Gyulai et al. 2005), és inkubaltuk 7 napig, 16h/8h vilagos/sotét (40
nEm?s™) megvilagitas mellett (Bittsanszky, Gyulai et al. 2005ab).

2.2.2. Uj mikroszatellita klontipusok szelekcidja feketenydrban (Populus nigra): A feketenyar
klonok (Populus nigra) mikroszatellita elemzéséhez portok eredetii, szabadfoldon nevelt
feketenyar (P. nigra) novényeket (Kiss et al. 2001) alkalmaztunk, 6sszesen 35 klont, melyek
koziil 29 (1-29 klonok) az N-SL klonrol szarmazott (30. anyat6); 6 klon pedig (31-36) az N-
309 (37.) klon utddai voltak (Gyulai et al. 2005; Bittsanszky, Gyulai et al. 2005ab; 2006;
Bittsnaszky 2006; Gullner, Gyulai et al. 2005). A mikroszatellita polimorfizmus
vizsgalatahoz cy5-jelolt (Roder et al. 1998; Huang et al. 2002) SSR primer parokat (2.2.
tablazat) alkalmaztunk (2.1. abra). A fragmentum elemzést ALF eljarassal (1d. alabb)
végeztik.

2.2. tablazat. A feketenyar (P. nigra) mikroszatellita elemzéséhez alkalmazott SSR primerek szekvencia
adatai az ismétlddd szekvencia motivumokkal, irodalmi hivatkozassal és NCBI hivatkozasi szdmokkal

SSR I6kusz SSR primer par ismétl6dd irodalom
#) szekvencia
1 WPMS-02 5’-aga aat acc cct gct aat c-3’ (GA)2
AJ297270 5’-aat gtt ttt gtt ccg tga at-3’
2  WPMS-04 5/-tac acg ggt ctt tta ttc tct-3’ (GT)zs Van der Schoot
AJ297273 5’-tgc cga cat cct gecg ttc c-37 et al. (2000)
3  WPMS-06 5’ -gta taa cga tga ccc cac gaa gac-3’ (GT)2a
AJ297275 5’-tat aaa taa agg cat gac cag aca-3’
4 WPMS-20 5’ -gtg cgc aca tct atg act atc g-3’ (TTCTGG)s Smulders
AJ297293 5’-atc ttg taa ttc tcc ggg cat ct-3’ et al. (2001)
5 PTR-4 5’-aat gtc gag gcc ttt cta aat gtc t-3’ (TC)17 Dayamandan
5’-gct tga gca aca aac aca cca gat g-3’ et al. (1998)

A reakcidelegy Osszetétele 25 pl végtérfogatban: 1 x puffer (West Team); 1 uM MgCly; 1,2
mM dNTP; 1 U Taq polimeraz (West Team), 1-1 uM forward-reverse primer, 50-100 ng
templat DNS. A mikroszatellita fragmentek felszaporitasa touchdown PCR-rel tortént (Don et
al. 1991).
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Az SSR primer parok egyik tagjat a fluoreszcens Cy5 molekuldval jeloltik. A Cy5
abszorbancidja 643 nm-en emisszidja 667 nm-en veszi fol a maximalis értéket. Az SSR
fragmentek szeparalasat ALF Express II DNA Analyser (automated laser fluorometer)
késziilekkel ’ReproGel High Resolution” PAGE gél (24%) (Amersham Bioscience)
hasznalataval rovid thermoplate-en végeztiik. A futtatast 850 V-on, 50 mA-el, 50 W
teljesitménnyel, 50°C-on 120 percen keresztiil végeztilk. Az adatok feldolgozasa ALFwin
Fragment Analyser 1.03 szoftverrel tortént. A futtatasokhoz Cy5-tel jelolt kiilsé és belsd
molekulatomeg markereket alkalmaztunk standard-ként.

A fragmentek léte és nem léte alapjan SPSS 11 programmal klaszter analizis sordn
dendrogrammot készitettiink Jaccard (1908) index hasznalataval, csoporton beliili atlagos
kapcsoltsagok (Average Linkage, within group) figyelembevételével. Az egyes lokuszok
variabilitasat a PIC (Polymorphism Index Content) értékkel jellemeztiik a kovetkez6 képlet
szerint: PIC=1-2"p%, ahol p; az i-edik allé] gyakorisagat jelenti (Anderson et al. 1993).

2.3. Régészeti genetika
2.3.1. Noveényi anyag

Osszehasonlité mai novényfajtak: A régészeti koles (Panicum miliaceum) fajtakori
besorolashoz 20 mai koéles tajfajtat kisparcellds kisérletben (5 x S5Sm) vizsgaltunk két
ismétlésben (2.3. tablazat), majd a Tapidszelei Agrobotanikai Intézet és az OMMI
felvételezési szempontjai alapjan 28 morfologiai tulajdonsdg szerint hasonlitottuk Ossze
(Lagler, Gyulai et al. 2005).

A sargadinnye (Cucumis melo) lelet fajtakori besorolasahoz, ¢és fenotipus
rekonstrukcidjahoz 47 mai t4jfajtat és termesztett fajtat vizsgaltunk (2.4. tablazat) 23
morfologiai tulajdonsag alapjan (Szabd, Gyulai et al. 2005ab).

A gordgdinnye (Citrullus lanatus) leletek fajtakori besorolashoz 44 mai tajfajtat és
termesztett fajtat (2.5. tdblazat) vizsgaltunk 25 morfologiai tulajdonsag alapjan (Toth, Gyulai
et al. 2007).

Régészeti novénymintak. A vizsgalatokban koles (Panicum miliaceum) (Lagler, Gyulai et
al. 2005; Gyulai et al. 2006), sargadinnye (Cucumis melo) (Szabo, Gyulai et al. 2005ab; és
gorégdinnye (Citrullus lanatus) (To6th, Gyulai et al. 2007) elemzését végeztik el. A 15.
szazadi debreceni gordgdinnye lelet, a volt Kdlcsey Mivelddési Koézpont teriiletén feltart
kutak noévényanyaga (Gyulai F. anyaga). A 18. szazadi gordgdinnye lelet botanikai
gylijtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apatsag botanikai gytjteményébdl bocsatottak

18



Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés

2. Anyagok és Modszerek

rendelkezésre (Mez6gazdasagi Muzeum, Budapest). A 4. szazadi koles minta mongdliai (3.

sir, Darhan, Mongolia, 1969) feltarasbol szarmazik (Tseveendorj, Sugar 1994).

2.3. tablazat. A fajtarekonstrukcioban vizsgalt mai kéles (Panicum miliaceum) fajtak és tajfajtak (tf); eredete
(HUN — Magyarorszag, ITA — Olaszorszag, RUS — Oroszorszag) és kodszama (ABI Tapioszele) (a), valamint a
morfolégiai jellemzéséhez alkalmazott 28 fenotipusos bélyeg (OMMI és ABI Tapioszele) és digitalizalt
stlyozott értékei (b). (Lagler, Gyulai et al. 2005)

(@)

# fajtanév rovid szarmazas — kodszam

1 Tapiodszele-D TAPD POL RCAT073416
2 Tépiodszele-C TAPC ITA RCAT073585
3 Tapioi barna TABA HUN RCAT017521
4 Debreceni barnamagvi DEBR HUN RCAT017513
5 Tépidszentmartoni (tf.) TASZ HUN 00185/01

6 Tapiodszele-B TAPB HUN RCAT017280
7 Fert6di 10.D FERT HUN RCAT017272
8 Piiski (tf)) PUSK HUN RCAT017296
9 Rébaszentandrasi (tf.) RABA HUN RCAT017297
10 Bolgar-159. BOLG HUN RCATO017267
11 Fert6di piros FEPI HUN RCAT017291
12 Kecskeméti (tf.) KEKE HUN RCAT017527
13 Omszkoje-9 OMSZ RUS 02546/00

14 Jaszberényi (tf.) JASZ HUN RCATO017555
15 Csaszarréti-2 CSAS HUN RCATO017277
16  Nyiregyhdzi (f)) NY[R  HUN RCAT017526
17 Tapioszele-A TAPA RUS RCAT017509
18 Fertddi fehér FEFE HUN RCATO017290
19 Martonvasari-3 MART HUN RCATO017285
20 Mesterhazi (tf.) MEST HUN RCAT017494
(b)

1 Csirandvény-antocian
szinez6dés
3 Nen antocianos /zold/
5 Gyengén antocianos
7 Erésen antocianos
2 Csirandvény-sz6rozottség
1 Hiényzik vagy nagyon
gyenge
3 Gyenge
5 Kdzepes
7 Erés
9 Nagyon erés
3 Levél-lemez és hively
antocianossag
1 Nagyon gyenge
3 Gyenge
5 Kdzepes
7 Erés
9 Nagyon erés
4 Levél-hosszusag mm
1 Nagyon rovid
3 Rovid
5 Kbzepes
7 Hosszl
9 Nagyon hosszu
5 Levél-szélesség mm
1 Nagyon keskeny
3 Keskeny
5 Kézepes
7 Széles
9 Nagyon széles

6 Szar-mellékhajtas szam db
1 Nincs mellékhajtas
3 Kevés
5 Kdzepes
7 Sok
9 Nagyon sok
7 Szar-vastagsdg mm
1 Nagyon vékony
3 Vékony
5 Kozepes
7 Vastag
9 Nagyon vastag
8 Novény-sz6rozottség
3 Nem sz6rozott
5 Gyengén szdrozott
7 Erésen sz0rozott
9 Névény-bokoralak
3 Egyenesen &llo
5 Félig szétallo
7 Szétallo
10 Novény-levél szam db
1 Nagyon kevés
3 Kevés
5 Kozepes
7 Sok
9 Nagyon sok
11 Kalaszkapelyva-szin
3 Vilagoszéld
5 Sotétzold
7 Antocianos z6ld

12 Novényi vegetativ fazis /nap
1 Nagyon kicsi /nagyon korai
3 Kicsi /korai
5 Kozepes /kozépérésii
7 Hosszu /késoi
9 Nagyon hosszu /nagyon késéi
13 Virag-bibe antocianossag
3 Nam antocianos / fehéres
5 Gyengén antocianos
7 Erésen antocianos
14 Buga-alak
1 Laza, széttertilé
2 Zaszl6s, oldatfa hajlé laza
3 Zaszl6s, oldatfa hajlé tomott
4 Alo tométt
15 Buga-meghajlas
1 Gyengén meghajlo
2 Kozepesen meghajlo
3 Er8sen meghajld
4 Nincs meghajlas
16 Buga-hosszlisag cm
1 Nagyon rovid
3 Révid
5 Kdzepes
7 Hosszu
9 Nagyon hosszu
17 Buga-oldalag szam db
1 Nagyon kevés
3 Kevés
5 Kozepes
7 Sok
9 Nagyon sok

18 Novény-magassag cm
1 Nagyon alacsony
3 Alacsony
5 Kdzepes
7 Magas
8 Nagyon magas
9 Extra magas
19 Szemtermés-alak
3 Megnyult ellipszoid
5 Z6mok ellipszoid
7 Gémbolyded
20 Szemtermés-toklasz szin
1 Fehér
2 Krémsarga
3 Szalmasarga
4 Aranysarga
5 Okkersarga
6 Vordses okkersarga
7 Kavébarna
8 Vilagossziirke
9 Zoldessziirke
10 Fekete
21 Szemtermés-magszin
Ihéntolas utan/
1 Borostyansarga
2 Vilagossarga
3 Fehéressarga
22 Ezermagtomeg gr
1 Nagyon kicsi
3 Kicsi
5 Kdzepes
7 Magas
8 Nagyon magas
9 Extra magas
23 Blga-szemtdmeg, névény/gr
1 Nagyon kicsi
3 Kicsi
5 Kézepes
7 Magas
9 Nagyon nagy
24 Novény-megdélés %
1 Nincs vagy nagyon gyenge
3 Gyenge
5 Kdzepes
7 Erés
9 Nagyon erés
25 Novény-kiegyenlitettség
3 Nem kiegyenlitett
5 Kdzepesen kiegyenlitett
7 Kiegyenlitett
26 Novény-ba kteridzis fertézés
1 Nincs fertézés
2 Nagyon gyenge
3 Gyenge
5 Kézepes
7 Erés
8 Nagyon erds
9 Extrém er6s
27 Bugahanyas ideje / nap
28 Kelési id6 / nap
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2.4. tdblazat. A fajtarekonstrukcioban vizsgalt mai sargadinnye (Cucumis melo) fajtak és tajfajtak (tf.); eredete
(BLG — Bulgaria, GER — Németorszag, FRA — Franciaorszag, HUN — Magyarorszag, RUS — Orszorszag);
meghatarozott fajtatipusa (C - cantalupensis; I - inodorus, R — reticulatus) és kodszama (ABI Tapidszele) (a),
valamint a morfologiai jellemzéséhez alkalmazott 23 fenotipusos bélyeg (OMMI és ABI Téapidszele) és

digitalizalt stilyozott értékei (b) (Szabo, Gyulai et al. 2005ab)

QD\IOO'IFQJI\J—\%’Q?
~

A B B B B DB DB D W W WWWWWWWWDNDNDNDNDDNDNDNDDNDDNDNDNDNDND-_S2 22 A A A A A A O
~N O OO A WN 2 O © 0N O P WON 2O © 0 N O g & WN -~ O ©W 0 NO g P~ WN -~ O

fajtanév

Pariser market
Sweet ananas
Nyiribronyi (if.)
Javitott Zentai
Turai (tf.)

Hevesi (tf.)

Eziist ananédsz
Cantalup de Bellegarde
Révid Internod Kantalup
Altajszkaja
Plovdivski Banani
Pusztadobosi (tf.)
Muskotaly
Csardaszallasi (tf.)
Topaz

Muskatello cukordinnye
Kiskérosi (tf.)
Zimovka Jabloncenaja
Soponyai (tf.)
Penyigei (tf.)
Turkevei (tf.)
Pionerka
Afghanistan
Hbgolyd

Késarga
Tarmamérai (tf.)
Honey Rock

Hales Best
Limonnozseltaja
Tétényi csereshéju
Muhi (tf.)
Turkesztan
Hegykaéi (tf.)

Togo

Kisteleki (tf.)
Nagycserkeszi (tf.)
Nyirbatori (tf.)
Szirmai (tf.)
Cantaloup de Paris
Tapi

Fortuna
Kallosemiéni (if.)
Taktaharkanyi (tf.)
Sarandi (tf.)
Desertni-5

Magyar Kincs
Galia

rovid.
PAMA
SWAN
NYIR
JAVZ
TURA
HEVE
EZAN
BELE
SICA
ALTA
PLBA
PUSZ
MUSK
CSAR
TOPA
MELO
KISK
ZIJA
SOPO
PENY
TUKE
PION
AFGH
HOGO
KOSA
TARN
HORO
HALB
LIMO
TETE
MUHI
TURK
HEGY
TOGO
KIST
NAGY
NYBA
SZIR
CAPA
GB-1
FORT
KALO
TAKT
SARA
DESE
MAKI
GALI

eredet
GER
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
FRA
GER
RUS
BLG
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
RUS
HUN
HUN
HUN
RUS
GER
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
RUS
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
HUN
FRA
BLG
HUN
HUN
HUN
HUN
BLG
HUN
HUN

fious  kod

C

OO0 OO0 OO0 0O0O0O0O00OOo0

X X0V XV OV XV XV XUV XV XNV XV XV XV XV XUV XV XNV XUV XV XUV XUV XUV O

RCAT034839
00743/03

RCAT035924
00742/03

RCAT035923
RCAT034887
00739/03

RCAT034814
RCAT034856
RCAT034807
RCAT034799
RCAT035332
00748/03

RCAT035118
00749/03

RCAT034817
RCAT035689
RCAT034854
RCAT036341
RCAT035330
RCAT034792
RCAT034868
RCAT034946
00741/03

RCAT034822
RCAT035119
RCAT034796
00740/03

RCAT034824
00744/03

RCAT036339
RCAT034813
RCAT035925
RCAT034812
RCAT035927
RCAT035402
RCATO035161
RCAT034885
RCAT034819
RCAT034892
00745/03

RCAT036190
RCAT035157
RCAT034793
RCAT050841
00747/03

00746/03

(b)

1. NGvény - bokortipus
3 Guggondilé
5 félig guggonild
7 Futo
2. Szar-sz6rozottség
3 gyenge
5 kdzepes
7 erds
3. Szar-szér jelleg
3 puha
5 kdzepes
7 durva
4. Levél-alak
1 kerek
2 vese
3 sziv
4 haromszdg
5 6tszdg
5 Levél-hossz
3 apro6 /< 14cm/
5 kozepes /15-18 cm/
7 nagy />18 cm/
6. Levél-szin
1 vilagoszold
3 zéld
5 sotétzold
7 sziirke
7. Levél-szeldeltség
1 telt
3 gyenge
5 kbzepes
7 ers
8. Maghaz-sz6rozottség
3 hidnyzik
5ritka
7 tomott
. Termés-alak
1 lapitott
2 gdmbolyl
3 elliptikus
4 orsb
5 forditott tojas
6 korte
7 hengeres
8 kigyo
9 turban
10. Termés-hossz (cm)
11. Termés-felszin
3 sima
4 enyhén gerezdes
5 gerezdes
6 er6sen gerezdes
7 gobds /rapcsos/
8 repedezett
9 rancos

©

12. Termés-alapszin
1 fehér
2 salata
3 krém
4 citromsarga
5 sarga
6 narancssarga
7 barnaszéld
8 zold
9 sziirke
13. Termés-rajzolat
1 nincs
2 keskeny csikok
3 széles csikok
4 kett6s keskeny csikok
5 kettds széles csikok
6 apro pettyek
7 nagy pettyek
14. Termés-rajzolat szin
1 sziirkészold
2 mustar
3 krém
4 citromsarga
5 sarga
6 narancs
7 olajzéld
8 terakotta
9 szlirke
15. Termés paraléchalozat
1 nincs
3 szaggatott
5 részleges
7 apro sejtes
8 nagy sejtes
9 paraszemoélcsos
16. Termés-halozatossag
5 gyenge, finom
7 durva
17. Termés-izesulés szilardsag
5 levalik
7 nem valik le
18. Terméshus vastagsag (cm)
19. Termés magfészek @ (cm)
20. Termés placenta jelleg
3 folyékony
5 félig folyékony
7 szaraz
21. Hus-szin
3 fehér
5 krém
7 zold
9 narancs
22. Hus-iz
3 keser(i
5 savanyu
7 iztelen
9 édes
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2.5. tablazat. A fajtarekonstrukcioban vizsgalt mai gordgdinnye (Citrullus lanatus; Citrullus colocynthis) fajtak
és tajfajtak (1-44); eredete (1-3: Citrullus colocynthis; 4-6: Citrullus labatus sp. citroides) és kodszama (ABI
Tapioszele) (a), valamint a morfologiai jellemzéséhez alkalmazott 24 fenotipusos bélyeg (OMMI és ABI

Tapioszele) és digitalizalt sulyozott értékei (b) (Toth, Gyulai et al. 2007).

(@)

fajtanév

colocynt - Finn1 68
colocynt - Belga 172

colocynt — Portuga 1547

citroides - Szeged 099

citroides - Roman 235

citroides - Ujszilvas 816

Béacsbokod 917
Napsugar 257
Séandorfalva 105
Dévavanya 101

Szentesi sugarhasu 260

Belij dinij 152
Rackeve 812
Csardaszallas 113
Tura 389

Biri 114

Klondike R7 096
Charleston gray 263
Taktaharkany 790
Turkeve 112
Ukrainskij 545 149
Szirma 782
Marsowszky 256
Haromfa 754
Debrecen 111
Sibiriak 098
Nagyecsed 775
Nagykallo 785
Hevesi 258
Nagyvarad 767
Nyirbator 155
Oros 862
Rékéczifalva 145
Koémoré 762
Nyiregyhaza 778
Kecskeméti voros 259
Ilk 236
Pusztadobos 146
Gyongyos 969
Crimson sweet 262
Kibéd 172

Sugar baby 261
Lipét 970

Korai kincs 255
15.sz. minta

faj

C.c
C.c.
C.c

C.l
C.l.
C.l.
C.l
C.l.
C.l
C.l.
C.l
C.l.
C.1.
C.l
C.1.
C.l.
C.1.
C.1.
C.l
C.1.
C.l
C.1.
C.l.
C.l.
C.l
C.l

kod

RCAT036168
RCAT036172
RCAT035547

RCAT036099

RCAT035235

RCAT055816

RCAT035917
00257/05
RCAT036105
5101./02
00260/05
RCAT036152
RCAT055812
RCAT035113
RCAT035389
RCAT035114
RCAT036096
00263/05
RCAT034790
RCAT035112
RCAT036149
RCAT034782
00256/05
RCAT034754
RCAT035111
RCAT036098
RCATO034775
RCAT034785
00258/05
RCAT034767
RCAT035155
RCAT035862
RCAT035145
RCAT034762
RCAT034778
00259/05
RCAT035236
RCAT035146
RCAT034969
00262/05
5172.102
00261/05
RCAT034970
00255/05
G-15-sz.

(b)
1. Novény - fejlédése
3 gyenge
5 kozepes
7 erbs
2. Szér - féinda hossza
1 nagyon révid
3 rovid
5 kdzepes
7 hosszu
9 nagyon hosszu
3. Szar - sz0rozottség
3 gyenge
5 kdzepes
7 erbs
4. Levéllemez - alak
3 keskeny
5 kdzepes
7 széles
5. Levél - szin
1 sérga
3 zold
5 sotétzold
7 szlirkészold
9 galambsziirke
6. Levél - hossz
1 nagyon apré
3 apré
5 kozepes
7 nagy
9 nagyon nagy
7. Levél - szeldeltség
1 nincs
2 nagyon gyenge
3 gyenge
5 kozepes
7 erbs
9 nagyon erés
8. Levél - lebeny
3 keskeny
5 kozepes
7 széles
9. Virag szirom - méret
3 apré
5 kdzepes
7 nagy
10. Virag sziromlevél
3 kerek széles
5 kerek keskeny
7 kihegyesedd

11. Maghéz - alak
3 gombolyl
5 ovalis
7 hengeres
12. Maghaz - sz6rozottség
1 nagyon ritka
3ritka
5 sl
7 nemezes
9 tovises
13. Termés - alak
1 lapitott
2 gémbolyl
3 tompa elliptikus
5 ovalis
6 korte-alaku
7 hengeres
14. Termés - felszin
3 sima
5 barazdalt
7 érszer(i kidudorodasok
9 egyenetlen
15. Termés - héj szine
1 fehéres
2 sargas
3 krém
4 szalmasarga
5 narancs
6 vilagoszold
7 zold
8 sotétzold
9 feketészold
16. Termés - héj rajzolat
1 nincs
2van
17. Termés - héj rajzolat
tipus
1 halézatos
2 halos csikok
3 fonalas csikok
4 marvanyozott

5 keskeny tdvis-alaku
csikok

6 széles tovis-alaku
csikok

7 flizérszer( csikok
8 széles elmos6dd csikok
9 mozaikos

18. Termés - héj szilardsag
3 nem szilard
5 kozép szilard
7 szilérd

19. Termés - his szine
1 fehér
2 citromsarga
3 aranysarga
4 halvany rézsaszin
5 rézsaszin
6 narancssarga
7 skarlatvoros
8 karminpiros
9 malnaszini
20. Hus - konzisztencia
1 szemcsés
2 zsenge, lagy
3 nyalkés
4 durva
5 telt, kemény
6 kemény
7 vattaszer(
21. Hus - |édusség
3 széraz
5 kevésnedvi
7 nedvdus
9 nagyon leves
22.Hus - iz
1 keserii
3 iztelen
5 gyengén édes
7 édes
9 nagyon édes
23. Mag - szin
1 fehér
2 krém
3 szlirke
4 dohanyszin({
5 vildgosbarna
6 olajzold
7 barna
8 piros
9 fekete
24. Erési csoport
1 korai nap
3 kozépkorai
5 kozépérésl
7 kozépkései
9 kései
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A 15. szazadi novénymintik. A budai kiralyi var (Arpad-hazi IV. Béla Kiraly, 1243)
Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz. eleje), régészeti feltarasa (1999) soran (Budapest I
Ker.,Szent Gyorgy tér, Teleki palota, 8 sz. kut) nagy mennyiségli névénymaradvany kertilt
elé, 195 novényfaj tobb mint 3 milli6 maglelete (Gyulai et al. 2006). A régészeti
kormeghatarozas alapjan (pénzek, edények stb.) a mintdk eredetét 15. szézad els6 felére volt
azonosithatd (Nyékhelyi 2003). A magokat flotalasos modszerrel iszapoltuk ki, infravords
fényben szaritottuk (15 W), majd laboratériumi koriilmények kézott hatdroztuk meg a fajokat
Schermann (1966) hatarozasaval. Feliileti sterilizalas utdn a magokat harom honapig F6 steril
taptalajon (Gyulai et al. 2003ab) inkubaltuk a kiilonbozé eredetti fert6zések elkeriilésének

kizarésara.

2.3.2. Molekularis genetikai modszerek

DNS-izoldlas: A genomikus DNS kivonasahoz az SDS-el kiegészitett Nucleon PhytoPure kit-
et (Amersham) alkalmaztuk, a kdvetkezo 1épésekben. 0.1 g ndvény (levél, illetve mag) mintat
poritottunk cseppfolyds nitrogénben, majd 240 ul extrakcidés (EB) pufferben szuszpendaltuk
(EB: 10 mM Tris, pH 8,0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl), 60 ul 10% SDS hozzaadasa utan
20 percig inkubaltuk 65°C-on. A mintakat 160 ul 5,0 M kalium-acetat (pH 5,3) hozzaadasa
utan 0°C-on 20 percig inkubaltuk. Centrifugélast kovetden (13 000 rpm, 4°C, 20 perc) a
DNS-t a feliiluszobdl, 0,1 x térfogati Na-acetattal (pH: 5,2) és kétszeres térfogati 96%-0s
etanollal csaptuk ki. A csapadékot 70%-o0s etanollal mostuk, és TE pufferben oldottuk fel (10
mM Tris, | mM EDTA). A mintakat 4 ul RN-4zzal kezeltiik, a DNS 0jboli kicsapésa és
mosasa utan 100 ul ddH,0 pufferban oldottuk. Az izolalt DNS mind6ségét 0,8%-0s agardz
gélen EtBr-os festéssel ellendriztiik, majd a pontos DNS koncentraciot a NanoDrop ND-1000
UV-Vis spectrofotometerrel (NanoDrop Technologies, Delaware, USA - BioScience,
Budapest) hataroztuk meg (Gyulai et al., 2006; Lagler 2007). A mai fajtaknal 0,1 g fiatal
levélbdl vontuk ki a DNS-t (Szabd, Gyulai et al. 2005ab). Csak a nem fert6zott régészeti,
valamint a mai termesztett fajtakbol (2.3, 2.4., 2.5. tablazatok) izolaltunk DNS-t.

RT-gPCR elemzés: RNS izolalas. Totdl RNS-t 0,05 g tomegi levélkorongokbol izolaltunk
(Gyulai et al. 2005, Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyuklai et al. 2005ab, 2006). Az RNS izolalast
Absolutely RNA Miniprep Kit-tel (# 400800, Stratagene, USA - Biomedica, Hungary)
végeztiikk. A kivont RNS mintak minéségét és mennyiségét (2 ul RNS) NanoDrop ND-1000
UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, USA — BioScience,
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Budapest, Hungary) hataroztuk meg. cDNS szintézis. Az egyszala cDNS-t a mRNS templaton
reverz transzkripcidban oligo(dT)18 primer alkalmazasaval végeztiik (Fermentas — Biocenter
(Szeged, Hungary) # K1622) a gyart6 eljarasat kovetve (Bittsanszky 2006). gPCR elemzés. A
transzgén-gshl (E.coli), nyar-gshl (Populus x canescens) gének expresszids szintjét qPCR
elemzéséhez DyNAmo HS SybrGreen I qPCR Kit-et (F-410L, Finnzymes, Finnorszag —
Izinta, Hungary) alkalmaztunk. A reverz transzkripci6 (RT) a kvantitativ polimerdz
lancreakcioval (QPCR) kombinalva a legérzékenyebb modszere mind az abszolut, mind a
relativ génexpresszid kvantifikalasanak (Bittsanszky, Gyulai et al. 2006). A SybrGreen

fluoreszcens festék a kétszala DNS (dsDNA) kis arkaba interkalalodik, ezzel téve lehetové a

PCR termék 2.6. tablazat. RT-qPCR elemzéshez alkalmazott primerek szekvencia adatai
(Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai et al. 2007)
ciklusonkénti
X L. gén primer parok szekvenciaja (5°-3”) PCR termék (bp) Tm
amphﬁkaicu')_] anak cDNS / DNS (°C)
nyomon kovetéset. A nyar-gshl 5/ -AGTTCCGAGGCTGACATGAT -3’ 160/320 60

5’ -CAGCACGGTTGTTGTCAGTA-3’

¢DNS (2,5 pl) mintak

génexpresszios transzgén-gshl 5’ -AGGTCAGGACATCGAACTGG -3’ 272 60
5’ -GATGCACCAAACAGATAAGG -3’
analiziséhez gén
a-tubulin 5’ -TAACCGCCTTGTTTCTCAGG-3’ 112/218 60
Specifikus primereket (nyarfa) 5’ ~CCTGGGGTATGGAACCAAGT -3’
. : 2 actin
terveztiink a ,,Primer3 (nyarfa) 5/ ~AATGGTACCGGAATGGTCAA-3 132/233 60

5’ -CCCAACATACGCATCCTTTT-3"

szamitogépes program

segitségével (2.6. tablazat). A reakciokat MX3000P gqPCR (Stratagene, USA — Biomedica,
Hungary) késziiléken végeztilkk, olvadaspont elemzésével egyiitt. A  reakciok
kvantifikdlasahoz a cDNS mintabdl tizszeres higitasi sorozatot (1, 10, 10%, 103) készitettiink,
és NTC-t (nem DNS templat kontroll) alkalmaztunk. Bels6 kontrollnak a konstitutivan
expresszalodo a-tubulin gént hasznaltuk. Kiértékelés. A relativ kvantifikalas adatelemzéséhez
a 274 modszert (Livak, Schmittgen 2001) alkalmaztuk. A Ct kiiszobértéket (threshold
Cycle) manudlisan hataroztuk meg. Minden cDNS reakcié ACt értékeit a (Ctgsht — Cla-tubulin;
Cgshi — Ctowouin) képlet alapjan normalizaltuk, majd a ACt értékek atlagait (atl. ACt)
hataroztuk meg. AACt értékek meghatdrozasa soran a kezelt mintak (atl. ACtgenkezert) értékeit
a kezeletlen kontrollhoz (atl. ACtyezeletlen) hasonlitottuk a kovetkezd képlet alapjan: (atl.
ACtyezert - atl. ACtiezeletien). Az adatok abszolut értékké torténd alakitasa 24" képlettel tortént
(Livak, Schmittgen 2001, Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

ITS elemzés: Az univerzalis ITS-primerekkel a teljes ITS szakaszt (ITS1-5.85-1TS2)
szaporitottuk fel (Garcia-Mas et al. 2004). A primerpar szekvenciaja: tcg taa caa ggt ttc cgt
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agg tg / tcc tcc gcet tat tga tat gc (Hsiao et al. 1995), melyet a koles és a sargadinnye

vizsgalatokhoz alkalmaztunk.

AFLP elemzés: A szelektiv
amplifikaciohoz 24 szelektiv
primer-kombinaciot
hasznaltunk, a koles
vizsgalatokban a (2.2.1.)
pontban leirtak szerint.

ALF-SSR, valamint mtDNS és
cpDNS elemzés: A

2.7. tablazat. A koles (Panicum miliaceum) sejtmagi (nSSR) és
mtDNS vizsgalatokban alkalmazott primer-parok szekvencia adatai
(Gyulai et al. 2006; Lagler, Gyulai et al. 2005)

gén primer parok szekvenciai irodalom
(NCBI #) (5-3)

gln4 agc aga acg gca agg gct act

(D14577) ttt ggc aca cca cga cga

rps15 aag aag aaa gag aag aag cac ggg Chin et al.
(AW424565) gga cag ctc gta tta taa cct gcg (1996)
rps28 aga cga acc cac cat cat ctt tc

(AF544115) cgc ttg gca tct cca tgt ata tct

shl atc gaa atg cag gcg atg gtt ctc
(AV062092) atc gag atg ttc tac gcc ctg aag t

mtDNA-6 gtg ttg ctg aga cat gcg cc Petit et
(Z11512) ata tgg cgc aag acg att cc al. (2005)

mikroszatellita elemzéshez a kolesben négy (és egy mtDNS specifikus) (2.7. tablazat),

sargadinnyében nyolc (2.8.a tablazat) SSR primer part alkalmaztunk. A probak jelzésében a

Cm a fajra (Cucumis melo), a szam a klonra (és nem az ismétlédés szamara) vonatkozik. A

gorégdinnye (Citrullus lanatus) mikroszatellita elemzéséhez két primer csoportot, valamint

kloroplasztisz DNS (cpDNS) specifikus primereket alkalmaztunk (2.8.b. tablazat).

Az ALF SSR primer parok
egyik tagjat Cy5 fluoreszcens
molekulaval jeloltik (Roder
et al. 1998; Huang et al.
2002; Gyulai et al. 2005). A
Cy5 abszorbcidja 643 nm-en,
emisszidja 667 nm-en Veszi
fol a maximadlis értéket. Az
SSR fragmentumok
szepardlasait ALF express II
DNA Analyser (automated
laser fluorometer)
késziilekkel ReproGel High
Resolution PAGE gél (24 %)
(Amersham Bioscience)

alkalmazasaval, rovid

2.8.a. tablazat. A sargadinnye (Cucumis melo) és a gorogdinnye
(Citrullus lanatus) mikroszaetllita vizsgalatahoz alkalmazott ALF-SSR
primerparok (Katzir et al. 1996; Danin-Poleg et al. 2001) szekvencia
adatai (Cm — Cucumis melo). * - a primerpar Cy-5 fluoreszcens festékkel
jelolt tagja (Szabo, Gyulai et al. 2005)

# lokusz SSR primerpérok |smetlodo. allélmeret
szekvencia (bp)

egyszer(i SSR

1 CmCT170b  ATTGCCCAACTAAACTAAACC (CT)s 160
*CACAACACAATATCATCCTTG

2 CmTC168 *ATCATTGGATGTGGGATTCTC (TC)1a 200
ACAGATGGATGAAACCTTAGG

3 CmTAl34a  *ACGTGCTTCAGTAAACATG (TA)r2 159
CCGACATTGAAAACCAACTTC

Osszetett SSR

4 CmAG59 *TTGGGTGGCAATGAGGAA (GA)A(AG)s 124
ATATGATCTTCCATTTCCA

5 CmGA104 *TTACTGGGTTTTGCCGATTT (GA)1AA(GA)s 125
AATTCCGTATTCAACTCTCC

6 CmCT134b  *GCTCCTCCTTAACTCTATAC (TA)(CT)s(AT)r 123
GCATTATTACCCATGTACGAG

7 CmCT44 *TCAACTGTCCATTTCTCGCTG (CT)wTGTT(CT)s 168

CCGTAAAGACGAAAACCCTTC

8 CmCTT144  *CAAAAGGTTTCGATTGGTGGG  (CTT)wCTAC(CTT): 192
ARATGGTGGGGGTTGAATAGG
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thermoplate-en végeztiik. A futtatast 850 V-on, 50 mA-el, 50 W teljesitménnyel, 50°C-on 120
percen keresztiil alkalmaztuk. Az adatok feldolgozasa ALFwin Fragment Analyser 1.03

szoftverrel  tortént. A 2.8.b. tablazat. A goérogdinnye (Citrullus lanatus) genomelemzéshez
Cy5-tel alkalmazott sargadinnyére kidolgozott (1-9) mikroszatellita (Katzir et al.

1996; Danin-Poleg et al. 2001); és gorogdinnye-specifikus (10-16) (Jarret
et al. 1997) mikroszatellita-, valamint (19) cpDNS-specifikus primerek (Al-
Janabi et al. 1994) szekvencia adatai.

futtatasokhoz

jelolt  kiils6 és  belsod

molekulatomeg . : — e .
# lokusz primer-pdr szekvenciak ismétlsdd szekvencia
markereket alkalmaZtunk 1. CmCT44 *tcaactgtccatttctcgcectg (CT) 10TGTT (CT) 5
, . ccgtaaagacgaaaacccttc
standardként (Gyulai etal.  , o050 gaattatgcagatgggtctt (TA) 4 (TTC) 5G (TA) <TG (TA) ,
caagaagatcaaatgatagc
2005) 3. CmTC51 attggggtttctttgaggtga (CT) 3GA(TC) 5 (CT) 5
ccatgtctaaaaactcatgtgg
4. CMCT126 ctttaggtgtgagattggtgg (CT) o
gcacatcattggagtaactcg
PCR reakciok: A PCR 5. CmTC158 cccccatattcatcaaaact (TC) 11 (ATT) ¢
tcagctcacttttccattca
reakciét 25 ul 6. CmTC 168 *atcattggatgtgggattctc (TC) 14
acagatggatgaaaccttagg
Sy 4 . 7. MACC 14 A
Vegterfogatban Vegeztuk CMACC 6 caaccaccgactactaagtc (ACC) o
cgaccaaacccatccgataa
, 8. CmCT 170 b attgcccaactaaactaaacc (CT) g
el 30 ng templat DNS> 10_ *cacaacacaatatcatccttg
. 9. CSLHCPA ttctccatgtttggattcttt (GA) ¢
20 pM primer, 1x-es accacaaataataattcaaca
L., 10. C1 1-06 caccctcctccagttgtcatteg (CT) 10
koncentracmju PCR puffer aaggtcagcaaagcggcatagg
11. Cl1 1-12 gcctttgaaagagagttgcectcg (GA) 15
(50 mM KCI, 10 mM gcgegtecctttttacca
12. Cl 1-20 cgcgcgtgaggaccctata (CT) 15
TR'S_HC' pH 8,3, 1’5 agcaattgattgaggcggttct
13. Cl 1-21 accctcgctgctgttattca (ATT) 10 (CT) 19
tgtcccacccaacatttcatt
mM  MgCI2 .001%
gC ! 0 OO 0 14. Cl 2-23 gaggcggaggagttgagag (CT) 15
. acaaaacaacgaaacccatagc
Zselatln)’ 1-2 mM MgCIZ’ 15. Cl1 2-61 ttctgctcagtttcttectaat (CT) 18
, , catcttcaaaaaaaggctaag
0.4 mM dNTP és 1 egység 16. C1 2-140 ctttttcttctgatttgactgg (GR) 2
. actgtttatcccgacttcacta
(U) Taq pohmeraz 17. cpDNS agttcgagcctgattatccce

gcatgccgccagecgttcate

(Sigma) felhasznalasaval.
A reakciokoriilmények koziil a ciklusidoket és a hdmérsékletet a kdvetkezd modositasokkal: 2
perc 95°C, majd 5 x ismétlédden: 10 mp 95°C, 30 mp 65*°C, 1 perc 72°C, majd 35 x
ismétlédden: 10 mp 95°C, 30 mp 55°C, 1 perc 72°C, végiil 5 perc 72°C (*-Touch down 65°C
- 55°C). A reakcidtermékek elvalasztasat horizontalis (1,5%) agardz gélen végeztiikk EtBr-0s
festést alkalmazva (60 W, 1 oOra), majd a pontos allél azonositast ALF express II, 1ézer
fluorométerrel végeztiik el (Roder et al. 1998; Huang et al. 2002; Gyulai et al. 2006; Szabo,
Gyulai et al. 2005ab; Toth, Gyulai et al. 2007).

RFLP-PCR (CAPs) elemzés: A CAP-clemzés (cleaved amplified polymorphic DNA) (Deng
1988; Haliassos 1989), illetve mas elnevezés szerint RFLP-PCR (Dane et al. 2004; Dane
2002) modszerrel a PCR reakcioban felszaporitott DNS fragmentumokat hasitottuk restrikcios
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enzimekkel, annak eldontésére, hogy a jol térképezhetd (ld. a korabbi restrikcids térképezési

munkakat)  restrikeiés  hasitohelyek — o e emresdhes

szekvenciaiban bekovetkezett mutaciokat alkalmazott hét restrikcids endonukledz enzim (RE)
adatai, valamint a kimutatott CAPs fragmentumok

detektaljuk, illetve az SNP-elemzést mérete (bp) (Lagler, Gyulai et al. 2005).

. . o i RE hasitasi Fragmentumok # CAPs
végezziink (2.9. tdblazat). A modszer enzim  hely mérete fragm.

technikailag nagy attorés volt az igen r1aq  TICGA 124,124,492, 116, 104, 32
BsuRl  GGLCC 282,139, 15, 164, 100, 292
Hinf  GLANTC 268,224,302, 76, 104, 18

alkalmazé RFLP (Botstein et al. 1980) Mool YGATC 568, 92,193, 91, 48
Alul AGICT 88, 757, 148

eljarsahoz képest és amely moddszert ma Rsal  GTJAC 204, 99, 16, 274, 13, 75, 311

munkaigényes radioaktiv probat

~N w o1 o o o

mar gyakorlatilag teljesen helyettesiti (Deng 1988). A mt6 primerrel (Petit et al. 2005)
felszaporitott mitokondridlis DNS fragmentumot (2.7. tablazat) az agardéz gélbdl (0.8%)
(GibcoBRL, 15510-027) Kiizolaltuk, hat restrikcios endonukleazzal (Tagl, BsuRI, Hinfl,
Mbol, Alul és Rsal) emésztettiik (Fermentas) (2.9. tablazat).

A CAPS-analizist az emésztett fragmentumokon, 1,6%-os agardéz gélen torténd

szétvalasztds utan végeztiik el, majd ChemImager rendszerben (Alpha Innotech Corp.)

dokumentaltuk. A kézepkorl mintabol 2.10. tablazat. Az ISSR elemzéshez alkalmazott

primerek (Cekic et al. 2001) szekvencia adatai

valamint az  Omszkoje-9 mai  koles (Lagler. Gyulai et al. 2005)

fragmenteket oszlopon tisztitottuk (Sigma, 5-

Primer v#  szekvencia révid
. . forma
6501), és megszekvenaltuk.
). & 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC (AG)sC
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT (GA)sT
) . 811 GAG AGA GAGAGAGAGAC  (GA)C
ISSR elemzés: Az ISSR vizsgalatainkhoz a 49 GTG TGT GTG TGT GTG TA (GT)A
Cekic (Cekic et al. 2001) altal leirt eljarast 820 GTGTGTGTGTEGTGTIGTC  (CT)C
821 GTGTGT GTG TGT GTGTT (GT)eT
alkalmaztuk kilenc primer és azok valamennyi 835 AGA GAG AGA GAGAGAGYC  (AG) YC
ey, ;. 836 AGA GAGAGAGAGAGAGYG  (AG)sYG
kombinaciojanak  alkalmazasaval  (2.10. a1 GAG AGA GAGAGAGAGAYC  (GAJs YC
tablazat) 842 GAG AGA GAG AGA GAGAYG  (GA)sYG

WGA, Teljes Genom Felszaporitis: A WGA felszaporitas 1épéseit a kovetkezOképpen
hajtottuk végre (2.3. é&bra): (a) Fragmentalas: A felszaporitani kivant mintdk DNS-ébdl
puffert és 9 ul DNS-t (1 ng/ul) adtunk, és pontosan 4 percig 95°C-on denaturaltuk (PCR-
késziilékben, majd jég, és rovid centrifugédlas kovetkezett). (b) Genomi konyvtar készitése: A
mintankhoz 2 pl 1 x Konyvtar Preparald Puffert, majd 1 pl stabilizalé puffert adtunk. Enyhe
vortexelés, majd rovid centrifugalds utan 2 percig 95°C-on denaturaltuk, rovid centrifugalés

utdn ismét jégre helyeztik a mintdkat. A kovetkezd lépésben 1 pl Konyvtar Preparalo
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Enzimet adtunk a mintdkhoz, majd o
. . . + - + dNTPs + —m————
enyhe vortexelés utan ismét jégflirdt +
Phi29 random hexamer-S — — —
. . S polimeriz rimerck ~ Bagentalis
alkalmaztunk. Ezt kévetéen egyetlen 'Nl - T
ciklusbol allo PCR  reakciot _ _ - - —_—
—_— = — | |
. ’ . ” primerek ktodnek limerizacid kezdete olimerizicio
inditottuk a kovetkezd a DNS-her r i ! i
r . [} ~
paraméterekkel:  16°C/20  perc, || . \ & ~ ~—
.;.:— Rl — il i szal clvilisa
24OC/20 peI'C, 37OC/2O peI'C, 750C/5 |kﬂi;!j|§lml'i% ) az 1j skzilhozdmk _
elkezdadik az atirds primerek kiétédnel

Ry o
perc, tarolas 4°C.  (c) PCR 2.3. dbra. A Phi29 fag DNS-polimerazzal végzett izotermikus
amplifikalds / 2: Az el6z6 1épésekben teljes- genom-felszaporitas (WGA) 1épései (www.sigma WGA-2)

elkészitett genomi konyvtarhoz mintanként 60 pl PCR mastermix-et adtunk, ami a
kovetkezOket tartalmazta: 7.5 pl 10X Amplification Master Mix, 47.5 pl nukleaz mentes viz,
5.0 ul WGA phi29 DNS polimeraz. Az igy kapott 75 pul oldatbol tjabb PCR reakciot
inditottuk: 95°C/3 perc; 14x ciklusban: 94°C/15 mp, 65°C/5 perc, zaras 4°C, tarolas -20°C. A
felszaporitds  hatékonysagdt minden esetben agar6oz gélen ¢és NanoDrop UV

spektrofotométerrel ellendriztiik.

Klonozdas: A PCR reakciokban felszaporitott ITS, SSR és ISSR PCR fragmentumokat
fragmentumokat a gélbdl izolalaltuk, tisztitottuk, és klonozo vektorba épitettik (pGEM-T
Easy vektor kit). 5 ul templathoz kléonozé mixet adtunk (2 ul ddH,O, 1 ul pGEM-T Easy
vektor, 1 ul T4 DNS ligaz, 1 ul 2x Rapid Ligation Buffer), majd inkubaltuk (3 h, 22°C),
transzformaltuk (50 pl E. coli JM109, 10 ul plazmid DNS); 20-25 perc jég; 60 masodperc
42°C-os hésokk; majd jégre helyezve 250 pl folyékony LB tapoldatot adtunk a mintakhoz.
12000/perc fordulatszammal egy percig toményitettik a sejteket, és 50 pl tapoldatban
szuszpendalva antibiotikummal, Xgal, és IPTG-vel kiegészitett taptalajra szélesztettiik, a
kinové koloniakbol (ON, 37°C) kolonia-PCR-rel ellendriztikk, mintanként 3 klont

szekvenaltunk.

Szekvenciaelemzés: A klonozott fragmentumokat automata fluoreszcens DNA szekvenatorral
(ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer) elemeztiik, mindkét irdnyban elvégezve a szekvenalast.
A szekvenciakat ChromasPro (version 1.11) programmal illesztettiik (Technelysium Pty Ltd,
Tewantin, Queensland, Ausztralia). A szekvencidk Osszehasonlitdsdt Bioedit programmal
készitettiik (BioEdit Sequence Alignment Editor, North Carolina State University, Raleigh,
North Carolina, USA). Az ellendrzésekben a GCG-10 (Genetics Computer Group, Oxford
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Molecular Group Inc., Madison, Wisconsin, USA; Wisconsin Package, Version 10.3)
szoftvert alkalmaztuk. A BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizishez az NCBI

(National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA) programot

alkalmaztuk (Gyulai et al. 2006; Lagler, Gyulai et al. 2006). A retrotranszpozon elemzésben

FastPCR (Kalendar 2007) es
Multilin 1988)

programokat alkalmaztunk.

(Corpet

Statisztikai  kiertékelés: A

statisztikai  elemzéseket a
Microsoft Excell, valamint az
SPSS14  programcsomaggal
végeztiink. A dendrogrammok
elkészitéséhez ~a  Jaccard
(1908) indexet hasznalatuk, a
legkdzelebbi rokonsag
(nearest neighborhood)

figyelembe vételével.

Retrotranszpozonok izoldldsa
gorogdinnyében: Az LTR
retrotranszpozon izolalasdhoz
PBS

(2.10. tablazat) alkalmaztunk,

specifikus  primereket
a fragmentumokat pGEM-T

Easy (Promega) vektorba

klonoztuk, E.coli  sejtekbe
transzformaltuk, szekvenaltuk,
majd a szekvenciakra tervezett
LTR-specifikus
PCR

tablazat) amplifikaltuk.

primerekkel

reakcioban (2.10.

2.10. tablazat. A retrotranszpozonok azonositdsahoz alkalmazott PBS-
primerek (1-50 (a), valamint a klonozott szekvenciakra tervezett IRAP
primerek szekvencia adatai (1-34) (b).

(a) PBS primerek (12 és 18 nt) 5'-3'

(b) IRAP primerek 5'-3'
>2450

1 2074 gctctgatacca
ggttaccaacttttgcattccagt

2 2075 ctcatgatgcca 52451

3 2076 gctccgatgeea tgggtcgtatccatagtgttaccagg

4 2077 ctcacgatgececa >2452
tcctggtaacactatggatacgac

5 2078 gcggagtcgeeca >2453

6 2079 aggtgggcgeca cttatacgtctgaaggacagggtttc

7 2080 cagacggcgcca >2454

gacggeg tgtgagtgggttgtagcccatgagagyg

8 2081 gcaacggcgcea >2455

9 2083 cttctagcgeca cagtacggtctacgacaaatgtaccgac
>2456

10 2085 atgccgatacea gtcgtagcaccagttcggecgectacctca

11 2087 gcaatggaacca >2457

12 2095 gctcggatacca tgzggcacgtaaatttgtgtgtcgatc
>

13 2231 acttggatgctgatacca tttgccgttgaggggttacacggt

14 2232 agagaggctcggataceca >2459

15 2237 cccctacctggegtgeeca igjgggtgtaacccctcaacggcaaa

16 2238 acctagctcatgatgeca aatcccaccaaggcaatcgtca

17 2239 acctaggctcggatgeca >2461

18 2240 aacctggctcagatgececa Egzzgattgccttggtgggatt

19 2241 acctagctcatcatgececa aactgccagggcaatgggagacc

20 2242 gccccatggtgggcgeeca >2463
ctggcagttctgcatctgtgacaggaca

21 2243 agtcaggctctgttaceca >2324 g g gtg 99 9

22 2244 ggaaggctctgattaceca gcatacggtgcttccgeccccatgaca

23 2245 gaggtggctcttataceca >2465
tgaccagcctaaagtttggacccact

24 2246 actaggctctgtataceca 52466

25 2251 gaacaggcgatgatacca atcgaagcattgaaggtgtgcttgtgac

26 2252 tcatggctcatgataceca >2467
acggttacgggcgtgttcctcttcca

27 2253 tcgaggctctagataceca >2468

28 2255 gcgtgtgctctcatacca gtctttgccaaaacctcatcacgcaga

29 2256 Gacctagctctaataceca >2469
tggcaaagacaggctgtgctgtgtca

30 2257 ctctcaatgaaagcacca >2470

31 2295 agaacggctctgatacca gtgatgcactcattgaatatgttagca
>2471

32 2296 tgacaagctctgatacca gtggtctctaacccgattatcagcatcg

33 2297 ggttgtgctctgataceca >2472

34 2298 agaagagctctgatacca agjsggatgatcttttgcgcactaa
>

35 2299 taaccagctctgataceca gcattctggacattgccaaactga

36 2373 gaacttgctccgatgeeca >2474

37 2395 tcecccageggagtegeca gzjs;cctgcgaagagctgaagcca

38 2397 atggtcgctctgataceca gacggcaatgtctgtgatcttgecgeca

39 2398 gaacccttgccgatacca >2476

40 2399 aaactggcaacggcgececa g;zg;caagctactthaatgggttgtc

41 2400 cccctecttetagegeea gctcttctcattgtgaatctggatagea

42 2401 agttaagctttgatacca >2478
t tactt t

43 2402 tctaagctcttgataceca >§Z$9ac ggaccaagegtegegea

44 2403 tggtccgctctgatacca ctcggctttgegtattggtccacgea

45 2404 agattagctctgataceca >2480
ctctaactctctgcttcttcctaactcca

46 2412 gaacaggctctgataceca 0481

47 2413 aagggggctctgatacca tgccgttcatggccccecgagecagtcatca

48 2414 acttgagctctgataceca >2482
gatcgttctctcttagacttcacca

49 2415 catcgtaggtgggcgecca 52483

50 2416 gggtcggctctgatacca gtcctacaacataggatctagggtccttac
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3. Eredmények és Megvitatas

3.1. In vitro klonozas és szelekcio, biotechnoldgiai novénynemesités

Az in vitro ndvénynemesités alkalmazasaval jelentés mértékben szélesedett a biotechnoldgia
eszkoztara (Dudist, Heszky 2000, 2003). Az ivaros- (pollen, portok, ovarium és ovulum
tenyészetek), valamint a vegetativ biotechnoldgiai mddszerek (mikroszaporitds, klonozas,

szomaklonok, protoklonok, cibridek) széles alkalmazasi teriiletet nyujtottak a biotechnologia

szdmara az elmult
évtizedekben (Morocz et al.
1990; Heszky et al. 2005).
Tudoményos kutatasaim
soran az in vitro

klonozasban a szomatikus

embriogenezist
bizonyitottam szkenning
elektron mikroszkdopos

elemzéssel, egy ¢és kétszikii

fajokban.

3.1.1. A sziki mézpazsit

(Puccinellia limosa)
klonozasa szomatikus
embriogenezissel — SEM-
elemzés

Az egysziki fajok vegetativ

&\'p &

sarjadassal természetes ton |¢

200 1) "'i

:\ - 2
Ry |

is jol klonozodnak, azonban A

a szomatikus 311 gbra. A sziki mézpazsit (Puccinellia limosa) szomatikus

embriogenezisének SEM elemzése. Az Alfold szikfokainak legsotiirébb

egyszikil faja (a); embriogén kallusz indukcié (b, c), és embridgenezis a

kidolgozasa csak az 1980-as scutellum (Sc) (embriopajzs) (d) valamint, a hajtascsucs (sh), a
rligyhiively (coleoptyl, cl) és gyokércstics (R) megjelenésével (e), illetve

évekre valt rutinszertivé. az elsddeleges levél (Pl) kifejlédésével (g-f), majd a teljes gyokérzet
kialakulasaval (gyokérsiiveg Ca; gyokérszér — Rh) (K), a teljes novény
kifejlédéséig (I). Ritka jelenség az egyszikiiek ikerembrié (j) kialakulasa
(Jekkel, Gyulai, Heszky 1995).

embriogenezisiik
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Kutatasaim soran szamos fajra dolgoztam ki ezt a modszert: sziki mézpazsitban (Puccinellia
limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995); tarackbuzaban (Agropyron repens) (Gyulai et al.
1995abc; Tarczy, Gyulai et al. 1996; Hangyelné, Gyulai et al. 1996; Mazik-Tékei, Lelley,
Gyulai et al. 1997), és zold pantlikafitben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000ab,
2003b). Az eldallitott klonok kozdtt Gj morfologiai mutanst (Agropyron repens cv. "Purdue’)
irtam le (Tarczy, Gyulai et al. 1996), illetve lignin-tartalomban csokkentett pantlikafii
(Phalaris arundinacea) szomaklont szelektaltam (Gyulai et al. 2003ab). A teljes
morfogenetikai elemzést a mézpazsitban végeztem el (3.1.1. abra), melyben érzékeny
felbontassal alapveté SEM (Scanning Electrom Mycroscopy) elemzést végeztem el egysziki
fajban (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995). A kutatasok célja volt, hogy a rizs sotiirésre torténd
nemesitésé¢hez szolgaltatott kisérletes adatokat a hazai flora legsotiirébb egyszikli fajanak in
vitro tanulmanyozasaval (Binh et al. 1989, 1992; Heszky et al. 1989ab). A Puccinellia fajok,
ugyanis szénhidrat akkumulacios (,,méz — pazsit”) mechanizmussal védik ki az extrém
kornyezeti sokoncentraciot. Az Alfoldon mind a szoloncsak- (Duna-Tisza koze, Fert6-t0),

mind a szoloncsékos szolonyec (Tiszantuli) talajon megél (Stefanovits 1981; Varallyay 2005).

3.1.2. Avadgesztenye (Aesculus hippocastanum) klonozdsa jarulékos embriogenezissel

A vadgesztenye jarulékos embridogenezisen keresztill torténd klonozasanak a célja a
mesterséges magtechnologia alginatos bednyazasanak (Dudits, Heszky 2003) és krioboldgiai
tarolhatosaganak kidolgozasa, valamint a vadgesztenye aknazomoly (Cameraria ohridella
Deschka et Dimic) (Lepidoptera, Gracillariidae) elleni rezisztencia nemesités alapanyaganak
eléallitasa volt.

Az Aesculus nemzetségbe 13 faj tartozik, Kelet- és Délkelet Eurizsia, és Eszak-
Amerikaban mérsékelt éghajlata teriiletein honos. A kdzonséges vadgesztenye vagy bokrétafa
géncentruma a Balkan-félsziget. Faja 25 méter magassagot is elérd, szabalyos koronat neveld,
kedvelt varosi szennyezést is jol tiird, lombhullaté diszfa.

Ebben a munkaban az egysejt-eredetli szomatikus embridk fejloddésének bizonyitasat
végeztem el (3.1.2. abra). A kisérletekhez 14 napos (2 mmm) ivaros embriokat izolaltunk,
majd 2 mg/l benziladenin tartalmi WPM taptalajon (Lloyd, McCown 1980) 28 napig
inkubaltuk (Jekkel, Gyulai et al. 1998), a fejl6dé jarulékos embridkat szkenning elektron
mikroszkos vizsgalatokban elemeztiik (Gyulai et al. 1993abc). A jarulékos embriok
fejlodésiik soran végig mentek a gomb, torpedo, sziv stadiumokon, a teljes ndovény

kifejlodéséig (3.1.2. abra). Eredményeink azért kiilonds jelentéségiick, mert ellentétben a
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$Z4mos vadgesztenye
szomatikus  és  pollen
embriogenezis indukcioval
(Jorgensen 1989; Chalupa
1990; Radojevic et al.
1989; Radojevic et al.
1989), a zigdtikus embriok
klénozasa jarulékos
embriogenezisen keresztiil
(Jorgensen 1989; Kiss J et
al. 1992) kevésbé
kidolgozott moddszere a
vadgesztenye in  vitro

nemesitésének.

3.13. 4 széja (Glycine
max) klonozasa szomatikus

embriogenezissel

A szoja szomatikus
embriogenezisének

kidolgozasara a  hazai
tripszin inhibitor mentes

fajtak in vitro

3.1.2. ara. A vadgesztenye (Aesculus hippocastanum) jarulékos
embriogenezise. Az ivaros embriodonor fa (a). A jarulékos embriok
fénymikroszkopos (b-g) és SEM morfologidja (szomatikus embriok) (f) a
differencialodott hajtas csucsmerisztémaval (h) és a teljes klon regeneralasa
(i) (Jekkel, Gyulai et al. 1998; Jekkel, Kiss, Gyulai et al. 2002).

nemesitéséhez szolgaltatta az alapanyagot.

A szdja mintegy 5000 éves, kinai novény, kezdetben csak vetésforgoban hasznaltak, €s csak

Chou-dinasztia idején (i. e. 1134-246) jottek ra arra, hogy az addig ehetetlen szodjat

fermentalassal ehetové lehet tenni. Az id6szamitasunk elotti 2. szdzadban ismerték fel a

kinaiak, hogy kalcium- vagy magnézium-szulfattal kicsapathatd a f6zott szdjapiiré (tofu). A

fermentalassal és kicsapassal azonban nem tavolithatd el az 6sszes karositd anyag a sz6jabol,

mert tripszin-inhibitorok maradnak benne, melyek gatoljak a fehérje emésztést. Ezért a 0j

tripszin-inhibitor-mentes sz6ja nemesités kiemelt fontossagu (Kurnik, Szabo 1987).
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A szbja hazai nemesitése, az iregszemcsei kezdetek utan, a Bolyi Allami Gazdasagban (ma:
Mez6gazdasagi Rt.) az 1980-as években bontakozott ki szamos fajta nemesitésével (Evans,

Crusader, BS-31, Bolyi 6, Borostyan, Boroka, Bobita stb)

Vizsgalatomban, a regeneracid morfologiai elemzését végeztem el, igazolva a szomatikus

"o

embriogenezisen keresztiili klonozast (3.1.3. abra). Az eldallitott nemesitési alapanyagok

nemesitése a klasszikus modszerekkel folyik tovabb (Hodos-Kotvics, Heszky 1989).

3.1.3. abra. A szoja (Glycine max) szomatikus embridgenezise, sziklevél eredetii (a) tenyészetben. Bal oldali tabla:
A megnytlt nem-embriogén (b) sejtek mellett kifejlodé kompakt embriogén sejtek (C), embriogén (inekvalis)
osztodason- (d, €), a harom (f) -, és négy (g) sejtes, majd gomb (h) és sziv (i) stadiumu embriofejlédésen keresztiil
regeneralodnak. Jobb oldali tabla: Szamos esetben embrido kimérak (a) fejlédnek, a kifejlett levélre jellemzd
mozaikos epidermisz elemekkel (levélsz6rok, b, c) sztomak (f), illetve ujabb, jarulékos merisztémak
megjelenésével (e, f), és embriok (g, h, i) kifejlédésével (Gyulai et al. 1993a).

Tovabbi fajok elemzésére, helysziike miatt, csak utalok: a torpendvekedésii tarackbuzaklon
(Agropyron repens cv. Purude) (Gyulai et al. 1995abc; Tarczy, Gyulai et al. 1996;
Hangyelné, Gyulai et al. 1996; Mazik-Tokei, Lelley, Gyulai et al. 1997), valamint a lignin
tartalomban csokkentett zold pantlikafii (Phalaris arundinacea) klonjainak éretlen kalasz-,
illetve buga kezdeményébdl inditott szomatikus embridgenezisen keresztiili eldallitasara
(Gyulai et al. 2000a, 2003b); valamint az ivarsejt eredetli, dihaploid paprika (Capsicum
annuun) regeneransok (Gyulai et al. 1999ab, 2000b; Gémesné et al. 2000, 2001) molekularis

klonelemzésére.
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3.2. Novényi fitoremediacio

3.2.1. A 35S-gshl transzgénikus sziirkenyar klonok stabilitaisanak meghatarozasa

A tobb mint tiz éve vegetativ Gton fenntartott, gshl-transzgénikus sziirkenyar klénokban (Gullner,
Kémives 1998; Komives et al. 1998) sziikséges volt igazolni a gshl transzgén jelenlétét (Gyulai et al.
2005), nehézfém felvételi kapacitasat (Gyulai et al. 2005) és aktivitasat (expressziojat) (Bittsanszky,
Gyulai et al. 2006). Emellett el kellett végezni egy klonstabilitasi vizsgalatot, melyhez AFLP-

modszert alkalmaztunk, klononként 10 egyedbdl bulk-ot képezve Michelmore et al. (1991) modszere

3.2.1. tablazat Az fAFLP fragmentumok szama a gshl transzgénikus sziirkenyar (P. x canescens) 11ggs és
6lgl klonjaiban, valamint a nem transzformalt kontroll (WT) kloénban. A szelektiv primerkombinaciok: az Mse-
CAC primer kombinalva az Eco-AAT (a), Eco-ACC (b), és Eco-AGT (c) primerekkel; valamint az Eco-AGT
primer kombinalva az Mse-CAA (d), Mse-CAG (e), Mse-CAT (f), Mse-CCC (g), Mse-CCT (h), Mse-CGA (i),
Mse-CGC (j), Mse-CTA (k) és Mse- CTC (I) primerekkel (Id. 2.1. tablazat) (Gyulai et al. 2005).

klénok az fAFLP fragmentumok szama szelektiv primerparonként (a-I) Osszes
a b ¢ d e f g h i ik 1 fag#
11ggs 25 6 17 30 25 35 16 14 11 9 17 21 226
6Lgl 25 6 17 30 25 35 19 14 11 9 17 21 229
WT 25 6 17 30 25 35 17 14 11 9 17 21 227
Osszes: 662

szerint. A klonok stabilitasat fAFLP (fluorescent amplified DNA fragment length polymorphism)
eljarassal vizsgaltuk Vos et al. (1995) eljaras alapjan, modositasokkal (Cresswell et al. 2001; Sket et
al. 2002; Gyulai et al. 2005) Az emésztéshez és ligalashoz az ECORI-Msel restrikcios endonukleazpart

alkalmaztuk. ()
A 24 Szelektiv AFLP Ia Ia Iil| [E LI 1 III !II I'II !Il =N !I| !II (LI ] lIII mom lll J!l W TN M ill |Il o

| ORGHATEIENE

primerkombinaciobol (Id. 2.1. tablazat) "‘ \ \ 1995 s
12 kombinacié  adott éles  és Ee—— BLgl

reprodukélhat6 AFLP mintazatot (3.2.1. HM T, T Y N Y .
4dbra). Osszesen 682 AFLP fragmentet el

detektaltunk (3.1.1. tablazat). A szelektiv (b)

primer parok atlagosan 56,6 fragmentet

119gs

szaporitottak ~ fel, amely  hasonld ,Jl__u_\,wm_)\__ﬂ___:
6Lgl

nagysagrendii a feketenyarban (P. nigra) M » j\ :

megfigyelt fragmentum szamhoz, ahol J{fl |

nkontrol_l

két  primer par  Osszesen 104

fragmentumot szaporitott fel (Smulders 3.2.1. abra. Példa a gshl transzgénikus sziirkenyar (11ggs
) . és 6Lgl) és a nem transzformans kontroll klonok fAFLP
et al. 2001). A leghatékonyabb primer fragment analizisére (monomorf ECOAGT — MseCAT) (a)

c és (polimorf ECOAGT — MseCCC) (150 — 430 bp) (b). A
kombinacionak az ECO-AGT / Mse-CAT ijak a polimorf fragmenteket jelélik (Gyulai et al. 2005).
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bizonyult, amely klononként 35 fragmentumot szaporitott fel. A 682 fragment koziil 4 volt
polimorf (0,6 %), amelyek koziil egy a nem transzformalt kontroll nyarban, harom a 6lgl
transzgénikus klonban amplifikalodott az ECO-AGT / Mse-CCC primerparral (3.2.1. abra). Az
eredmények szerint a 11ggs klon AFLP-vel detektalt genetikai eltérése 0,4% a kontrollhoz
képest, a 6lgl klon eltérése 0,8 %. Fossati et al. (2005) Populus fajokkal végzett
vizsgalataiban két — azonos fajba tartozo — klon kozott az AFLP fragmentumokban magasabb,
15 %-os eltérést azonositott.

Osszefiiggés tapasztalhatd a genom mérete és az AFLP fragmentumok szama kozott. Egy korabbi,
buzan (Triticum aestivum L.) végzett kisérletiinkben az ECo-AGT / Mse-CAC primer par amplifikalta
a legtobb AFLP fragmentet, Gsszesen 47-et. A bliza genom mérete igen nagy (2n = 6x = 42; 16 x 10°
bp, ami 16,58 pg-nak felel meg a 965 Mbp =1 pg DNS egyenl6ség alapjan szamolva) a nyar genom
méretéhez képest (2n = 4x = 38; 5,5 x 10° bp; 2C = 1,1 pg) (Cervera et al. 2001; Taylor 2002).

Az eredmények bizonyitjdk, hogy a kisérleteinkben alkalmazott P. x canescens klonok
genetikailag stabilak, a riigymutacié mértéke a transzgenikus nyarfaban alacsony (0.8 %) eltéréen a

gyltimolcsfaktol.

3.2.2. Transz/gén reaktivaci6 DHAC-indukalt demetilacidoval

A nyarfa genetikai kutatasa jelentds, mert, kis genomi (5.5 x 10° bp), alig négyszerese az Arabidopsis
genomnak (’a fak arabidopszisza’), minden faja diploid (2n = 38) (Taylor 2002). Az elsé fas novény,
amelyrél EST konyvtarat készitettek a P. tremula x tremuloides, a P. tremula és a P. trichocarpa volt
(www.populus.db.umu.se). A nyarfa RAPD, SSR és AFLP markereken alapuld genetikai térképe
szintén elkésziilt tovabbi kvantitativ tulajdonsagok térképezésére (Taylor 2002). A nyarfa teljes genom
szekvenalasa is elkésziilt, a P. trichocarpa termés ’Nisqually-/’ klonjan, amelyet a nyugat-
washingtoni Nisqually folyo mellett gytjtottek (http://www.jgi.doe.gov/poplar/). Nem meglepd, hogy
az els6 transzgénikus fa szintén a nyar volt, amelyet 1987-ben allitottak eld, a bevitt tulajdonsag a
glifozat rezisztencia volt (Fillatti et al. 1987).

A vizsgalatainkban alkalmazott gshl sziirkenyar klonokat (INRA 717-1-B4) fitoextrakcios
kapacitas novelésére allitottak el6 (Leple et al. 1992, 2000), és igazoltak fitoextrakcios kapacitasukat
(Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998ab; Gyulai et al. 2005). A legstabilabb transz/gén konstrukciok is
ki vannak téve a gén-csendesités (gene silencing) hatasanak, amely els6sorban a DNS metilaciojan
keresztiil megy végbe a DNS metiltranszferaz enzim (CMT) katalizisével (Linn et al. 1990; Wolfe,
Matzke 1999). A CMT-inhibitor kezelésnek kitett ndvényekben a metilacios szint csokkenése igazolt,
vizsgalatainkban ezért a transz/gén reaktivacioban hatékonynak bizonyult, DNS metiltranszferaz
(CMT) enzim gatlasan keresztiil hat6 DHAC (5,6-dihidro-5'-azacitidin hidroklorid) (Elmayan,
Vaucheret 1996; Finnegan et al. 1998; Castilho et al. 1999; Cao et al 2000) indukciot alkalmaztuk a
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11ggs ¢és olgl gshl-transzgénikus nyarfaklonokban, valamint a nem-transzformans klonban. A
mérésekben reverz transzkripcios kvantitativ PCR-t (QRT-PCR) alkalmaztunk (Livak, Schmittgen
(2001) moédszere szerint.

A transzgén-gshl relativ expresszios szintje a 61gl klonokban 13,5-szor nagyobb volt, mint a 11ggs
klénban (1,0) a DHAC kezelés nélkiil. Ez a kiilonbség a demetilacio hatasara megkétszerez6dott a 6l1gl
klonban (23,7), mig a 11ggs klonban csokkent (0.4). A transzgén kopiaszamanak meghatarozasakor
kideriilt, hogy e 6lgl klon magas expresszos szintje egy 60%-Kal alacsonyabb kopiaszamu transzgén-

beépiilés (1.0 — 6lgl) ellenére érvényesiilt (1.6 - 11ggs) (3.2.2. tablazat).

3.2.2. tablazat. A gshl (E. coli) transzgén relativ kopiaszama a transgénikus sziirkenyar (P. X canescensm)
klonoknban: 11ggs (a) és 6|g| (b), az aktin gén kontrolljaban. (a probak szekvenciajahoz 1d. 2.6. tablazat). Az
RT-qPCR elemzéshez a 27 modszert (Livak, Schmittgen 2001) alkalmaztuk, klononként harom ismétlésben
(Bittsanszky, Gyulai et al. 2007a).

@) gshl actin ACt AACt gshl kopiaszam

klénok Ct SD Ct SD  érték SD érték SD  érték  -/+ tartomany
11ggs/l 22,71 23,02 -0,31

11ggs/l 22,82 23,11 -0,29

11ggs/l 22,59 22,89 -0,3

11ggsi2 22,33 22,88 -0,55

11ggs/2 22,44 22,88 -0,44

11ggs/2 22,11 22,70 -0,59

atlag 2250 0,26 2291 014  -041 0,13 -0,75 013 169 154 185
(b) gshl actin ACt AACt gshl képiaszam

klénok ¢t SD Ct SD érték SD  érték SD  eérték  -/+ tartomany
6lgl/l 23,9 23,76 0,14

6lgl/l 23,68 23,28 0,4

6lgl/l 23,66 23,07 0,59

6lgll2 23,86 23,55 0,31

6lgll2 23,86 23,32 0,54

6lgll2 23,56 23,49 0,07

atlag 23,75 0,14 23,41 0,24 0,34 0,21 0 0,21 1 0,86 1,16

A nyar sajat gshl génjének relativ expresszids szintje is igen nagymértékii emelkedést mutatott a
demetilacios kezelések hatasara (19.7-szeres expresszio novekedés) (3.2.3. tablazat). A 11ggs klonban

a nyar-gshl gén

3.2.3. tablazat. A gshl transzgén és a gshl nyarfagén relativ expresszidja a
DHAC (10 mol, 7 nap) kezelt és kezeletlen transzgénikus sziirkenyar (P. X
tapasztaltuk a 2.0-  canescens) klonokban (11ggs, 6lgl), valamint a nem transzformans (WT)
klonban (Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

preferencia hatasat

szeres rel. expresszid

gshl-transzgén (2744 gshl-nyarfagén (2744
novekedéssel, szemben  klonok nem-  DHAC- névekedés nem- DHAC-  Névekedés
kezelt kezelt X kezelt kezelt X
a gshl-transzgén 14446 10 0.4 0.4 31 2.0 25
reaktivacid  0.4-szeres 6lgl 135 23.7 18 16 13.9 8.7
WT - - - 1.0 19.7 19.7

értekével. A olgl
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kléonban a gshl-transzgén mutatott magasabb demetilacios induktivitast (23,7), mint a sajat nyar-gshl
génje (13,9).

A 6lgl klonok gshl és gshl génexpresszidjanak dsszehasonlitasa alapjan igazolhatd, hogy a gshl-
nyarfa gén szignifikans mértékben volt reaktivalhatobb (2,6-r6l 13,9-re, amely 8,6-szoros ndvekedés),
mint a transzgén, amely magas expresszios szintje csak 1,8-szorosara (23,7) nétt. Génkompeticio, a
gshl-transzgén és a gshl-nyarfagén kompeticojat jelzi, hogy a gshl-nyarfagénnek a nem-transzfomalt
(X) klonban mért DHAC-indukalt génexpresszio-ndvekedését (1,0-rél 19,7-re, 19,7-szeres relativ
expresszio névekedés), sem a 11ggs (0,8-r6l 2,0-re, 2,5-sz6r6s expresszid névekedés), sem a 6lgl klon
(1,6-r6l 13,9-re, 8,7-szeres expresszid novekedés) nem multa feliill. Mindezek mellett, a DHAC-nem-
kezelt gshl-transzformalt 6lgl klon magas transzgén-gshl expresszios szintje (13,5-szor magasabb a
11ggs klonban mért értéknél) igazolja a 61gl klon hatékonyabb fitoremediacios kapacitasat, amelyet in
vitro nehézfém felvételi eredmények is alatamasztanak (Gyulai et al. 2005). A 6lgl klonban mért
nagyobb mértékii gshl aktivitas (szemben a 11ggs klonnal) a transzgén konstrukcio eredménye, amely
tartalmazott egy borsé rbcS (RuBPCase SSU: small subunit of RuBPCase, ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase) eredetii tranzit peptid szekvenciat is, amely elGsegitette a kloroplasztiszokban torténd
GSH akkumulaciot (Bruce 2001; Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998ab). Az eredmény egyben
igazolja a tranzit-peptidek kiemelked6 szerepét a génkonstrukciokban, hasonléan a dohanyban vizsgalt
tranzit peptid konstrukciokhoz (Creissen et al. 1996; Bruce 2001), illetve er6sitik a kloroplasztisz
transzformaciok rendkiviili jelent6ségét (Maliga 1995). Nem zarhato ki a két transzgén szelektiv
metilacidja sem, ahogy ez transzgén piramidalads (egymast kovetd gén transzformaciéo azonos
névénybe) soran tapasztalto volt (Yang et al. 2005).

A DNS metilazok metil (CH3z) csoport szintézisét katalizaljak kiilonésen a cytozin-Cs (EC
2.1.1.73), a cytozin-N, (E.C. 2.1.113), illetve az adenin-Ng (E.C. 2.1.2.72) atomjan (Cheng, Roberts
2001). A metil (CHs3) csoport eredete az -adenosyl methionin-bol szarmazik (AdoMet-fliiggd
metiltranzferazok), amelyek mind a gén, mind a transzgén metilaciojat katalizaljak (Linn et al. 1990;
Kumpatla et al. 1997; Castilho et al. 1999).

A DNS metilacio forr6 pontjai a génpromoterek CpG és a CpNpG szekvenciai a transzkripcionalis
géncsendesitést (down-regulacio, hipermetilacid) eredményezve (transcriptional gene silencing TGS)
(Elmayan,Vaucheret 1996). Ez a folyamat is indukalhat6 DNS metilez6 szerekkel (pl. 3-
aminobenzamid) (Zardo et al. 1999). A vizsgalatainkban alkamazott DHAC ennek a folyamatnak az
ellenkezé hatasat indukalja (gén up-regulacié, DNS hipometilezés, demetilacid), hasonléan a tobbi
(human rakterapiaban is alkalmazott; Fan et al. 2005) M T4z inhibitorokhoz (zebularin; 5-azacitidin (5-
azaC); 5-aza-2’-deoxycytidine), melyek kozziil csak a DHAC hidrolizikus stabilitasa igazolt (tobb
napos kezelésekhez) (Cao et al. 2000; Chen, Pikaard 1997; Cheng, Roberts 2001).

A DHAC demetilacios hatasmechanizmusa egyértelmi, kovalens komplexet képez az MTazokkal,
ezzel deaktivalja az enzimet, akar a citoszolban, akar a DNS-be inkorporaltan van jelen (Goffin,

Eisenhauser 2002; Bird 2002; Issa, Kantarjian 2005). A demetilacio egyéb genetikai hatdsa szamtalan
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esetben igazolodott a vernalizacio helyettesitésétdl a kiilonb6z6 morfogenetikai hatasokig (Finnegan et
al. 1998; Horvath et al. 2003). A hossza idejii (28 nap) DHAC kezelt nyarfamintakban jarulékos
gyokérfejlodést tapasztaltunk, melynek kiértékelése folyamatban van. Petunia tenyészetekben a
DHAC hajtas indukcids hatasa ismert (Prakash et al. 2003). A DHAC-indukalt gsh1 gén reaktivacio
végsO célja egy alternativ lehetség kidolgozasa volt a transzgénikus gshl nyarfaklonok kivaltasara
(Bittsanszky, Gyulai et al. 2007; Gyulai 2007), melynek szabadfoldi alkalmazasa folyamatban van.
Eredményeink igazoljak, hogy a DHAC-indukalt demetilacion keresztiili transz/gén-reaktivacidval
novelhetd a stressz-indukalhaté gének expresszidja. Annak kdszonhetéen, hogy a DNS metilacios
mintazata 6roklodik (,.epigenetikus memoria”) (Bird 2002), a DHAC-kezelt nyarfa uj forrasa lehet a
fitoextrakcios alkalmazasokhoz, és egyben alternativ modszer lehet6ségét ad GMO — kontra nem-
GMO kérdéshez.

3.2.3. Uj mikroszatellita genotipusi feketenyar (Populus nigra) klonok molekularis azonositasa

A nyarfajok (Populus ssp) extrém kisméreti genomja (2n = 4x = 38; 5.5 x 10% bp; 2C = 1.1 pg)
nagyfoku genetikai stabilitassal (3.1.2. fejezet) parosul. A kutatasok célja a feketenyar (Populus nigra)
genetikai variabilitasanak novelése volt haploid (n) indukcidval, portoktenyészetben (Kiss J et al.
2001), két portok-donor klén (N-SL és N-309) alkalmazasaval, Gj mikroszatellita genotipusu
feketenyar (Populus nigra) klonok eléallitasara és molekularis azonositasara.

A feketenyar transzgénikus nemesitése, ellentétben a sziirkenyarral, nem kidolgozott, részben a
feketenyar nehezebb Agrobacterium transzformalhatdésaga miatt, részben pedig, a nyugat-eurdpai
kisebb volumenti termesztése miatt, ami a rossz széltlrésének, illetve a gyengébb papiripari
felhasznalhatosaganak koszonhet6 (1d. Finnorszagban az egyeduralkodoan termesztett, €s husz év alatt
vagasra érett P. tremula tremuloides iiltetvényeket, melyek faja a papiriparban értékesebb, mint a
feny6é) (2007. személyes felmérés). A kontinentalis éghajlaton (Id. Magyarorszag), azonban a
feketenyar fontossdga messze felillmilja a tobbi nyarfaét (ndvekedési erély, fahozam, stb.) (Kevey
1999; Bordacs et al. 2002; Matyas 2006). A kutatasaink célja, ezért, (ij mikroszatellita genotipust
(Dayanandan et al. 1998; Cervera et al. 2001; Kiss J et al. 2001) feketenyar klonok molekularis
azonositasa volt, késébbi fitoremediacids alkalmazasra.

A kodominansan 06roklddé mikroszatellita (SSR) allélpolimorfizmus érzékeny markerrendszer,
amelynek segitségével megbizhatoan azonosithatdé a klonok genetikai azonossaga, és klonalis
variabilitasa (Rahman, Rajora 2001; Cervera et al. 2001). Az alkalmazott ALF (automatic laser
fluorometer) modszer, pedig, az egyik legérzékenyebb fragmentum elemzé eljaras (Roder et al. 1998;
Gyulai et al. 2006). A genom mikroszatellita szakaszaiban az ismétl6dé belsé szekvencia 1-5 nt
hosszusagh mono- (A)n, di- (AT)n, tri- (ATC)n, tetra (AGTC)n és pentamer (AGTCT)n felépitési.
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3.2.4. tablazat. A feketenyar (Populus nigra) gametoklonok mikroszatellita allél diverzitasa 6t SSR lokusz, hlisz
allél, 280 szekvenciaja alapjan (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

Mikroszatellita lokusok

SSR WPMS2 WPMS4 WPMS6 WPMS20 PTR4
Méret (p) 200-244 242-268 168-174 224-257 194
PIC érték 0,600 0,567 0,500 0,680 0.00

ismétlédés (GA)23 (GT)zs (GT)2a (TTCTGG)s (TC)47]
Allél (bp) 200 214 228 240 244 242 248 256 260 262 286 168 174 225 231 238 244 251 257 194

] m
!E
]
26 3 7 37

4 N-SL

5 N-SL

6 N-SL

7 N-SL

10 N-SL
14 N-SL
15 N-SL
16 N-SL
17 N-SL
18 N-SL
19 N-SL
20 N-SL
22 N-SL
23 N-SL
28 N-SL
41 N-SL
42 N-SL
43 N-SL
44 N-SL
45 N-SL
46 N-SL
47 N-SL
49 N-SL
51 N-SL
54 N-SL
55 N-SL
59 N-SL
60 N-SL
C - N-SL
97 N-309
98 N-309
99 N-309
101 N-309
102 N-309
104 N-309
C - N-309
Osszes fragm. 37 2 7 36 1 7 2 2 3 32 4 37 37 3 3 3

© 00 N O O~ W NP
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Ezek az alapszekvenciak 10-80 egymas utani kopiaszammal (tandemszam), megkozelitéen
100 bp végs6 hosszusagban fordulnak elé a genomban, fajspecifikus (Roder et al. 1998) 18-
28 bp hosszusagu 5’ €s 3’ iranybol is lezard hatarolo szekvenciaval.

A centromer és telomer régiok szatellita DNS szekvenciai a genetika legtijabb teriiletén a
fraktal genetikaban kaptak szerepet, mivel szerepiik igazolodott a heterokromatin - ezzel a
kromoszomak - kialakitasaban, valamint a mikroRNS-ekhez hasonl6 mRNS kodold
kapacitasaban (Pellionisz 2006).

A klonalis variabilitais SNP (single nucleotide polymorphism) elemzésére a kontroll NSL-30
klonbol a WPMS-20 l6kuszon kapott frgamentumot agardz gélbdl visszaizoldltuk és két iranybol
megszekvenaltuk. A szekvencia BLAST elemzése a génbanki AJ297293 szekvenciaval mutatott
hasonldsagot (3.2.2. abra), az ismétlédé szekvenciamotivum (ctggtt), azonban szekvenalt mintaban
csak 3-szor ismétlédik, mig az adatbazisban szerepld mintaban 8-szor (3.2.2. abra). A kimutatott
(ctggtt)s delécio, a haploid indukcid soran végbement gametoklonalis variabilitds (Dudits, Heszky
2003, 2005) sikeres fixalasanak az eredménye (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

i M N 5 N i i M i ™

| |
ATZOTZIOZ CTTGTTTATT TG T TATTTAAATACTCTC AT TTGC TG TTGAATGCTAGAAGTGC TG G TCCT GG TATAC TTG TG CTTTTAGC AA TTTGGACAGATATAGGCA
P.n.wvms-20 CTTGTTTATTTGT TATTTAAATAC TCTC AT TTGCTGTTGAATGC TAGAAGTGC TG GTCCTGE TATAC TTG TG CTT TTAGCAATTT GGACAGATATAGGCA

110 120 130 140 150 1e0 170 180 190 200

| | | | | | | | | |

ATZOTZIOZ TAACCTTC AT TAAAGCAT TAATG TCCTCATAAT TTGCC GTTTTAT GGATC TAATTACTGTGC GCACATCTATGAC TATCGAAGCCAGTEACC CAGTATGT
P.n.wvms-20 TAACCTTCATTAAAGCAT TAATG TCCTCATAAT TTGCC GTTTTAT GGATC TAATTACTGT G GCACATCTATGAC TATC GAAGCCAGTGACC CAGTATGT

210 20 230 240 250 280 270 80 290 300

| | | | | | | | | |

ATZ07203 CETECTTC AATGTGATATGT TTCACAAC CAACATC GTC TTGC TC TG CGAAGAA TG G TAAC CC TAGTTCTGGT TCTGG TTCTGGTTCTGGTTC TG TTCTG
P.n.wms-20 CETECTTCAATGTGATATGT TTCACAAC CAACATC GTC TTGCTCTGCGAAGAA TG G TAAC CC TAGTTCTGGT TCTGG TTCTGGTT—————————— —————

310 3zo 330 340 350 360 370 380 390 400

| | | | | | | | | |

ATZ97293 BTTCTGGTTCTRETT TGTAC TAGCCATATTTCTTT TTC CATGC GO CAACAAATTT TGG TAAA TTAAT TGATAACTTGAAAGAAGAGAGATGC CCC GHAGA
P.n.vms—-20 -———————-—-————-— TGETACTAGCCATATTTC TTTTTC CATGC G CAACAAATTTTGG TAAA TTAAT TGATAACTTGARAGAAGAGAGATGC CCC GGAGA

3.2.2. abra. Szekvencia elemzés a feketenyar (Populus nigra) NS-L-30 klonban, a WPMS-20 mikroszatellita
lokuszon (ctggtt),, a génbanki adat (AJ297293) Gsszehasonlitasaval. Az SNP nukleotidokat, az ismétl6dé
szekvenciat (a deléciokkal) kiemelés jelzi (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007b).

A felnevelt haploid feketenyar klonok (1-35) genetikai polimorfizmus elemzését 6t (eldzetesen tesztelt
primersorozatbdl kivalasztott) SSR lokusz allél diverzitasaval jellemeztiik (3.2.4. tablazat). Az 6t SSR
marker koziil harom mutatott polimorfizmust (WPMS-02; WPMS-04; WPMS-20). Osszesen 20 SSR
allél 280 szekvencigjat azonositottuk, egy-egy lokuszon 1-6 allélgyakorisaggal: WPMS-02 (5 allél),
WPMS-04 (6 allél), WPMS-06 (2 allél), WPMS-20 (6 allél) és PTR-04 (1 allél).

Nem vart eredményt mutattak a PIC értékek (3.2.4. tablazat). A leginkabb polimorf 16kusznak a
WPMS-20 bizonyult, mert itt hat nukleotid ismétlédése adja a mikroszatellita régiot holott a
dinukleotid ismétlodésti régiok (mint a tobbi 6t 10kusz) elméletileg sokkal valtozékonyabbak. A

természetes feketenyar populaciok nagyobb variabilitast mutattak eredményeinknél, valoszinileg az
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aktivabb riigymutaci6 kovetkeztében, hasonléan a nagymértékii genetikai polimorfizmus

detektalasahoz a P. cathayana klonjai kozott is (Schoot et al. 2000).

Az ALF Express vizsgalat értékelésével az SSR fragmentek 1éte / hianya alapjan elvégzett klaszter
analizisben (SPSS 11) a két portok-donor nyarklon (N-SL, N-309) és utddai kiilon csoportba
rendezdédtek (3.2.3. abra). A huszonkilenc N-SL szomaklon kozott 5 klontipus kiiloniilt el.
Huszonharom azonos genetikai mintdzatot mutatott a kontroll klonnal, kiilon csoportba keriilt a 17. és
24. valamint a 2. és 14., és egytagi csoportba keriiltek a 10. és 15. klonok (3.2.3. abra). A
szomaklonoknak 0sszesen 26%-a mutatott genetikai valtozast. A hat N-309 szomaklon kdzott hdrom
Klontipus kiiloniilt el, 6t klon egy csoportba kertilt a kontrollal és egytaghi csoportot alkotnak a 35. és
36. klonok; a valtozas 33%-os. A huszonhdrom N-SL kloénnak a kontrollal egyezd genotipusa igazolta
a feketenyar nagyfoku genetikai stabilitasat, melyet a létrehozott SSR-klontipusok eldallitdsaval
sikeriilt feltorni és j nemesitési alapanyagot szolgaltatni a nyarfanemesités, illetve a fitoremedidcio

szamara (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007).

Rel. G. T. (o] 5 10 15 20 25
e —————— f———— e ——— F————— F————— +
Klénok N*°
N-309 34
N-309 37
N-309 31
N-309 32
N-309 33
N-309 35 E—
N-309 36
N-SL 17
N-SL 24 J
N-SL 2
N-SL 14 J
N-SL 29 —
N-SL 30 —
N-SL 1 —]
N-SL 27 —
N-SL 28 —
N-SL 25 —
N-SL 26 —
N-SL 22 —]
N-SL 23 —
N-SL 20 —]
N-SL 21 —
N-SL 16 —]
N-SL 19 —
N-SL 12 —
N-SL 13 —
N-SL 9 —
N-SL 11 —]
N-SL 7 —
N-SL 8 —]
N-SL 5 —
N-SL (3 —]
N-SL 3
N-SL 4
N-SL 18
N-SL 10
N-SL 15

3.2.3. 4bra: A feketenyar (Populus nigra) gametoklonok (1-37) molekularis dendrogramja
(Rel. G.T. — relativ genetikai tavolsag) (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007b).
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3.3. Kultirnovények archeogenetikai stabilitiasa

Molekularis genomelemzés ¢és genotipusazonositis: A fenotipus, illetve genotipus
azonositasanak célja a faj, illetve a faj alatti rendszertani kategoridk egyedeinek (alfaj -
subspecies, ssp; fajta, valtozat - varietas, var.; termesztett valtozat - cultur varietas, cv.;
mutans - Mn; regenerans - Rn; transzfromans -Tn) jellemezése ¢s molekularis azonositasa.

A moroflogiai (fenotipusos) bélyegek (markerek) két nagy csoportjdt a taxonomiai-
morfoldgiai (Linné 1753), illetve a novénynemesitdi, novényfajta-oltalmi, DUS-vizsgalati
(Distinctness - megkiilonboztethetéség; Uniformity - kiegyenlitettség; Stability genetikali
stabilitas) bélyegek alkotjak, beleértve a CPVO (Community Plant Variety Office), UPOV
(International Union for the Protection of New Varieties of Plants) ¢és CPVR (Community
Plant Variety Rights) iranyelveket (Sharma et al. 1999; Nagy, Gyulai, Marton 2000;
Purnhauser, Gyulai et al. 2000ab; Tar et al. 2002).

A genotipus azonositashoz harom nagy markercsoport all rendelkezésre, a biokémiai
(izoenzim-markerek) (Markert, Moller 1959; Ganapathy, Scandalios1973), a restrikcios
endonukledzok (1978. évi Nobel dij: W Arber, D Nathans, HO Smith) (Arber, Dussoix 1962;
Messelson, Yuan 1968) alkalmazasan alapuld genetikai RFLP (restriction fragment length
polymorphisms) (Botstein et al. 1980) és RFLP-PCR (Deng 1988; Haliassos 1989), valamint a
PCR-alapt genetikai markerek (3.3.1. 4bra).

Az 1993-ban kémiai Nobel dijjal elismert (KB Mullis) PCR-modszer (Polimerase Chain
Reaction, a DNS-polimeraz enzim lancreakcidja) (Saiki et al. 1985, 1988; Mullis et al. 1986;
Mullis, Faloona 1987) taldn az els6 igazan "genetikai" felfedezés, amely el0szor 1épte at a
biokémia megismerési hatarait. Az elsé kozleményekben még az Escherichia coli
baktérimbol konvencionalis uton izolalt DNS polimeraz-1 enzimet (Klenow fragment)
alkalmaztak, 37 °C-on, minden PCR ciklushoz torténé kiilon adagolassal. A modszer
automatizalasat a Thermus aquaticus, a geizirek forrd vizébdl izolalt, hdérezisztens
baktériumfaj DNS polimerazanak (Tag-polimeraz, a baktérium faj latin nevének
kezddbetiiibol képezve) az alkalmazasa (Lawyer et al. 1989) tette lehetdvé (Saiki et al. 1988).

Tovabbi 1j, héstabil baktériumfaj DNS polimeraz enzimét alkalmaztak sikeresen (Thermus
flavis, Thermus termophilus, Thermococcus litoralis, Thermotaga maritima, és kiilondsen a
Pyrococcus furiosus), valamint szamos 1j technikai ujitassal konnyitették a PCR reakciot (a
PCR késziilék fedelének fiitésével sziikségtelenné valt az olajfedés, valamint a hdelemek

fejlesztésével a termosztalasi ciklus sebessége valt gyorsithatova, stb.) (Saiki et al. 1988).
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Ismétlodé DNS szakaszok a genomban: A PCR modszerrel a genom tetszéleges DNS
szakasza szaporithatd fel, megfelelden megvalasztott primerekkel és reakcio-koriilményekkel.
Modszertanilag az elsé csoportba a kodold gének elemzésére végzett eljarasok tartoznak,
amelyekben ismert, cDNS, illetve genomikus DNS-szekvencia alapjan szintetizalt,
helyspecifikus oligonukleotid primerekkel késziil a PCR-reakcid. Ezen beliil két alaptechnika
valt ismertté: SCAR (sequence characterized amplified region PCR) (Paran, Michelmore
1993) ¢és az STS (sequence tagged site-PCR) modszer (Olson et al. 1989). A masik nagy
csoportba a random-, illetve a DNS szatellitek szekvenciajara tervezett PCR reakciok
tartoznak, amelyekkel a genomra jellemzé DNS-mintadzat (fingerprint) nyerhet6 (Garcia-Mas
et al. 2004).

A random szekvenciaju primereket alkalmaz6 harom PCR-alapu technika kozel egy iddben
alakult ki: a 4-6 bp oligonukleotid primert alkalmaz6 DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) (Caetano-A. et al. 1991), a 10 bp hosszG RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) (Williams et al. 1990), valamint a 18-24 bp hosszt primereket alkalmazo
AP-PCR (Arbitrarily Primed-PCR) (Welsh, McCleiland 1990, Owen, Uyeda 1991) (in Gyulai
etal. 1997; Torjék et al. 2001). A lehetséges primerek kombinatorikusan nagy szamat mutatja
a RAPD eljaras, amelyben a tiz bp hosszasaga primer, a négy DNS bazis tetszbleges
kombinaciojaval eldallitott, 10* féle kombinacids készlet (ezt a szamot csokkenti az optimalis
max. 60 %-os GC tartalomra torténd kivalogatas, illetve a primer-dimer képzddés elkeriilése)
(3.3.1. &bra).

A nem-random, szekvencia-specifikus PCR technikak koziil a mikroszatellita régiok
polimorfizmusat kimutaté mikroszatellita SSR-PCR (Simple Sequence Repeat PCR (Zhao,
Kochert 1993; Gupta et al. 1994), az inter-mikroszatellita ISSR-PCR (Inter Simple Sequence
Repeat PCR) (Zietkiewicz et al. 1994), valamint az ezzel rokon, hazai fejlesztésii R-PCR
(Restricted-PCR) (Puskas et al. 1994; Puskas, Bottka 1995) eljarasok valtak széles korben
alkalmazhatéva. A fragmentum és szekvencia elemzését egy tovabbi technikai yjitas a cy5-
jelzett primert alkalmazdé ALF (Automated Laser Fluorometry) modszer jelentette (Roder et
al. 1998; Huang et al. 2002) (in Szabo, Gyulai et al. 2005ab).

Az SSR-PCR eljarasban a primer minden esetben a genom szekvencidjara, illetve a
hatarolé6 DNS régidk konzervativ szekvencidira komplementer oligokat alkalmaz (Glazko et
al. 1999). Az ISSR illetve R-PCR eljarasban a primer 3' végét (R-PCR) zarjak le vagy az 5,
vagy 3' végen, 2-4 bp hossza ’horgony’ szintézisével (ISSR-PCR), ami altal a primer képes
két SSR szekvencia kozotti DNS szakasz felismerésére és amplifikalasara (Zietkiewicz et al.

1994) (in Lagler, Gyulai et al. 2005). A random ¢és nem-random technikak k6zotti atmenetnek
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tekinthetdk a az ISJ-PCR (Intron Splice Junction PCR (Weining, Langridge 1991), és az
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et al. 1995) modszerek.

PCR
(1985/7)
|
[ T T I I ]
Alu-PCR RT-PCR A-PCR SPAR InSitu-PCR STS
(1990) (1987) (1988) (1991) (1989)
| I
[ I ]
IRS-PCR AP-PCR RAPD DAF SCAR
(1991) (1990/1) (1990) (1991) (1993)
| |
I ]
VNDR, VNTR SSR AFLP
(1994) (1995)
OF, MF, MPF, IMA, IRA I'S SR, AMP-PCR RFLP
(1994) (1980)
R-PCR
(1994)

3.3.1. abra. A legfontosabb PCR technikéak eredete és kapcsolata. Roviditések: A-PCR, Anchored-PCR (Loh et al.
1989); AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism (Vos et al. 1995); Alu-PCR, Alu elem PCR (Ledbetter et
al. 1990); AMP-PCR, Anchored Microsatellite Primed PCR (Id. ISSR); AP-PCR, Arbitrarily Primed-PCR (Welsh,
McCleiland 1990; Owen, Uyeda 1991); DAF, DNA Amplification Fingerprinting (Caetano-A. et al. 1991); IMA,
Inter Microsatellite Amplification (Id ISSR); InSitu-PCR, (Ray et al. 1991); IRA, Inter Repeat Amplification PCR
(Id. ISSR); IRS-PCR, Interspersed Repetitive Sequences PCR (Nelson 1989); ISSR, Inter Simple Sequence Repeats
(Zietkiewicz et al. 1994); MF, Microsatellite Fingerprinting (Id. SSR); MPF, Microsatellite Primed Fingerprinting
(Id. SSR); OF, Oligonucleotide Fingerprinting (Id. RAPD); PCR, Polymerase Chain Reaction (Saiki et al 1985;
Mullis, Faloona 1987); RAPD, Randomly Amplified Polymorphic DNA (Williams et al. 1990); RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphysm (Botstein et al. 1980); R-PCR, Restrictive PCR (Puskas et al. 1994; Puskas,
Bottka 1995); RT-PCR, Reverse Transcription PCR (Veres et al. 1987; Todd et al. 1987); SCAR, Sequence
Characterized Amplified Region (Paran, Michelmore 1993); SPAR, Single Primer Amplification Reaction (Id. AP-
PCR, DAF, RAPD); SSR, Simple Sequence Repeats, illetve Single Primer Amplification Reaction PCR (Gupta et
al. 1994); STS, Sequence Tagged Site (Olsen et al. 1989); VNDR, Variable Number of Dinucleotide Repeats (Id.
VNTR); VNTR, Variable Number of Tandem Repeats (Nakamura et al. 1987), syn. HVR: Highly Variable
Sequences of DNA (Jeffreys 1987) (Gyulai et al. 1997a).

Az (Internal Transcribed Spacer) modszer (ITS1-5.8S-ITS2) a sejtmagban kodolt,
riboszémalis, evoluciésan rendkiviil konzervativ rDNS szekvencidk elemzésére ad
lehetdséget, amely a mitokondridlis (mtDNS) elemzések mellett a legfontosabb marker
rendszere (3.3.2. abra) az evolucid genetikanak (Hsiao et al. 1995; Garcia-Mas et al. 2004).
Az rDNS ITS-szakaszainak citologiai elnevezése a NOR (Nucleolus Organizer Regions),
ugyanis ezek a szekvenciak alkotjak a genom citologiai felbontasaban a sejtmagvacskat
(nucleolus). Nem minden kromoszoman van rDNS szakasz, pl. a humén genomban csak 6t
kromoszéma (a 13, 14, 15, 21 és a 22) hordoz NOR régiot (Hillis, Dixon 1991).

A genomelemzés kimutatasi hatara finomithat6 az elvalasztasi modszer megvalasztasaval:
agardz, poliakrilamid, denaturdlé poliakrilamid, gradiens poliakrilamid gélelektroforézissel,

illetve a specifikus ,,ready-gélek” (ALF-, illetve ABI poliakrilamid alapt gélei), valamint a
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legjabb emulziés PCR alkalmazéasaval. A kimutatéasi érzékenység utolsé lehetdsége a festési
eljards megvalasztasa a klasszikus etidiumbromid (EtBr), eziistfestés, illetve az 0jabb
fejlesztésti DNS-be interkalalodd festékek alkalmazéasaval, amelyek az EtBr kimutatasi
hataranal 10-1000-szer kisebb DNS mennyiséget is kimutatnak (SybrGreen, EvaGreen, stb)

(Bassam et al. 1991), kiilonosen a detektalas hatékonysaganak ndvelésével (Id. gél

szkennerek).
(@
atirada rDNS atirada rDNS
23 .25-26-28S8 23-25-26-28S
o) T T
| ; 10 Kb ! |
nDNS NTS {ETS TS ITS i\ ETS NTS
baktériumok | 188 4StRNS 238 i 58
—  —— =
novények 18S 58S 255 55
e e | [ |
nDNS
allatok 185 (16-18) 5.8S 28S (23-25)
S e 2 e [ |
cpDNS
IR-ben, 2x 16S 458 23S 58
mtDIN S
novények 18S 26S 5S
e I —
mtDNS
allatok 16S 26S
e L e

3.3.2. ébra. A riboszomak fehérjéit kddold sejtmagi (nDNS) géncsoportok (rDNS) szervezédése. A rDNS gének
(pre-rDNS) felépitése a genomban, és transzlacidja altalaban (a) (Lodish et al. 2004), és az evolucio kiilonb6z6
szintjein (b). A 18S, 5.8S és 28S (a novényekben 25S) egy géncsoportban irodik at a nem-kodold szpészerekkel
egyiitt (~ 10 kbp hossza; 1.300 — 4.000 kopia/sejt); a novények sejtmagi 5SS rDNA-e mas lokuszon talalhato.
Roviditések: ETS (kiils6 atir6dé nem-kodolo szekvencia - external transcribed spacer); ITS (bels6 atirod6 nem-
kodold szekvencia - internal transcribed spacer); NTS (nem atirddo szpészer szekvencia — non transcribed
spacer, mtDNS, mitokondrium DNS; cpDNS, kloroplasztisz DNS) (eredeti).

Az eukariota ndvényi és allati genom sajatsaga, hogy a kodoldo DNS szakaszok melletti nagy
mennyiségl (akar a total genom 50-60 %-aig), funkcio nélkiili (?), ismétlddo (repetitiv) DNS
szakaszok eléfordulasa (Jeffreys et al. 1985, 1988, 1990; Nakamura et al. 1987; Téth et al.
2000; Barta et al. 2002). Ot nagy ismétlddd-DNS csoport elismert: a DNS szatellitek (mini-,
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midi-, és mikro-szatellitek), altalanos ismétlodések, ‘interspersed ripitek' (rovid-, és hossza-),
retropozonok, pseudogének, és a transpozonok (Jeffreys et al. 1987).

A szatellita név a kromoszdma-genetikabol szarmazik, ahol a masodlagos befiizédésekkel
elhatarolt, heterokromatikus kromoszoma régiokat nevezték igy mar a szazadelon (Navashin
1912). Késébb, a DNS CsCl-gradiens ultracentrifugdlasaval nyert, a sejtmagi DNS-t6l
elkiiloniilt, vékonyabb savot alkotdé DNS is a szatellita nevet kapta (Sueoka 1961). Ezek a
szatellita DNS-ek megszekvenalva oligonukleotidok tandem ismétlédését mutattak (Jeffreys
et al. 1985). Jellemz6jiik, hogy a kromoszoéman a heterokromatikus régioban lokalizaltak,
gént nem kodolnak, nem irodnak at (?). Néhany fajban rejtett szatellitek (cryptic satellites) is
el6fordulhatnak, amelyek a CsCl gradiensen a f6 DNS savval egyiitt futnak, vele azonos
stiriséget mutatnak (Nakamura et al. 1987).

A szatellita DNS szakaszok belsé szekvencia-ismétlddésiik alapjan kaptak az ’egyszerii’
simple sequence DNS (Walker 1971), illetve, a mara elterjedt SSR (Simple Sequence Repeat)
(Jeffreys et al. 1985) elnevezést. Belso, ismétlodé szekvencia hosszusaguk alapjan az egyik
csoportjuk a SSR-miniszatellitek, melyekben az alapszekvencia 10-15 bp hosszi, 3-4 szeres
(miniszatellitek), és a 10-100-szoros ismétlodésti midiszatellitek egymas utan kovetkezo
(tandem) ismétlédéssel (Jeffreys et al. 1985). Szinonim elnevezésiik: HVR - hiper variable
region (Jeffreys 1987), ahol a hipervariabilitas az egyes SSR szakaszok hosszara utal (!),
szatellitek masik csoportja a SSR-mikroszatellitek, melyekben az alapszekvencia csak 1-5 bp
(mono — pentanukleotid) hosszasagu, 10-80 koépiaszammal (tandemszam), 100 bp végso
hosszusaggal (szinonim elnevezésiik: SSR, STR (hort tandem repeats), VNTR (variable
number of tandem repeats), WNDR (variable number of dinucleotide repeats) (Nakamura et
al. 1987; Edwards et al. 1991).

Az mikroszatellitek belsé szekvencidjuk alapjan tovabb tagolhatok a tokéletes (perfect)
SSR, pl. [ATG]y; a megszakitott (imperfect) SSR, pl. [AT]1.0CACA[AT]; valamint az
Osszetett (compound) SSR-ra, pl. [AT]10[CA]s (Walker 1971).

A mikroszatellitek gyakorisaga eltér a novényekben és az allatokban. Korabbi adatok
atlagosan 1 SSR / 10 kb DNS gyakorisaggal szamoltak (Tautz, Renz 1989; Tautz 1989; Tautz
et al. 1996). A névényi genomban 6tszor kevesebb SSR talalhat6, mint az allatokban, pl. egy
kozel 20 bp hossza SSR, amely az emberi genomban 6 kbp-ként fordul el6, a Brassica
fajokban csak 19 kbp-ként talalhaté (Lagercrantz et al. 1993). A ndvényi genom
legelterjedtebb dinukleotid SSR szekvencidja az AA/TT motivum, ennél kevesebbszer fordul
elo az AT/TA és CT/GA motivum. Ez a hiarom dinukleotid SSR (atlag 1-6-szoros
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ismétlédéssel) teszi ki az 0sszes novényi SSR-szakaszok kozel 75 %-at (Lagercrantz et al.
1993). Az allati genom legelterjedtebb SSR szekvencidja a GT/CA motivum, 10 - 60
tandemszammal, 50.000-100.000 kopia szamban (Weber 1990, Weber et al. 1989; Hamada
et. al 1982). A trinukleotidok koziil a rizsre a [GGC]n SSR el6fordulésa a jellemzé ny3 tandem
szdmmal (Wyman, White 1980; Zhao, Kochert 1993).

A trinukleotid mikroszatellitdk genetikai jelentdsége kiemelkedik a human orvoslasban.
Igazolodott, hogy szdmos, igen sulyos és Ordkletes (a mikroszatellita mintazat —mégiscsak-
oroklodik?!) betegségben a defektiv gének regulator régidinak mikroszatellita ismétlodési
szdma Osszefiiggésben 4all a betegség tiineteinek sulyossagaval, mint pl. a torékeny
kromoszoémajiasag (Fragile-X syndrome) CCGe-rititje, a nyirokmirigy-daganat (Huntington'’s
disease) CAG-ripitje, a skizofrénia (Schizophrenia) CAG-ismétlédése, az izomsorvadas
(Myotonic Dystrophy) CTG-ripitje (Litt, Luty 1989; Stallings 1990).

A genom SSR szakaszainak eredete, és eltéré hossza, amely a PCR polimorfizmust
eredményezi (Weber, May 1989), feltehetéen a DNS replikacio, illetve reparacid (repair)
soran fellépd csuszasi mutacio (slippage mutation) eredménye (Schlotterer, Tautz 1992). Ez a
mechanizmus eltér a miniszatellitek variabilitdsanak feltételezhetd okatol, amelynek
eredményeként a valtakozo purin/pirimidin bazisok, mint pl. a [GT]n és a [GC]n, a DNS Z-
alakt térszerkezetének kialakitasat eredményezi (Z-DNS), tovabba a génregulacidban ¢€s a

Az SSR-fingerprint képen a DNS-savok elhelyezkedése aranyos az SSR szakasz hosszaval
(hanyszor ismétlodik benne az alap szekvencia). Természetszeriileg egy hosszabb SSR-rél
hosszabb PCR masolat késziil, ez pedig az elvalasztdé gélen egy nagyobb molekulatomegii
savot eredményez. A kapott sdvok szama egyértelmlien a genomban levd, az alkalmazott
primerrel komplementer SSR szakaszok szamanak fliggvénye (Zhao, Kochert 1993). Az
egyes savok intenzitasa (az egyes savokban fut6 DNS mennyisége) pedig az azonos
hosszusagu és azonos alapszekvencidju SSR szakaszok szamanak, illetve az ezekrél PCR-
ezett DNS mennyiségének az eredménye. (Elméletileg a komigracio, a kiilonb6z6 bazis
Osszetételll, de az agardz gélben egyiitt haladd DNS szakaszok egyiitthaladasanak lehetdsége
nem kizart, amit szekvenalassal sziikséges igazolni). Mindezek mellett alapvetd feltétel,
amely a PCR-moddszer adottsaga, hogy a primerk6td helyekroél (a genom SSR szakaszai) csak
akkor készithetd PCR reakcié ha ezek min/max tavolsaga 50-2.000 bp (Tumpenny, Ellard
2005; Queller et al. 1993; Goldstein et al. 1995; Blouin et al. 1996; Griffiths et al. 1996;
Jarne, Lagoda 1996; Dakin, Avise 2004).
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Az SSR-PCR modszerre szamos, ma mar ritkan hasznalt elnevezése, alakult ki: AFLP
(amplification fragment length polymorphism), ez az elnevezés az RFLP mintajara sziiletett
(Caetano-A. et al. 1991), de megtéveszté az AFLP (Vos et al. 1995) miatt; ALP (amplicon
lenght polymorphism) (Mullis et al. 1986); MAAP (multiple arbitrary amplification profile)
(Caetano-A. et al. 1991); MF (microsatellite fingerprinting); OF (oligonucleotide
fingerprinting) (Tautz, Renz 1984, Weising et al. 1991); SSLP (simple sequence length
polymorphism) (Tauz 1989), STMS (sequence tagged microsatellite site) (Arens et al. 1995),
illetve MVR (micro (mini-, midi) satellite variant region) elemzések (Jeffrey et al. 1990).

A mikroszatellita szakaszok kozotti DNS szekvenciak elemezésének masik fontos
modszerre az ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat PCR) (Zietkiewicz et al. 1994; Gupta
et al. 1995), hasonldan a magyar fejlesztésii R-PCR (Puskas et al. 1994; Puskas, Bottka 1995)
modszerhez. Itt is szamos szinonim elnevezés alakult ki: AMP-PCR (anchored microsatellite
primed PCR), IMA-PCR (intermicrosatellite amplification PCR), MP-PCR (microsatellite
primed PCR), IRA (interrepeat amplification PCR), IRS-PCR (interspersed repetitive
sequence PCR) (Zietkiewicz et al. 1994; Gupta et al. 1995).

RFLP-PCR / CAPs elemzés: A CAP-elemzés (cleaved amplified polymorphic DNA) (Deng
1988; Haliassos 1989) illetve mas elnevezés szerint RFLP-PCR (Dane 2002; Heinze 2002)
modszerrel a PCR (Saiki et al 1985,1988; Mullis, Faloona 1987) reakcioban felszaporitott
DNS fragmentumokat hasitjuk restrikciés enzimekkel, annak eldontésére, hogy a jol
térképezhetd (1d. a korabbi restrikcidos térképezési munkakat) restrikcids hasitohelyek
szekvenciaiban bekovetkezett valtozasokat detektalhassuk (Sambrook et al. 1989), illetve az
SNP-elemzést végezziink (Xiao et al. 2006). A mddszer technikailag nagy attorés volt az igen
munkaigényes radioaktiv probat alkalmazé RFLP (Botstein et al. 1980) eljarashoz képest és
amely moddszert ma mar gyakorlatilag teljesen helyettesiti (Deng 1988). Az evolucidésan
konzervalt, és kis genom méretii organellum DNS (cp, mt) elemzésére (Medgyesy et al. 1985;
Svab et al. 1990; Maliga 1995; Heinze 2002) ma is ez az egyik legérzékenyebb modszer
(Dane et al. 2004).

3.3.1. A koles (Panicum miliaceum) genomstabilitasa a kozépkor ota

A koles az arpa mellett a legdsibb kultirnovényiink. A foldmiiveld sztyeppei népek (keltak,

hunok, avarok, magyarok) illetve a Termékeny Félhold népeinek legfontosabb gabonija a
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koles volt (i.e 2000) az évenkénti kétszeri aratds lehetésége miatt (60 napos tenyészideji
fajtak is eléfordultak) (Harlan 1971).

A koles szavunk finnugor eredetli (és nem torok, mint az arpa, btza stb.), ami szintén utal
3.000 évvel ezel6tti eredetére. Szamos mas régészeti lelet is arra utal, hogy a sztyeppei népek
legfontosabb gabonaja a koles volt, alapvetd ételitk pedig annak kasaja (fott dara) és lepénye
(stilt dara) volt. A honfoglalds idészakdban még a magasabb tarsadalmi réteghez tartozok
asztalan is a koleskasa volt a legfontosabb étel. Feltart sirokban a magleleteken kiviil
kasamaradvanyok is eldkeriiltek. Fogyasztasanak reneszanszat beltartalmi értékeinek
koszonheti (lisztérzékenyek is fogyaszthatjak) (Lagler, Gyulai et al. 2005).

Géncentruma (6shazaja) Kina (Vavilov 1951), a kinai birodalomban maga a mindenkori
uralkodo6 vetette el, hagyomanyos szertartas keretei kozott, a Karpat-medencébe az jkdkor
kezdetén kertilt be. Az i.e. 1.000 — 500-bol maradt fenn a kinai Koltészet Konyve (The Book
of Poetry; Shih Ching), amely kilenc éneket k6zol a kolesrél (Keng 1974). Szantofoldi
novényeink koziil a legrovidebb tenyészideji (alig harom hoénap), minimalis mivelést
igényel, hozamban, azonban elmarad a tobbi gabonafélétdl.

A koles a Panicum nemzetség legjelentdsebb tagja, tetraploid (Panicum miliaceum, 2n =
4x = 36), rokon fajai a gyomkoéles (P. ruderale), a hajszalagh kolessel (P. capillare) és az
apr6 koles (P. miliare). Igen jol tliri a szarazsagot és a meleget, ezért féleg a kontinentalis
éghajlat teriileteken termesztik kasanovényként, illetve abraktakarmanyként. Az USA-ban
madareleségnek és baromfi takarmanynak termesztik. A P. ramosum-ot az USA délkeleti
allamaiban z6ld- és szalastakarmanynak termesztik. A *négerkoles’ (Pennisetum spicatum), az
ujjas- vagy korakankoles (Eleusine coracana), illetve aszalyfii (E. indica), a japankoles
(Echinochloa crus-galli convar. frumentacea) mar mas nemzetségek fajai. A kalasz
morfologiaja alapjan a koles harom csoportba kiiloniil (Banyai 1971; Mansfeld 2001): (1) a
terpedt bugdju kolesek (P. m. cv. effusum (Alef.) Mansf.; (2) az oldalra hajlo, zaszlos bugéju
kolesek (P. m. cv. contractum (Alef.) Mansf.; valamint a (3) tomott bugaji kélesek (P. m. cv.
contractum (Alef.) Mansf. A toklasz szine szerint: a fehér, sarga, piros, barna és sziirke,
fekete és savos ‘magvu’ fajtak ismertek (Schermann 1966).

Régészeti leletek: A leghiresebb leletek kinabol keriiltek el6 az i.e. 5000 — 3200 szarmazo
korokbél (Ho 1977). A legrégebbi (DK-Azsiai) Hoabinh kulturabol (i.e.10.000-6000) nem
keriiltek el6 (Gorman 1969; Walters 1989). Sumer és Eszak-Indiai kultGrikban az arpa
(Hordeum vulgare) mellett a legfontosabb gabona (i.e. 2500). Jelentds magleletei keriiltek eld
Kelet- és Kozép-Europabol: Soroki (Ukrajna) (Tripolje-kultura) (Janushevich 1978),
Blahutovice (Csehorszag) (Tempir 1979) és Eizenberg (Tiiringia) (i.e. 5. évezred) (Rothmaler,
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Natho 1957), Gomolava (Jugoszlavia) (i.e. 4. évezred) (Zeist 1975), E-Italia (i.e. 3. évezred)
(Villaret-von Rochow 1958). Ko6zép-Azsiabol bronzkori leletei ismertek, a 3. évezredtdl
(Lisitsina, Prisepenko 1977). Ujabban az afganisztani Shortunghai leléhelyen (i.e. 3. évezred
vége/2. évezred eleje) is megtalaltak (Willcox 1991).

Tobb kérdéses koles lelet keriilt eld: Tepe Yahya (Iran) (i.e. 5. évezred) (Costantini,
Costantini-Biasini 1985), Gruzia (neolitikum: i.e. 5-4. évezred) (Lisitsina 1984) és Eszak-
Kina teriiletérdl (neolitikum) Yang-Shao kultura (i.e. 4. évezred) (Ho 1977). A koles volt a
romaiak kedvelt *milium’-a. Eszak-Amerikaba a 17. szazad folyaman keriilhetett at, azota
szamos ) nemesitési fajtaval (Colosi, Schaal 1997; Gyulai et al. 2006). A régészeti genetika,
illetve botanika specialis teriilete a piramisokbol elOkeriilt maglelet, melynek szama,
Osszehasonlitva pl. a goérogdinnyével, sdrgadinnyével, illetve arpaval, joval kisebb a koles
esetében (Barakat 1990; Close et al 1992; Murray 1993; Unger 1862; Vartavan 1990;
Vartavan 1993; Wasylikowa et al 1995), amely egyben utal az egyiptomi civilizacié kisebb
mértékll koles fogyasztasara is.

A koles hazai nemesitésében, az elsé sikeres nemesité Magyarorszagon Horn Miklos volt,
aki 1923-ban Lovaszpatonan kezdte el nemesit6 munkajat. Fajtdja a Lovaszpatonai
pirosmagvu koles még ma is mindsitett fajta. Fertddon Beke Ferenc és Till Karolyné
kolesfajtai ismertek, fajtajuk a Fertddi 2-es széarazsagtiir6 mind fdvetésben, mind
masodvetésben boven terem. 1991-ben mindsitették gyongyszem nevii fajtat. A biserka és
rumenka fajtak honositasara 1997-ben keriilt sor. A kolesnemesitésben a legfébb cél a
szarazsagtlirés, a pergésmentesség, jo alloképesség, rovid tenyészidd, a betegségellenalldsag,

az egyenletes érés, a megfeleld mag- pelyva aranyra torténd nemesités.

AFLP fragmentumok a kozépkori koles (Panicum miliaceum) mag maradvanyok DNS
mintaiban: A 15. szdzadi budavari asatasok soran 195 ndvény, tobb mint 3 millié6 maglelete
kertilt elé (3.3.1. tablazat; 3.3.3. abra) (Gyulai et al. 2006), nemzetkozileg is jelentds
leletanyagot biztositva a régészeti genetikai kutatasokhoz. A nagyszdmu archeobotanikai
feldolgozas ellenére a kdles régészeti genetikai kutatasa nemzetkdzileg is csak napjainkban
kezd6dott a 4. szazadi (mongoliai leletek) (Gyulai et al. 2006), és a 15. szazadi (Budavari
leletek) magleletek (Lagler, Gyulai et al. 2005, 2007) DNS elemzésével. Vizsgalataink soran
ALF, SSR, ISSR, CAPs elemzést végeztiink.
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Az AFLP (amplifikalt fragmentum hossz polimorfizmus; amplified fragment length
polymorphism) vizsgalatokban a moddszer fluoreszcens valtozatat alkalmaztuk (fAFLP -
DNA
fragment length polymorphism)
(1995)
modositasokkal (Cresswell et al.
2001; Skot et al. 2002; Gyulai et
al. 2005). A kettds emésztéshez
EcoRI-Msel

fluorescent  amplified

Viris vinitera

Vos et al alapjan,

restrikcios

endonukledzokat alkalmaztunk

(1d. 2.2. tablazat, Anyag ¢és

Modszer fejezet).

Cucunis satvus

A 24

crer

3.3.3. abra. Kozépkori régészeti magleletek (15. sz., Budai Var)
kiiszapolas utan, a jellemz6 fajokkal (Gyulai et al. 2006).

szelektiv ~ primer
éles és reprodukalhatd AFLP mintazatot (3.3.3. abra), melynek értékei alkalmasak voltak a
DNS degradacio mértékének becslésére: a 4. szazadi

mintaban csak két fragmentum (98.8% degradacio), a 15. szazadi mintdban 158 AFLP
fargmentum (40%-os degradacio), szemben a mai mintaban talalt 264 (100%) AFLP

fragmentummal (3.3.2. tablazat).
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volt BLAST vizsgalattal

elemezhetd.

MseAGT-EcoCAC szelektiv primer parral (Gyulai et al. 2006). (Mt
markerek 1-10, a fragmentumok hossza nt-ben adott).
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3.3.1. tablazat. A budavari &satasok (15.sz) hatalmas ndvényi magleletének fajlistaja és leletszama, a vizsgalt

harom faj kiemelésével (* szeniilt leletek) (Gyulai et al. 2006).
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67.

latin név

Adonis aestivalis
Aethusa cynapium
Agrostemma githago
Ajuga chamaepitys
Amaranthus lividus
Anethum graveolens
Anthemis tinctora
Apium graveolens
Arctium minus
Arctium tomentosum
Avena sativa
Ballota nigra
Brassica campestris
Brassica oleracea
Bromus secalinus
Bryonia alba
Bupleurum rotundifolium
Calamintha acinos
Camelina sp.
Campanula sp.
Cannabis sativa
Carduus acanthoides
Carex elata
Carex flava
Carex hirta
Carex pallescens
Carex silvatica
Carex tricarpellat
Carex vulpina/muricata
Castanea sativa
Caucalis platycarpos
Centaurea cyanus
Centaurea jacea
Centaurea scabiosa

Cerealia

Cerealia

Cerinthe minor
Chenopodium album
Chenopodium ficifolium
Chenopodium hybridum
Chrysanth. eucanthemum
Chrysanthemum segetum
Cichorium intybus
Circaea lutetiana
Citrullus lanatus
Conringia orientalis
Convolvulus arvensis
Coriandrum sativum
Cornus mas
Corylus avellana
Cucumis melo
Cucumis sativus
Cuscuta europaea
Cydonia oblonga
Cyperus fuscus
Cyperus longus
Daucus carota
Dianthus sp.
Diplotaxis muralis
Echinochloa crus-galli
Eleocharis palustris
Euphorbia cyparissias
Euphorbia exigua
Euphorbia platyphyllos
Fallopia convolvulus
Ficus carica
Fragaria vesca
Galeopsis ladanum
Galium aparine

lelet

5,516
335

1,243
1,622

12

51*
21

34

g
1,120
97

1,618

30,457

708

46

54,415

51
1,936
541
28,117
11,783

351

[ e i
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1
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3,275
278,459
1,056,154
1
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69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
8.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
108.
106.
107.
108.
109.

110.
111.
112.
113.
114,
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124,
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.

latin név

Galium mollugo
Galium spurium
Glaucium corniculatum
Glechoma hederacum
Heliotropium europaeum
Hordeum murinum
Hordeum vulgare
Humulus lupulus
Hyoscyamus niger
Hypericum perforatum
Juglans regia

Lamium amplexicaule
Lamium purpureum
Laserpitium latifolium
Lathyrus sp.

Lens culinaris
Leontodon autumnalis
Lepidium campestre
Linum austriacum
Linum usitatissimum
Lithospermum offinale
Lychnis flos-cuculi
Lycopus europaeus
Malus domestica
Malus silvestris

Malus sp

Malva alcea

Malva neglecta
Marrubium peregrinum
Marrubium vulgare
Matricaria inodora
Melandrium noctiflorum
Mespilus germanica
Morus nigra

Muscari comosum
Nepeta cataria

Neslea paniculata
Ocimum basilicum
Origanum vulgare
Orlaya grandiflora
Panicum miliaceum
Panicum miliaceum
Papaver dubium
Papaver rhoeas
Papaver somniferum
Pastinaca sativa
Physalis alkakengi
Picris hieracioides
Piper nigrum

Pisum sativum
Plantago major
Poaceae

Polygonum aviculare
Polygonum mite/minus
Polygonum persicaria
Potentilla erecta
Potentilla reptans
Primula elatior

Prunus amygdalus
Prunus armeniaca
Prunus avium

Prunus cerasifera
Prunus cerasus
Prunus domestica italica
P. domestica institia

P. domestica syriaca
P. domestica oeconomica
P. domestica Juliana
P. domestica oxicarpa

51

lelet

*

39,670
2

3

52

1

2

33
955,497
1,442+
3

57
359,981
60
5,517
5
1,046
o

1
1,534
618

1

49

1

2

1

38

6
9,783
259
13,368

14
15
651
736
11

#

137.
138.
139.
140.
141.

142.
143,
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151,
152,
153,
154.
156.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.

187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

latin név

Prunus fruticosus
Prunus mahaleb
Prunus padus
Prunus persica
P. spinosa (macrocarpa)
P. spinosa (macrocarpa)
P. spinosa - a
P. spinosa - b
Punica granatum
Pyrus communis
Pyrus sp.
Ranunculus repens
Raphanus raphanistrum
Raphanus sativus
Reseda lutea
Rosa canina
Rosa sp.
Rubus caesius
Rubus fruticosus
Rubus idaeus
Rumex acetosella
Salvia nemorosa
Salvia verticillata
Sambucus ebulus
Sambucus nigra
Saponaria officinalis
Schoenoplectus lacustris
Sch. tabernaemontani
Schoenus nigricans
Scirpus maritimus
Secale cereale
Setaria lutescens
Setaria viridis/verticillata
Silene alba
Silene dioica
Silene vulgaris
Sinapis alba
Sinapis arvensis
Solanum dulcamara
Solanum nigrum
Sonchus asper
Sonchus oleraceus
Sorbus domestica
Stachys annua
Stachys arvensis
Stellaria holostea
Stellaria media
Taraxacum officinale
Thalictrum flavum
Thalictrum minus
Thlaspi arvense
Tilia sp.
Trifolium arvense
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Urtica dioica
Vaccaria pyramidale
Valerianella dentata
Viburnum lantana
Viburnum opulus
Vicia hirsuta
Vitis vinifera
Xanthium italicum

Food remains (bread)
Food remains (gruel)
Food remains (cooked)

Osszes

lelet

1,025
425

7

362
35

50
194
216
17
6,682
5,290
17
19
52
1,113
36
584
24,579
2,756
1,320

104
168
194
14
14

208*
643
37,001
151

1

3

1

733
57,962
811

1

20
1,276
847
43

1

147

16
241,231
1

2
32
12*

3.293.623
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3.3.2. tablazat. AFLP fragmentum szam a 4.5z, 15.5z. és a kontroll ‘Topdz’ mai koles fajtaban (Gyulai et al.
2006).

koles fAFLP fragmentumok / szelektiv primer parok (a) - (k)

AFLP fragmentumok

mintak

@ ® @© @ @@ €& @@ o 6 0O & N % degr.%

4ok g7, - -2 .o -2 08 992
154k 57, 0 18 24 3 29 12 16 5 5 3 2 158 600 400
Topéz’ 32 23 38 42 34 33 18 17 7T 4 16 264 1000 0.00

A 15. sz.-i EcCOAGT-MseCAC-272 fragmentum BLAST analizisében az Ugpe ABC-
transzporterrel (permeaz); mig az ECOAGT-MseCAA-462 fragmentum (‘fopdz’) a gypsy/Ty3
retrotranszpozonnal mutatott

szekvencia hasonlosagot (Gyulai

et al. 2006).

A koles SSR allélstabilitasa:
A mikroszatellita (ALF-SSR)

vizsgalatokat 35  lokuszon

végeztik, ebbdl 4 bizonyult

Osszevethetonek a kozépkori és
a mai koles mintaban (3.3.6.
abra) a gIn4 (257 bp) az shl
(250 bp), rps28 (157 bp), és az
rps15 (146 bp) lokuszon (Id. 2.7.

tablazat, Anyag ¢és Modszer

fejezet). Minddssze egy
nukleotid-valtozast (SNP)
mutattunk Ki (A—G

szubsztitiicio) az rps28 SSR

3.35. abra. AFLP-eclemzés  poliakrilamid (PAGE)
gélelektroforézissel, fragmentum izolalashoz a 15. szazadi (a)
és a mai ‘topdz’ koles (Panicum miliaceum) fajtaban (b), 1-11
szelektiv primer-par kombinacidjaval (a fekete nyilak jelzik a
sikeresen visszaizolalt fragmentumokat (Gyulai et al. 2006).

lokusz 29. nt-ben, az 6sszes 810

nt SSR szekvenciaban.

Eltéréen a kétszikli sdrgadinnyében tapasztalt igen nagymértéki SSR-variabilitastol (Szabo,
Gyulai et al. 2007) a vizsgalt kdles SSR lokuszok egyikében sem mutattunk ki valtozast az
ismétlédések szamaban. Az eredmények a koles egyszikii genomjanak rendkiviili stabilitasat

igazoljak, Osszevetve az azonos korbodl feltart sargadinnye kétszikii genomjaban végbement
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(Szabd, Gyulai et al. 2005ab) nagyfoku mikroevoltcios valtozasokkal. Ezt igazoljak CAPs
(RFLP-PCR) eredményeink is, amelyben hat restrikcios hasitohely szekvenciajaban (Taql,
BsuRlI, Hinfl, Mbol, Alul és Rsal) nem tortént mutacié mtDNA-6 lokuszon (Z11512).

A mikroszatellitdk altal hordozott informacié kiilonos jelentdsége az, hogy gének promoter
régidiba épiilve alkalmasak a gén, illetve a hordozd faj(ta) genetikai azonositdsara
(Schlétterer, Tautz 1992; Gyulai et al. 1997; Knapp et al. 1990; Hayward et al. 1994,
Westman, Kresovich 1998). A vizsgalt négy SSR lokusz is génkapcsolt volt (gIn4 — glutamin
szintaz; shl — szacharoz szintaz (shrunkenl); valamint a riboszoémalis fehérjéket kodolod rps28
és rpsl15 gének). (3.3.6. abra).

(a) SSR gIn4-257 (D14577) - (TTGCG),

gegttgeg
...ttgcgttgeg
....ttgcgttgeg

tctgtctetetetetetea
tetctetctetetete.

3.3.6. abra. SNP elemzés a kdzépkori koles (XV. sz.) és a mai cv. ‘topaz’ kolesfajta fajta négy SSR 16kuszan (a
—d) (6sszesen 810 nt), és a kimutatott G — A tranzici6 az rps28 16kuszon (Gyulai et al. 2006).

A teljes kiles genom WGA-amplifikacioja: A régészeti genetika limitalod tényezdje a kis DNS
mennyiség (3.3.3. tablazat), amely a PCR modszer igen kis anyagfelhasznalasaval csak

részben orvosolhato.

3.3.3. tablazat A teljes genom apmlifikacié (WGA) hatékonysaga az eredeti izolalt (a) és WGA amplifikalt (b)
koéles (Panicum miliaceum) DNS mintak mennyiségi (ng/ul) és UV-spektrofotometrias mindségi értékeiben
(A260/A2801 A260/A230), valamint (C) a WGA- ampllﬁkém(’) hatékonysélga (Légler, Gyulal et al. 2007)

(a) (b) ©
DNS ng/ul Azso/A2so Azso/A230 DNS na/ul AssolAzg0  Azeo/A2x0

- huméan 9,14 211 1,09 - humén 932,87 1,77 1,64 x 102,1
- mai-1 9,91 2,15 1,77 - mai-1 954,82 1,77 1,67 X 96,4
- mai-2 10,02 2,46 1,97 - mai-2 951,36 1,78 1,7 x 95,0
-15.52.-1 9,78 1,38 1,33 -15.52.-1 998,88 1,78 1,69 x 102,1
-15.52.-2 8,76 1,7 1,72 -15.52.-2 988,69 1,78 1,7 x 112,9
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A human virus diagnosztikabol, azonban, rendelkezésre all mar olyan modszer, amellyel a
teljes genom szekvencia-htien felszaporithaté 10-100-szoros mennyiségben (Sigma, WGA-2).
Vizsgalatainkban a Sigma WGA-2 (Whole Genome Amplification) modszerét alkalmaztuk,

crcr

koles genomot a tovabbi kutatasokhoz (3.3.3. tablazat).

A kéles genom ISSR-polimorfizmusa: A mikroszatellita genom elemzés specialis teriilete az
ISSR-elemzés, amely modszerrel két SSR szakasz kozotti szekvencidk szaporithatok fel
(Zietkiewicz et al. 1994). Az ISSR-PCR is, hasonloan az RAPD-hez egy-primeres modszer,
de a primerek kombinalasaval a reakciok specificitasa novelheté (Gupta et al. 1994,

Zietkiewicz et al. 1994; Gyulai et al. 1997; Huang, Sun 2000). Vizsgalatainkban az egy- és a

kombinalt primer R e - | )

reakciokat
egyarant

alkalmaztunk, a

genomok ¥ o \"
osszehasonlitisara ‘@\ E

(3.3.4. tablazat).

S
-"ﬁ..in
e A

Az ISSR-PCR
$Z4mos esetben
nagyon hatékony
modszernek minta steril taptalajon (b’) (Gyulai et al. 2006)

bizonyult intraspecifikus, populaciok kozotti vizsgalatokra (Fang, Roose 1997; Ge, Sun 1999;
Zhou et al. 1999; Nagaraju et al. 2001), nemek meghatarozasara, fajtaspecifikus mintazatok
meghatarozasara (Gupta et al. 1994; Zietkiewicz et al. 1994; Gyulai et al. 1997; Huang, Sun
2000), keresztezéses pedigree ellendrzésére, és genotipus azonositasra. Hat szelidgesztenye
genotipus 0Osszehasonlitdsdhoz 7 ISSR primer alkalmazéasaval 157 ISSR fragmentumot
lehetett amplifikalni (Goulao et al. 2001). Foldrajzilag elkiilonilt sparga populaciok
(Asparagus acutifolius) genetikai azonositasa soran 23 ISSR primer 228 polimorf ISSR
fragmentumot amplifikalt (Sica et al. 2005). Bab (Phaseolus vulgaris) elemzésekor
minddssze 4 ISSR primer altal felszaporitott tobb szaz ISSR fragmentumbdl 50 fragmentum

térképezhetd is volt a bab genom térképén (Gonzalez et al. 2005).
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A kozépkori koles morfologiai rekonstrukcioja: ISSR elemzéseinkben 1-9 primert és
kombinacioit alkalmaztuk (Id. 2.10. tablazat, Anyag és Moddszer fejezet). Ezek koziil négy
ISSR primer bizonyult polimorfnak: FV808 (6 ISSR fragmentum); FV821 (5 ISSR
fragmentum);

3.3.4. tablazat. ISSR elemzés fragmentum matrixa négy ISSR primer 24 lokuszan
FV835 (4 ISSR  a kozépkori koles mintdba és az dsszehasonlité mai fajtakban (1d. 2.3.tablazat).

fragmentum); Koles FV 808 FV 821 FV 835 FV 841
FVv841 (7 ISSR bp 430 480 510 570 800 900 650 690 750 900 940 240 290 350 460 260 290 320 350 420 680 750
fragmentum) 15.5z. . e o e o o . e o o o e o o
FEPL o o o o o« . o o o o o . .
(3.3.4. KEKE o o« o« o o o . .
tablazat). FEFE o o o o o o o e o o o o o .
MEST o o o o o o o @ e o o o o o o o o o o
MSZ e e o e . . . . . . .
A polimorf MR+ * o« . o o o o« . . o o
TABA o o o o o o o o o o o o o o« o o
ISSR DEBR o o o @ o« o o e o o o o o o o o o o
fragmentumok PUSK o . o o o o . e o o o e o o o
RABA o o o o o o . . o o o o o o
cluster elemzes msz o o o o . o e . o e e e e e o o o
alapjan a TAA e e e e e e e e o o o o o e o o o
FERT o o o o o o o o o o o o« . o o o
kozepkori BOLG o o o o o o . o« o o o o o o
Kkoles az CHAS e e e o o o o e o o o o o o o o
OMOS o o o o o o o . e o o o o o o o o
"Omszkoje-9’ TAPBE o o o o o o o o o e o o o o o o o o o

TAPC ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° e o ° ° ° ° e o

azsial eredetl

TAPD e o ° . ° e o e o ° . . ° ° ° ° o o

koles fajtdhoz ey . . . .. e e
mutatta a legkozelebbi rokonsagot (3.3.8.a abra), amely eredmény nyilvanvaldan utal a
régészeti minta keleti eredetére. A fenotipusos felvételezés soran (1d.2.3. tablazat, Anyag és
Modszer fejezet) a vizsgalt 28 morfologiai bélyeg alapjan megrajzolhatd (SPSS11) volt a mai
fajtak morfologiai dendrogramja (3.3.8.b abra). Ezt 0Osszehasonlitva a molekularis
dendrogrammal (3.3.8.c abra) rekonstrualhato volt a kozépkori kdles minta, amely terpedt
bugdju, apro kaldszkdju, barna magvu koles lehetett, ma is fellelhetd kozeli rokon fajtakkal
(Id. az Omszkoje-9 fajta oroszorszagi gytijtdhelyrdl szereztiik be) (Lagler, Gyulai et al. 2005).

A 4.sz. minta két AFLP fragmentuma kevésnek bizonyult az 1.600 éves fajta
rekonstrukcidjdhoz. A rendkiviili mértékii DNS fragmentaltsag miatt a WGA amplifikélas is
sikertelen volt. A 600 éves kdzépkori lelet *csirazasi’ kisérlete is sikertelen maradt (3.3.8.b’
abra), megkérddjelezve az Osi magleletek csirazasarol szo6lo eredményeket a 10.000 éves

csillagfiirt (Porsild et al. 1967), az 1.300 éves indiai 16tusz (Shen-Miller 2002), illetve az 1-
2.000 éves egyiptomi kamut btzalelet (Quinn 1999) esetében
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3.3.8. 4bra. Osszehasonlitd fajtarekonstrukcio a kdzépkori, 600 éves koles leletben (Budai Var) (21) hiisz mai
koles fajta buga szerkezete (a), magszine (b), morfoldgiai (C) és molekularis (d) dendrogrammija alapjan (Rel.G.D.
- relativ genetikai tavolsag (Lagler, Gyulai et al. 2005).
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3.3.2. A sargadinnye (Cucumis melo) mikroszatellita diverzitasa

Idérendben a legrégebbi, bizonyitottan névényi 6sDNS elemzés pollen (japan fenyo)
leletekbdl (pleisztocén kor, kb 150.000 éves) izolalt DNS tekinthetd, amelyben rrn5 és trnR
cpDNS szekvenciakat amplifikaltak (Suyama et al. 1996). Sikeres 6sDNS izolalast irtak le
18.000 éves (Scott et al. 2000; Liepelt et al. 2002), és 10.000 éves (Parducci et al. 2005)
feny6 viragpor (Elenga et al. 2000) maradvanyokbdl is.

A termesztett novények domesztikacioja soran végbement ugrasszer(i valtozasara a legjobb
példat a kukorica régészeti genetikai vizsgalata szolgaltatta. Szaraz koriilmények kozott
fennmaradt mexikéi kukoricamagokbodl sikeriilt sejtmagi DNS-t izolalni, szekvenalni, ¢€s
igazolni a teozintébdl vald szelekcigjat, amely alig 6.300 évvel ezeldtt, mehetett végbe a mai
Mexiko teriiletén (Piperno és Flannery 2001: PNAS 98:2101-2103; Goloubinoff et al. 1993;
Jaenicke-Despres et al. 2003; Freitas et al. 2003). A buza, vagy a sz6l6 eredetét még nem
sikertilt felderiteni. A sz616 gazdasagi és kulturalis jelentésége ie. 1. évszazadban alakulhatott
ki, koszonhetden az Eurépa mediterran részén kialakuld bortermelésnek és kereskedelemnek.
Mikroszatellita markerekkel sikeriilt nuklearis DNS szekvenciakat felszaporitani 1700, és
2600 éves szélomagvakbol, ami kiindulopontot adhat az 6si €s ma termesztett fajtak
eredetének igazolasahoz (Manen et al. 2003; Thomas et al. 1993).

Ertékes novényi maradvanyok specialis esetben megégett mintikhoz hasonlitanak (szeniilt
mintdk), de nem tliztél, hanem a talaj egyedi koriilményei miatti elszenesedéstdl, ennek
ellenére a DNS, ugyan erdsen degradéltan, de kivonhaté allapotban fennmarad (Banerjee,
Brown 2002). A szenesedés (szeniilés) kisérletesen is jol modellezhet6 volt (Chalfoun, Tuross
1999; Threadgold, Brown 2003).

Nehéz teriilet a régi/dsi fas ndvényi maradvanyokbol torténdé DNS kivonas is, amely csak
nagyobb mennyiségii minta esetén lehet sikeres (Ziegenhagen 1993, 2003; Dumolin-Lapégue
et al. 1999; Deguilloux et al. 2002, 2003, 2004; Burger et al. 2000; Lascoux et al. 2004;
Parducci, Petit 2004; Fladung et al. 2004; Sperisen et al. 2004). A herbariumi gyiijtemények
tovabbi mintakkal jarultak hozza szdmos faj mikroevolicios elemezéséhez, pl. 100 éves nad
(Phragmites australis) esetében (Savolainen 1995; Saltonstall 2002, 2003).

Kérdéses illetve téves eredmény a ndvényi 0sDNS kutatasban is sziiletett. A miocén kori
koviiletek liliomfa (Magnolia) levéllenyomataibol (18 millio éves) izolalt DNS (Golenberg et
al. 1990) miterméknek bizonyult, hasonldéan a Miocén korbol szarmazo tiindérkiirt vizsgalati

eredményei (Clarkia amoena L.) (Sidow et al. 1991), hasonléan a mocsarciprus (Taxodium
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distichum) (Soltis et al. 1992) lenyomatban kimutatni vélt DNS maradvanyokhoz, s6t még a

lignin fennmaradasa sem volt igazolhat6 (Eglinton, Logan 1991).

A sargadinnye (Cucumis melo L., 2n = 4x = 24) a fajgazdag Cucurbitaceae csalad (119
nemzetség, 825 faj) Cucumis nemzetségének morfologiailag legdiverzebb faja (Dane,
Tsuchiya 1986; Zhang et al. 2006; Renner et al. 2007). A Cucumis nemzetségben, a két
termesztett faj (sargadinnye - C. melo; és az uborka - C. sativus) mellett tobb, kérdéses
Cucurbitaceae faj keriilt besorolasra. Linné 9 fajt (in Kirkbride 1993); Naudin (1859) 13 fajt;
Kirkbride (1993) 32 fajt, mig a legujabb rendszerben Andres (2004) 34 fajt sorolt a
nemzetségbe. Ez utobbi rendszerben mar a stabil interspecifikus fajhibrid a C. hystius (C.
sativus x C. hystrix) (Chen et al. 1997) is besorolasra keriilt. A sargadinnye (Cucumis melo)
alfaji (var., cv., fajtacsoport) felosztasa nem végleges (3.3.2.1. tdblazat), els6sorban a termés
alak-, forma-, és szin-gazdagsag miatt, melynek genetikai hatterében a vadfajok és a
termesztett fajtak kozotti nagymértékli atkeresztezddés allhat (Mozsar 1958; Zatykod 1967;
Velich 1967; Molnar 1973; Nagy 2003ab; Stepansky et al. 1999; Jeffrey 1980, 1990).
Morfologiailag, a kemény terméshéj képzésében az ovarium és a receptakulum szdvetei
egyiittesen vesznek részt (Liu et al., 2004). Munkank soran a modositott Whitaker, Davis
(1952) fajtatipus rendszerét kovettiik.

3.3.2.1. tablazat. A sargadinnye (Cucumis melo) faj alatti (ssp., var., cv.) csoportositasa szerzok szerint (Pitrat et al. 2000;
Szabo, Gyulai et al. 2005ab; Horvath, Gyulai et al. 2007).

Naudin Alefeld Cogniaux, Pangalo Whitaker, Filov Grebenscikov  Pyzhenkov, Robinson, Pitrat et al.
(1859) (1866) Harms (1924)  (1958) Davis (1952) (1960) (1986) Malinina (1994) ~ D-Walters (1997) ~ (2000)
#
tribuszok fajtacsoportok ~ sorozatok fajok csoportok alfajok valtozatok fajtak csoportok fajtak
1 cantalupensis cantalupensis cantalupensis cantalupa cantalupensis cantalupa melo cantalupa cantalupensis
2 reficulatus reficulatus ambiguus rokkiford ambiguus
— melo reficuletus
3 saccharinus saccharinus
- cantalupensis
4 reficulatus adana reficulatus adana (europeus) adana
5 chadalak chandaljak chandalak chandalak chandalak
6 ameri oestivalis ameri ameri ameri
inodorus cassaba (orientale) cassaba (orientalis)
7 inodorus-1 — — inodorus inodorus
o ) autumnales+  zard rigidus
melitensis — zad inodorus .
8  C.momordica mormordica hibemus conomon pp mommodica mommodica momordica
9  C.chate inodorus-2 adzhur chate adzhur adzhur chate
10 flexuosus flexuosus tama flexuosus flexuosus flexuosus
—_— — flexuosus —
11 acidulus elongatus-1 acidulus flexuosus chinensis
e ——— flexuosus acidulus pp conomonpp T acidulus
12 utilissimus indica
13 chio microcarpus chito chito chito chito
14 dudaim dudaim dudaim dudaim dudaim dudaim
———— dudaim " microcarpus dudaim dwdei T
15 enythraeus erythraeus
16 conomon conomon conomon conomon
17 monoclinus monoclinus monoclinus makuwa
— elongatus-2 conomon " conomon " comomonpp ~— conomon —
18 chiensis acidulus pp chinensis
— — — chinensis —
19 tibish
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A sargadinnye elsddleges géncentruma (Vavilov 1951) Afrikaba tehetd (Kirkbride 1993;
Kerje, Grum 2000). Az els6 termesztett tipus a chate lehetett (i.e. 2000 — 1500) (Vartavan,
Amorés 1997; Keimer 1924; Pangalo 1929). A Biblidban (Moz. IV, 11:5) emlitett
sargadinnye is feltételezhetéen chate tipusu lehetett (Felix 1968 in Karchi 2000).

A sargadinnyének Azsidban egy parhuzamos mikro-evolucids fejlédési  utja
valdszinisithetd, amely a conomon tipusra vezethetd vissza (C. melo ssp. var. conomon). Az
azsiai conomon (oriental pickling melon) és az afrikai chate tipus, viszont kozvetleniil
szarmaztathaté a vad sargadinnyébdl (C. melo var. agrestis) (Harlan 1971; Jeffrey 1980,
1990; Walters 1989), melynek populaciéi maig fennmaradtak a sivatagi illetve szavanna
Ovezetben, Afrikaban, az Arab félszigeten, s6t Ausztraliaban is (Sauer 1993; Zohary és Hopf
1993).

Elterjedés. Eurdpaban a gorogok illetve romaiak még nem termesztették a sargadinnyét,
hanem Perzsiabol és a Kaukazus vidékérdl szallitottak (Stepansky et al. 1999). Az Eurdpai
termesztés megindulasa az 1300-as évekre tehetd, feltehetden a reticulatus tipusba tartozo
adana termesztésével (Stepansky et al. 1999). A bordas terméshéju kantalup (cantalupensis)
tipus a 15. szdzadban terjedhetett el Eurdopaban 6rményorszagi kereskeddk kozvetitésével
(Pangalo 1929; Pitrat et al. 2000).

A turkesztani tipusba tartozo dinnyefajtak gylimolcse sima, nem gerezdes, héja vékony ¢€s
cseres. Az anandsz tipusu fajtak gyengén gerezdesek, héjuk vékony és sima. A kantalup név a
papa nyari rezidenciajara, a Roma kornyéki Cantalupo-ra utal, ahol elészor vetették. Ez a fajta
mar a 16. szazadban kozkedvelt lehetett, ahogy ezt Campi (Fruit Seller, 1580), és Caravaggio
(Still Life with Fruit on a Stone Ledge, 1603) festményei bizonyitjak (J. Janick,
www.hort.purdue.edu; Szabo, Gyulai et al. 2005abb). A dinnye név legkorabbi magyarorszagi
eléfordulasa egy 11. szazadi oklevélben tinik fel: ,,predium quad vocatur dinna” (Szamota és
Zolnai 1902-1906).

Irdsos emlékek. A sargadinnye legelsé irott emlékei i.e. 3.000-b6él szarmazo azsiai
Osiratokban tiinnek fel (Constantini 1996; Kroll 1982, 1999, 2000). Kindban az i.e. 1.100 —
771 id6északban a reticulatus (muskmelon) és a conomon tipusi sargadinnye mar a
legfontosabb z6ldségnovény volt (Keng, 1974). Az i.e. 1.000 — 500-bol maradt fenn a kinai
Koltészet Konyve (The Book of Poetry; Shih Ching), amely négy éneket is kozol a
sargadinnyérél (‘kua’) (Keng 1974), megemlitve a szdjaval (Glycine max) vald egyiittes
termesztésének (intercropping) szaktanacsait is (Yu 1977; Keng 1974). Egy késobbi kinai

irasos emlék az i.e. 533-544-bil szarmazd Legfontosabb Miivészetek Konyvében (Essential
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Art for the People) mar egy egész fejezet szol a sargadinnye termesztésérél, mag

Régeszeti leletek. Az emberiség legrégebbi mezdgazdasagi (ndvénytermesztési) leletei DéEl-
Kelet Azsiabol, i.e. 10.000 - 6.000-b3l (Hoabinhian, Vietnam) szarmaznak (Chang 1986). Itt
kertilt elé az els6 Cucumis (de még uborka tipustl) maglelet is, amelynek kora, a tobbszor
elvégzett C** izotopos kormeghatarozas szerint 9.180 + 360 éves (Gorman 1969, 1970, 1971).
A Termékeny Félhold (i.e. 6000) teriiletérél nem kertilt el sargadinnye lelet. Kindban szamos
asatasbol (Zhejiang: i.e. 3.000; Shaanxi: i.e. 2.000) ismert (Harlan 1971; Ho 1977; Walters
1989). Iranban is az i.e. 3.000 éves rétegekbdl kertilt el (Yu 1977). Az egyiptomi piramis
leletek (Barakat 1992; Germer 1985; Keimer 1947; Newberry 1889, 1890; Renfrew 1985;
Zeist, Roller 1993) az i.e. 5800-t61 egészen i.e. 2000-ig kovetheték nyomon, kiilonds
tekintettel egy 6si egyiptomi falfestményre, amelyik egy z6ldhusa flexuosus csoportba tartozo
dinnyét abrazol (Pangalo 1929). A legrégebbi eurdpai lelet a bronzkorbol, illetve a
gorogorszagi Tiryns-bol (i.e. 1300-1200) keriilt el6 (Kroll 1982, 1999, 2000). Kora-kézépkori
leletek keriiltek eld Németorszagbol is az idOszamitas szerinti 2. szdzadbol (**C-izotdpos
meghatarozassal), és Svajcbol (Brombacher 1997). A sargadinnye spanyol kozvetitéssel
keriilt az amerikai kontinensre, ahol az észak-amerikai indianok mar az 1600-as évekre nagy
teriileteken termesztették (Leppic 1966; Kerje, Munger 1991; Janick, Paris 2006; Paris et al.
2006).

Szamos hazai lelet koziil (Hartyanyi, Novaki 1975) a legrégebbiek romai koriak
(Budapest-Aquincum) az i.szerinti. 2. - 3. szazadbdl (Dalnoki 2000; Dalnoki, Jacomet 2002).
A budai var teriiletén folytatott dsatasok soran feltart 13-14. szazadi kutak betoltéseiben, tobb
sargadinnye mag lelet is felszinre keriilt. A jelen munkéban vizsgélt magleletek a budai
kiradlyi var Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz. eleje) régészeti feltarasaibol keriiltek eld
(Gyulai et al. 2006; Szabd, Gyulai et al. 2005abab). A magokbol torténd sikeres 6sDNS
izolalas és genotipus azonositas utan a morfologiai, fenotipusos fajtarekonstrukciot 47 mai

fajta 6sszehasonlitasaval végeztiik el.

ITS elemzés DNS keresztfertézések kisziirésére: A molekularis vizsgalatokban el6szor ITS
elemzést végeztiink a faj(ta) azonos DNS bizonyitasara. Az alkalmazott primerekkel (Hsiao et
al. 1995: ITSL 5'-tcgtaacaaggtttccgtaggtg-3'; 1TS4-5'-tcctecgettattgatatge-3') a  dinnye
specifikus 664 bp nagysdgi fragmentumot szaporitottunk fel a kozépkori és a mai
sargadinnye mintaban (Szabd, Gyulai et al. 2005abab). A fragmentum klonozasat és

szekvenalasat kovetéen meghataroztuk a fajra jellemz6 (Kavanagh, Timmins 1988; Garcia-
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Mas et al. 2004) egyes régiok pontos méretét: az 5.8 riboszomalis régié konstans 163 bp
nagysagu szakaszat, az ITS-1 217 bp nagysagu, és az I1TS-2 egy 238 bp nagysagu DNS
szakaszat (Szabd, Gyulai et al. 2005abab). Néhany sargadinnye mag DNS mint4jaban egy
580 bp nagysagl fragmentum is felszaporodott, amelyrdl a szekvenalast kovetden kideriilt,
hogy az Aspergillus nidulans szekvenciaja (AF455505). Ezeket az egy-mag eredetii DNS
mintakat kizartuk a tovabbi molekulédris elemzésekbdl. Vizsgélatainkkal egy megbizhatd
modszert kozoltlink, a régészeti genetikaban, elsoként, a fertdzott leletek kiszlirésére (Szabd,

Gyulai et al. 2005abab).

A sargadinnye mikroszatellita diverzitisa: Az ALF-SSR elemzéseinkben 34 primer-part

teszteltink (Katzir et al. 1996; Danin-Poleg et al. 2001), ebb6l 20 primer-par bizonyult

hat¢konynak a mai fajtakban, amelyek kozil — “=7% = e 0 0,
- ’ , “ 7 . cm(CTZ)Q{HalSS’BSSF ATACTTTTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGTTACAG
Csak nyOIC prlmer-par VOlt akth a kozepkorl 4a.Jav.Zentai . ..., CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. . ... ...

3.Nyiribronyi .. ..., CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
30.Tétényi-Csh. X
17a.Kisk6rosi

mintaban (Id. 2.8.a. tablazat). A nyolc lokuszon

12a.Pusztadobosi

«+..CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.. .CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .

.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
.CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .

«...CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. .
P «...CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT. . P
.......... CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT........

20.Penyigei

elvégzett SSR elemzéssel dsszesen 40 SSR allél E i i

44a.Sarandi
21.Tarkevei

485 SSR fragmentumot azonositottuk a 47 mai 35.Kisteleki

19.Soponyai

cm(CT) 10

r . 7 . . ’ ’ 15.szdzdi . e

¢és a kozépkori mintaban (3.3.2.1. abra). Az egyes Ghevest I crercrerorencroncror— |1
26.Tarnamérai .. . ..., CTCTCTCTCTCTCTCTCTCT-—. ... ....

: L4 N4 A en(en)e $sarga S

lokuszok alléldiverzitasa eltéré volt (2 és 7 ki eenient | e emonenonn
4l.Topaz ... CTCTCTCTCTCTCTCTCT-——=. . ......
46.Magyar kincs ... ..., CTCTCTCTCTCTCTCTCT-===........

allél/lokusz, atlag értékikk 5.7 allél/lokusz): enen

T)s
43.Taktaharkanyi

3 ey 1111 Crorcreronereror——o 111
CmCT44 (2 allél), CmAGS9 (5 allél), CmGA104 CreToTCTCTOTOTCT—

7.Ezlist Ananasz
2.Sweet Ananasz

(5 allél), CmCT134 (4 allél), CmTA134 (6 allél), S Meskorary

24 .Hbgolyd
17b.Kiskérosi

CMCTT144 (7 allél), CMTC168 (6 allél) & = ‘oiseriocricess

12b.Pusztadobosi

«..CTCTCTCTCTCTCTCT-~~
CTCTCTCTCTCTCTCT---
CTCTCTCTCTCTCTCT---
...CTCTCTCTCTCTCTCT---
...CTCTCTCTCTCTCTCT---
«..CTCTCTCTCTCTCTCT-~~
.CTCTCTCTCTCTCTCT--~
«..CTCTCTCTCTCTCTCT-~~
. .CTCTCTCTCTCTCTCT--~

5b.Turai

CmCT]70 (5 al]é]), A 8 SSR lokuszb()l hét Cm(CTl)BG'Csérdaszéllés .......... CTCTCTCTCTCTCTCT—=====........
b o e
dinukleotid, és egy trinukleotid ismétlédésii volt, [ EERERRES CRCTCTCRCTICT

3.3.2.1. dbra. Szekvencia elemzés a Cm[CT]170
dinukleotid SSR lokuszon a koézépkori (15. sz) és

értéket mutatta (CmCTT144 - 7 allél). a mai sargadinnye (Cucumis melo) fajtdkban
(Szabo, Gyulai et al. 2005ab).

ez utobbi egyben a legmagasabb allél/lokusz

A genom vizsgalatok széleskorben alkalmazott teriilete a kodominansan 6roklédo
mikroszatellita (SSR) allélek elemzése (Danin-Poleg et al. 2001; Gyulai et al. 2006; Lagler,
Gyulai et al. 2005, 2006, 2007; Szab6, Gyulai et al. 2005ab). A névényi genom
legelterjedtebb dinukleotid SSR szekvencidja az AA/TT motivum, ennél kevesebbszer fordul
eld6 az AT/TA és CT/GA motivum. Ez a harom dinukleotid-SSR (4tlag 1-6-Szoros
ismétlodéssel) teheti ki az 6sszes novényi SSR-ok kozel 75 %-at (Lagercrantz et al. 1993). A

mikroszatellita allélek hossz-polimorfizmusanak indel (inszercio-delécid) gyakorisaga,
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megkozelitben 10° — 10° indel gamétanként (Forbes et al. 1995), mely lehetdséget ad

evolucios elemzésekre is (Shriver et al. 2006).
Vizsgalatainkban két SSR lokusz (CmCT170, CmTTT144) teljes szekvenciaelemzését

végeztiik el (3.3.2.1. abra és 3.3.2.2. abra) a kozépkori és a mai sargadinnye fajtaban.

fajta / bp = eeeeeeeeen [ R I EERE N I I R Y EE RN R P IR
45 55 65 75 85 95 105 115
[CTT],,CTA[CTT],
28. Hales-Best GGGGGGC CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTACTTCTTCTTCTTCA
25. Késdrga ~ ..ae.... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTACTTCTTCTTCTT. .
[CTT],sCTA[CTT],
43. Taktaharkanyi . ...... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT--~-CTACTTCTTCTTCTT. .
36. Nagycserkeszi . ...... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT---CTACTTCTTCTTCTT. .
4l. Fortuna ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-~-~-CTACTTCTTCTTCTT. .
37. Nyirbatori —  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT--~-CTACTTCTTCTTCTT. .
33. Hegykéi — ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT---CTACTTCTTCTTCTT. .
35. Kisteleki ~  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-~~CTACTTCTTCTTCTT. .
[CTTlllgCTA,[C,TT],,
4. saréndr | CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT -~~~ CTACTTCTTCTTCTT. .
[CTlef(:TPﬁgcz{g Obosi
TOEEREREEEEEEE CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT—~=~============== CTACTTCTTCTTCTT. .
[CTT],,CTA[CTT],
5. sz ... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-—-~—~——————=—=———————————— CTACTTCTTCTTCTT. .
21. Tarkevei —  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
4l. Fortuna ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
7. Eziist-Rnandsz ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
2. Sweet-Ananisz ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
4. Javitott-Zentai....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
15. Topaz ~  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
46. Magyar kincs  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
13. Muskotdly ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
3. Nyiribronyi — ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
17. Kisk6érési —  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
36. Nagycsenkeszi ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
12. Pusztadobosi  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
6. Hevesi  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
44. saréndi  ....... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
[CTT],CTA[CTT],
37. Nyirbatori | CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
20. Penyigei ... CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
5. Turai .. CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
14. Csardaszallasi . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
35. Kisteleki | CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
24. Hogolyd . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
30. Tétényi-Csh. . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
46. Magyar kincs . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
42. Kallésemjéni . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
33. Hegykdi . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
31. Muhi . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
19. Soponyai . CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
26. Tarnamérai | CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
[crrlgcm[c_'r'r]4
€. Seimal CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT TACTTCTTCTTCTT. .
3322. ébra. Szekvencia elemzés a CmCTT144 SSR lokusz Osszetett mikroszatellita

(CTT),CTA(CTT), lokuszon a kozépkori mintaban (15. sz.) és a mai fajtakban (Cucumis
melo) (a 12, 33, 35, 36, 37, 41, 44 és 46 minta heterozigdta) (Szabo, Gyulai et al. 2005ab).

Megallapitottuk, hogy az SSR allélek hosszlsdg polimorfizmusa mindig egy teljes SSR

alapszekvencia, egyszeres vagy tobbszords kiesésébdl (delécio) illetve beépiilésébol

(inszercid) adodik (indel), és sohasem a lezard szakaszok mutaciojabol (Weber, Wong 1993;

Szabd, Gyulai et al. 2005abab). Egyetlen esetben sem tapasztaltunk tort SSR szekvenciat,

amelyben a belsé ismétlddd szekvencia valtozott volna meg (Szabo 2006).

Igazoltuk, hogy a kozépkori sargadinnye lelet SSR allél hosszusaga koztes értéket (3.3.2.2.

abra) mutat (sem nem a legrovidebb, sem nem a

kozépkori sargadinnye nem a legdsibb fajtatipus le

leghosszabb), amely feltételezi, hogy a
lete (Szabo, Gyulai et al. 2007). A 485

SSR fragmentum alapjan molekularis dendrogrammot (SPSS14) készitettiink (3.3.2.3. abra), a

molekularis rokonsdg megéllapitasara a mai fajtak (20 Osi tajfajta, és 27 termesztett fajta) és a

kozépkori lelet genetikai allomanya kozott. Az elemzésben a kdzépkori mintaval a > Hogolyo’
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és a ‘Kosarga’® tajfajtak mutattdk a legkozelebbi rokonsagot (3.3.2.3. abra). A
fajtarekonstrukciohoz meg kellett hatarozni ennek a két fajtanak a tipusat és rokonsagi korét

egy morfologiai dendrogramm elkészitésével (3.3.2.4. abra).

4 = 2w o+ 4 = e ® w o = = 2. e oo I = 3 e = - 2 - w - 4 o » = ®©

. P S S S R - = S R . S - S S S S . S-S S S S S S
..-qu|«|._|«.,_|P|..‘P|._‘Q._u«~=:I-.‘..»| »a‘b|._|«,_Pa._|<|._,|4q..._q._\|
1258253255855 8zs:ssg&g¢:s8:3:sz3z8g33:532 55855558535
- o [x} o o o o > o [E I (5] o [ o o o o o o o a3 o o o o o o o o o a3 o A o )

i%.s3. L L[] [ ] [ ] * * & & @

1 C * & & & & 9 * & o

2 4 * & & & @ * o * @

3 C * o » * o @ * * @

4 C * & & & & 9 L ] * @ * & @

5 C * & & @ * o L L L ]

& C * * * 0 L ] L ] L ] L ] L]

7T C * & & & 9 * & & @

8 C * & & @ L * o L L ] >

2 C * & * o » L] * L]

10 C * & @ * o & * @ L ] * *

1l ¢ * @ » * @ * *

1z C * ¢ & ¢ 9 L N * @ * @ L

12 C * ® L] L ] [ ] L ] * L ]

14 C * * @ * * * @ * @ * o @

15 C L L * » L L] L ] L ] [

15 © * * L] * & & L] * & * & L]

17T * * & * [ ] * & * o * @

15 I * & * & L ] L] L ] * & L ] L ]

19 I * @ * & * L] * & * o L]

20 I * @ * L] * & & L]

21 I L L ] * o L * o > L

22 I * & [ ] * @ * [ ] L ] L ] * & [ ]

2a I * L] [ ] L] L] L ] L ] L]

25 B » L L L ] L] * @ L ]

25 R * & & @ * @ * [ ] L ] L ] L ]

2T R * @ * o @ * L ]

28 B * o @ L > * @ > L ] L ]

29 B o & & & & o L] L] ] L]

20 R * * @ * & * @ *

21 B L > L ] L > L ] L ] * » L ]

32 R e L] [ ] * o . * o L] .

34 R * @ & & & 9 L ] [ ] L ]

I R » L L ] L L ] * & & @ * & @ L ]

35 kR * * o * > * * L]

37T R * * @ * @ * * @ L ] L ]

2/ B * @ L ] * L ] * @ * & o L ] L ]

k3 -3 L ] L ] L L ] * & @ L ] L] L ]

40 R * & & & &+ 9 L] * L ] L] L] *

4l k¢ * * * * LI 3 * @

4 R L ] * & @ * & L ] L ] * & L] L ]

42 R * * & @ L] * ° L] L]

43 E ¢+ @ * & 8 @ * * @ * . . *

45 B » L L ] L * & & & & b

a5 B * * o L * @ L ] L ] [ ]

47 B * & & & & & & 9 L] * LI

3.3.2.3. abra. Mikroszatellita diverzitas a 15.szazadi-, valamint a tipus szerint (C- kantalup; | — inodorusz; R —

retikuldatusz) csoportositott 47 mai sargadinnye (Cucumis melo) fajtaban 8 lokusz (Id. 2.8.a. tablazat) 40 SSR
allél (fels6 sor), 485 SSR fragmentuma (pontozas) alapjan (Szabd, Gyulai et al. 2005ab, 2007).

A kozépkori sargadinnye fajtarekonstrukcioja: A vizsgalatokhoz 47 mai sargadinnye fajtat és
tajfajtat felvételeztiink 28 morfologiai tulajdonsadg alapjan (Id. 2.4. tdblazat, Anyag és
modszer fejezet). Az elemzés szerint, a magyarorszdgon termesztett 47 fajta kivétel nélkiil
besorolhatd volt az Eurdpaban elterjedt harom {6 terméstipusti csoportba: a cikkelyesen
barazdas Kantalup (cantalupensis), a halozatos-recés terméshéju Retikulatusz (reticulatus), és
a simahéju Inodorusz (inodorus) csoportba (3.3.2.4. abra). Europai fajta gyljtemények
elemzéseiben is ez a harom tipus elterjedése igazolddott (Morforte et al. 2004, Staub et al.
2004; Lopez-Sesé et al. 2003; Périn et al. 2002; Zeven, deWet 1982; Jeffrey 1980, 1990).

Az elvégzett morfologiai elemzést Gsszevetve molekularis dendrogrammmal a kézépkori
minta fajta-tipusa meghatarozhato volt, amely inodorusz tipust, sima héju, zold htsu
sargadinnye lehetett, atmeneti formaval a *Hogolyo’ és a *Késdrga’ mai termesztett fajtak

kozott (Szabo, Gyulai et al. 2005ab, 2007; Gyulai 2011).
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i} 5 10 20 2

Dendrogram (Jaccard index)
Rel. Genet. Tav. 0 10 15 20
Fajta #
EZAN _C 7
SWAN_C 2 }
LIMO_R 29
BELE_C 8
HEGY R 33
JAVE_C a _|_|
TOGO_R 34 —
PUSZ_C 12 l
GALT R a7
PAMA C 1
HALB R 28 —|—|
SICA C 9
e o :I_I
NYBR_R 37 —
TAKT R 43
HORO R 27
ALTA C 10 —I
TETE_R 30
CSAR_C 15 :I_’—l
PLBA C 11
SOPO_T 19 —,
PENY T 20
SARA_R 44 —
SZIR_R 3s 1 '7
ZIJA I 18
MUSK_C 13
MAKT R 46
KALO R a2 l
NAGY_R 36
CAPR_R 39 | }»
FORT R 14
TOPA_C 41
HEVE_C © —I
TUKE_T 21
TURK_R 3z
DESE_R 45 4|
KIST R 35
MUHT R 31
PION_T 22
GB-1_R a0 1
MELO_C 16
KISK _C 17
AFGH_T 23
HOGO_T 24 hl
B —
KOSR_R 25

3.3.2.4. abra. A 600 éves sargadinnye (C. melo) maglelet (48) fajtarckonstrukcidja 47 mai fajta héj (a) és husszin (b),
valamint a felvételezett bélyegek (Id. 2.3. tablazat) alapjan szerkesztett morfologiai (C) és a molekularis
dendrogramm (d) alapjan (Szabo, Gyulai et al. 2005a, 2007)
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3.3.3. A gorogdinnye (Citrullus lanatus) archeogenetikai jellemzése

A gorogdinnye (Citrullus lanatus; 2n = 2x = 22; 4.25 - 4.54 x 10° bp; 0.42 pg DNS)
(Arumuganathan, Erle 1991; Kihara 1951) a rendkiviil monotipikus Citrullus nemzetség tagja,
melynek kevés faja kozeli morfologiai rokonsagban all egymassal: Citrullus colocynthis,
Citrullus ecirrhosus, Citrullus rehmii vadfajokkal. A gorogdinnye evolucids kutatasanak
kiemelt jelent6ségét az adja, hogy két alfaja a Citrullus lanataus var. lanatus és a Citrullus
lantaus var. citroides maig fennmaradt parhuzamos evoluciojuk soran (Maggs-Kolling et al.
2000; Levi et al. 2001; Sain et al. 2002; Bisognin 2002).
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3.3.3.1. abra. A két 15. szdzadi (Budapest), a 13. szazadi (Debrecen) és a 18. szazadi (Pannonhalma)
gordgdinnye (Citrullus lanatus) maglelet (a mérce 1 cm), valamint a fajtarekonstrukciohoz alkalmazott 44
mai faj/ta héj, his, és magképe (T6th, Gyulai et al. 2007).
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Géncentruma az Abessziniai dvezet, illetve tropusi Afrika, masodlagos géncentruma Kina,
Belsé-Azsia és India (Id. Praecitrullus fajokat) (Vavilov 1951). Nagyfoka morfologiai
variabilitdsat a héj-, a hts-, és a mag szine ¢s formdja adja (3.3.3.1. abra). Termesztésbe
vonasa i.e. 2000 évvel ezel6tt kezdddhetett, ahogy a magleletek igazoljak (Zhang 1990; Zamir

et al. 1984). Europaban csak a kdzépkor hajnalan valt ismertté torok kozvetitéssel.
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Régészeti leletek. A régészeti genetika, illetve botanika specidlis teriilete a nagyszamu
piramisokbdl elékeriilt gorogdinnye maglelet, kiilonos tekintettel a leghiresebb Tutan-kamon-
i asatasokra (Vartavan 1990, 1993), amelyekbdl azonban, DNS izolalast eddig nem kozoltek
(Barakat 1990; Boodle 193?; Braun 1879; Bruyere 1937; Carruthers 1886; EI Hadidi 1982;
Emery-Barbier. 1990; Germer 1988; Germer 1985; Ginter et al 1988; Girard, Maley 1987;
Kunth 1826; Macramallah 1940; Muller et al. 1990; Netolitzky 1943; Newberry 1927; Plu
1985; Renfrew 1985; Schweinfurth 1882, 1883ab, 1886; 1887, 1908; Tackholm 1961; Veen
1996; Watterstrom 1980ab, 1984, 1986; Willerding, Wolf 1990).

Nagyszamu magyarorszagi kdzépkori magleletek szerint (Gyulai et al. 2006; To6th, Gyulai
et al. 2007) a gorogdinnye (Citrullus lanatus) és a sargadinnye (Cucumis melo) kiiléndsen
kedvelt konyhakerti névények volt (Hartyanyi, Novaki 1975). A 15. szdzad elején irodott
Besztercei-szoszedet emliti el6szor név szerint: ,,gereg dyne”. A 16. sz.-ig még nem valt el a
gordgdinnye neve az uborkaétol, tovabba csak ezutan kezdték megkiilonboztetni a két dinnyét
(gorog dinnye — sarga dinnye) egymastol. Szikszai Fabriczius Baldzs Nomenclaturajaban
(1561) is igy szerepel. Igen jelentds volt a dinnyetermesztés a kdzépkori magyar kirdlysag
tertiletén. Lippay Janos (1664) talan erre utal, amikor megemliti, hogy 1. Albert kiralyunk
1439-ben a mértékteleniil sok elfogyasztott dinnye miatt lelte halalat. A kozépkori
Magyarorszagon termesztett gorogdinnyék tobbnyire sdrgabeliick lehettek egészen a 18. sz.-
ig (Gyulai F vizsgalati eredménye), a pirosbelii fajtak csak a torokkor elmillasa utan kezdtek
terjedni. Italiaban viszont, a piros béli fajtdk mar a 16. szazadban kozkedveltek lehettek,
ahogy ezt Cavaraggio (Still life with fruit on a Stone Ledge and carafe of white wine;, and
Still life with melon, watermelon, pomegranate, grape and other fruits, Pensionaute del
Saraceni, 1603) festményei igazoljak (J. Janick, www.hort.purdue.edu; Janick, Paris 2006;
Paris et al. 2006; Szabo et al. 2005b).

A vizsgalatokban a kozépkori maglelet, a budai kiralyi var Zsigmond-kori szarnyanak (15.
sz. eleje) régészeti feltarasaibol (Gyulai et al. 2006)-, illetve a debreceni Kolcsey Miivel6dési
Kozpont teriiletén végzett asatdsokbdl szarmazik (13. szdzad), a 18. szdzadi minta az un.
Pannonhalmi Apatsag botanikai gylijteményébdl (Mezbgazdasagi Muzeum, Budapest)
szarmazik. A 44 mai fajtat (1d. 2.5. tablazat, Anyag és Modszer) az Agrobotanikai Kézpont,
Tapiodszele, génbanki anyagabol (Toth, Gyulai et al. 20007) gytijtottiik dssze (3.3.3.1. abra).

A magleletekbdl és a mai gérogdinnye fajtakbol DNS-izolalast, molekularis nSSR (nuclear
simple sequence repeat); cpDNS (kloroplasztisz DNS) elemzést, €s retroranszpozon izolalast

végeztiink.
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3.3.3.1. (CT)s delécio és (CT)y inverzio a (CT)y; gorégdinnye (Citrullus lanatus)

mikroszatellita lokuszan a kézépkor ota, haplotipus azonositas a cpDNS-ben:

A vizsgalatokhoz mikroszatellita primer parokat alkalmaztunk (Jarret et al. 1997). Az
elemzésben 47 primer-part teszteltiink, ebb6l 26 primer-par bizonyult hatékonynak a mai
fajtakban, amelyek koziil 16 volt aktiv a kozépkori mintaban. Az aktiv primerek
alkalmazasaval szekvencia elemzést végeztiink a Cl-1-20 (CT),6-30 NSSR lokuszon.

Megallapitottuk, hogy a kdzépkori mintdban még megtalalhatdé (CT); (115-121 nt) SSR
szekvencia szakasz a mai fajtaban delécidval kiesett az elmult 600 év soran, A (CT)z6.30 NSSR
lokusz (196 bp) 122-130 bp szakaszan egy tovabbi (CT)s inverzidt is azonositottunk, a
régészeti és a mai fajtakban amely (CT),; egyszerii mikroszatellita lokuszbol kialakuld
(CT)17-C-(TC)4-T-(CT)s Osszetett mikroszatellita sziiletését igazolja (3.3.3.2. abra), amely
kiilonlegesen fontos eredmény a mikroszatellita kutatasokban (,,1d. mikroszatellitak sziiletése
és halala”: Weber, Wong 1993; Messier et al.1996; Kutil, Williams 2001; Orti et al. 1997;
Taylor et al. 1999; Téth et al. 2000).

Rackeve (13.) CGCGCGTGAGGACCCTATAGACTCTTCTGGTTCCTTCTTCCCTCCGAAGCGTGCCTTCTTTCTTCTCATTAGTAGCCTCCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
BT ar= B (1 T Y
L8 = T 1 o =< I (0
HATOMEG (24, ) ittt ittt ettt ettt e
o <X i (21
7 T T
15.52Z. BUAAL i e
B T = D o oY o o
18.5z. Pannonhalma ... ... it i i i i i e,

Rackeve (13.) TCTCTCTCTCTCTCT-----~ CCTCTCTCTTCTCTCTCTCTCGAGAGGAGCGTCTATAGAGAGAGATATAAACCGCCTCAATCAATTGCT
L By T T T oufuutustund Y
Ukrainski] (21.) it T T T T T e e
HATomfa (24.) e T T T T e
e <X i (B0 et
LAPOt  (43.) e T T T T e
15.sz. Budai ...l L 0 0
13.sz. Debrecen  ...........00.n L 0 0
18.sz. Pannonhalma ............... L0 0 0 P

3.3.3.2. abra. (CT)s-delécio (115-121 nt) a dinukleotid (CT)y.30 NSSR (Cl.1-20; Jarret et al. 1997)
mikroszatellita (82-141 nt) lokuszon (190 bp) a vizsgalt mai gorégdinnye (Citrullus lanatus) fajtakban a
15.szazadi és a 18.szazadi mintdk Osszehasonlitasaban; valamint Osszetett mikroszatellita sziiletése egy
feltételezhetd Gsi szekvenciabol levezethetéen a (CT), szakasz inverzidjaval (122-130 nt) mindegyik mintaban
(a primerekt alahtzas jelzi) (Toth, Gyulai et al. 2007).

A kloroplasztisz DNS elemzéséhez clp-12 primerrel a trnV lokuszt [tRNA-Val (GAC)] 297
bp (cpval3P2) (102509-102805) elemeztiik az 5'-agt tcg agc ctg att atc cc-3'; és a 16S rRNA
(cp16S5P1)5'-gca tgc cgc cag cgt tca tc-3' primerparral (Al-Janabi 1994). A szekvencia
elemzés (3.3.3.3. abra) két cpDNS szubsztiticios lokuszt mutatott ki az génbanki uborka (C.
sativus) és dohany (Nicotiana tabacum) alapjan, illetve a régészeti mintak és a vizsgalt mai

fajokban és fajtakban a 102.198 nt, és a 102.209 nt-ben. Ennek segitségével elvégezhettiik az
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elsd azonositd fajtarekonstrukcidot a régészeti mintdkra a harom haplotipus csoport
kialakitasaval (3.3.3.3. abra). A gorogdinnyében szigoruan anyai 6roklédési citoplazmas
kloroplasztisz gének legbiztosabb genetikai markerei a mikro/evolucios kutatasoknak, melyek
segitségével tobb millid évre visszavezetheté Osi anyai vonalak adhatok meg (Dane et al.
2004). Vizsgalatainkban két szubsztitucids lokuszt azonositottunk a gdérdgdinnye cpDNS-
¢ben, mely alapjan a harom régészeti gorogdinnye kiilon haplotipus csoportba kiiloniilt. A
mikro/evolicid szubsztitlicios Orajara (ratajara) nincs egységes adat. A szamitott szubsztitacid
/ év adatok eltérnek a kiilonbozo6 vizsgalatokban: az 1,3 x 108 nt / év (Ma, Bennetzen 2004),
az 1.5 1,3 x 10% nt / év (Koch et al. 2000), és a 6,5 x 10 nt/év (Gaut et al. 1996) értékekkel,
sejtmagi DNS evolicidos mutacios ratara vonatkozoan. A kloroplasztisz DNS mutacids 6rdja,
azonban lassabban jar mint a sejtmagi szekvenciaké (Dane et al. 2004), mégis a sejtmagi
adatok tampontot viszonyitdsi alapot nydjtanak (Wicker, Keller 2007), figyelembe véve a
zérvatermd ndvények atlagos kloroplasztisz méretét (120-217 x 10° bp; Palmer 1985).
Mindezek alapjan atlagban 1 Mrd (10%) év alatt mehet végben egy szubsztiticié a cp illetve
sejtmagi genomban. Ez az érték, azonban nagysagrendekkel felgyorsul a nemesités, illetve
szelekcio soran (mikroevoltacid). Amennyiben a clp-12 lokuszon kimutatott szubsztitiiciok
nem csak egy polimorf SNP a kloroplasztisz genomban (Id. az uborka és a dohany cpDNS
szekvencia kiilonbségeket; amelyek természetesen szintén alkalmasak evolucids tavolsag
elemzésekre), a mai gordgdinnye fajtak, illetve a régészeti lelet eltérd citotipus vonalakat
mutat (a mintaszdm novelésével lehetdség nyilik a teljes hazai citotipus vonalak

meghatarozasara is) (folyamatban) (Toth, Gyulai et al. 2007).

102200 102210 102220 102230 102240 102250 102260 102270 102280
F T L L e O T B T T T I R Y IR P
Nicotiana t. cpDNA  GAATCCGCTTTGTCTACGAACAAGGAAGCTATAAGTAATGCAACTATGAATCTCATGGAGAGTTCGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCATGC

Cucumis s. cpDNS e TAG e
C.c.(1.) e TAG. L L Y
C.1.1. (11.) P c LU PP
C.c.(3.) e TAG. L LY
15.sz. Buda e TAG. L -
13.sz. Debrecen e TAGL B it it ettt ettt ettt ettt
18.sz. Pannonhalma e TAGL B it ettt ettt ettt
C.c.(2.) e TAT.......... LY
C.1.1. (14.) co. TAT.......... LY PP
C.1.1. (28.) co. TAT.......... G

3.3.3.3. abra: Szubsztituciok (SNP) azonositasa
a cpDNS (Clp-12) Valin-tRNS lokuszan (102.198
és 102.209 nt-ben) a kbézépkori és a mai
gorégdinnye mintakban, az uborka (Cucumis

—
sativus) és a dohany (Nicotinia tabacum) ﬂ

génbanki adatok 6sszehasonlitasaval; valamint a
mintak evoluciés dendrogrammja (ClustalW)
(Téth, Gyulai et al. 2007).
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3.3.3.2 LTR retrotranszpozonok izolalasa gorogdinnyében

A novényi transzpozonok, retroelemek, ugralo gének. Az eukaridta és a prokaridta genom
igen nagy mennyiségli virus-eredeti DNS-t hordoz, amelyek Onszaporodasra,
helyvaltoztatasra (transzpozicio) képesek (transposable elements, TE-k), ezaltal nagy szerepet
jatszanak a mikro/evoltacioban (Flavell 1986; Heslop-Harrison 2000). Az athelyez6dd gének
(transzpozicios elemek — TE; transzpozonok; a prokariotakban Inszercidés Szekvenciak - IS) a
genombol ki tudnak vagddni, majd athelyezddni a genom egy masik pontjara és ott ujbol
beépiilni. Felfedezésiik nem baktérialis, human- vagy allatgenetikai kutatasokhoz kotddik,
hanem tisztan novénygenetikai eredmény: kukoricaban (Zea mays) fedezte fel Barbara
McClintock (1942, 1950, 1984; Nobel-dij 1983). A transzpozonokat azota minden ¢él6
szervezet genomjaban kimutattak: a férgekben (fonalféreg, Caenorhabditis elegans);
rovarokban (muslica, Drosophyla melanogaster), gombakban (élesztégomba, Saccharomyces
cerevisiae); baktériumokban (bélbaktérium, Escherichia coli) (Feschotte et al. 2002; Olasz et
al. 1997). Az ugrald gének athelyez6désiik modja szerint két f6 csoportra Kiloniilnek: (1)
Retro-transzpozonok és (IT) DNS-traszpozonok (3.3.3.4. abra).

. (a) DNS-transzpozon (b) RETRO-transzpozon
Retrotranszpozonok: A retro- A )
transzpozonok olyan DNS szakaszok, H}})NSL/ )
amelyekrdl szaporodasuk soran elészor , RSl

kivagodas A 4
egy (M)RNS masolat késziil (DNS-fiiggd J ) AAA
RNS
RNS polimerdz 1. Kkatalizisével), majd Revers rasapeis
¥ okt AT ee v
err6l az RNS-rdl reverz transzkripcidval s e
késziil el (RT, reverz transzkriptdz, RNS-
fiiggé DNS polimeraz) a cDNS masolat —
g
(kopia DNS), amely beépiil a genom
masik helyén. A folyamat hasonlit a M M
retrovirusok (RNS virusok) szaporodasara N /
az "stugrott” retro/transzpozon

(fertdzésére) ezért feltételezhetd, hogy a

retrotranszpozonok korabbi VITUS= 3334, abra. Az eukaridta ugral6é gének Osszehasonlitasa.

A DNS-transzpozon kivagodas-és-beépiilés (cut-and-
paste), valamint a RETRO-transzpozonok masolas-és-

ulman . ; beépiilés (copy-and-paste) athelyez6dési folyamata a
(Sch Kalendir 2006, SanMiguel etal. 1996) genomban (Lodish et al. 2004, Fig.10-8)

fertdzések evolucios maradvanyai

A retrotranszpozonok felfedezése nem a

novénygenetika eredménye (ellentétben a DNS transzpozonokkal). Az elsé novényi LTR-
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retrotanszpozont kukoricaban irtak le (Johns et al. 1985). A névényi genom felépitésében
rendkiviili szerepe van retrotranszpozonoknak. A kukorica genom 50-80%-at, a bliza genom
90%-at a retroelemek teszik ki (SanMiguel et al. 1996; Falvell et al. 1986). Az allatok DNS-

ében kisebb a
- séoiik 3.3.3.1. tablazat. A legfontosabb novényi transzpozonok jellemzése és
mennyiscguk, AZ  kopiaszamuk novényfajok szerint (Feschotte et al. 2002).
emberi genom 40%-a Transzpozon Autonom alz\tISrT)-m Névénviai Szamuk a
i . csoportok elemek lemek vl genomban
all retroelemekbdl eleme
I. Retro-transzpozonok (cDNS transzpozonok)
(|HGSC 2001; Yoder LTR retrotranszpozonok
TntlA - N. tabacum >100
. i Ttol - N. tabacum 30 (300)
et al. 1997’ Smit BARE-1 - Hordeum sp. 5-22,000
’ [ copia-elemek Tos17 - O. sativa 2-5 (30)
1999).  ‘Szerencsére Hopscotch B 2. mays 5 g
Opie-2 — Z. mays 100,000
ez a hatalmas - BS1 Z. mays 1-5
Magellan - Z. mays 4-8
retro/transzpozon Huck-2 - Z. mays 200,000
gypsy-elemek RIRE2 Dasheng O. sativa 1,200
4 4 1 " Athila 4 — A. thaliana 22
allomany inaktiv, vagy Athila 6 - A. thaliana 11
: P Tag3 - A. thaliana 1
eplgenetlkal Iag Tarl? - A. thaliana 2
(metilélt) Nem-LTR retrotranszpozonok
LINE elemek: Cin4 - Z. mays 50-100
, ’ Del2 - L. speciosum 250,000
elesendesitett (gene (L1 csoport) Tall - A. tr?aliana 1-6
.. , . - TS N. tabacum 50,000
sliecing), és csak igen  SINE elemek _ s1 B. napus 500
kis része aktiv, illetve 'l- DNS transzpozonok
. B B hAT Ac Ds Z. mays 50-100
indukalhat6 < i . £0-100
pm pm . mays —
mutacioval CACTA CAC1 CAC2 A. thaliana 4 (20)
Mul Z. mays 10-100
Mutator MuDR (Mul A
(Jadskeldinen et al. ) WDR D - A. thaliana 1)
. PlFa mPIF Z. mays 6,000
1999: Manninen et al PIF/Harbinger PIF-like Tourist-like zarvatermdk valtozé
; .
Tcl/mariner MLEs Stowaway-like zarvatermok valtozé
2000; Teo et al. 2005). wmiTE 0. sativa 100.000

A retrOtranSZpozonOk Roviditések Ac, Activator — aktivator elem; LINE, long interspersed nuclear element —

LTR-nélkiili retrotramszpozon; Ds, Dissociation — disszociaciot (géntorést) okozo elem;
LTR, long terminal repeat; MLE, mariner-like element; mPIF, miniature P instability
factor; PIF, P instability factor; SINE, short interspersed nuclear element; Spm,
Suppressor-mutator. Fajnevek: A. thaliana, ladfii (Arabidopsis thaliana); B. napus,
repce (Brassica napus); L. speciosum, liliom (Lilium speciosum); N. tabacum, dohany
(Nicotiana tabacum); O. sativa, rizs (Oryza sativa); Z. mays, kukorica (Zea mays).

szekvenciajuk alapjan
két  fo

oszthatok:

csoportra
LTR ¢és
nem-LTR retroelemek.
LTR-retrotranszpozonok (Long Terminal Repeat retrotransposons:. Az LTR-
retrotranszpozonok mindkét végiikon (5° és 3’ vég) hosszii ismétlddé szekvencidban
végzddnek (LTR - Long Terminal Repeats, hosszu ismétlodo végszakasz). A névényi LTR-

retroelemek a Drosophyla retroelemeivel mutatott szekvencia hasonlosag alapjan copia-
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tipusba (kopia — masolas utan) és gypsy-(cigany — nem a szin, hanem a helyvaltoztatas
aktivitasa utan) tipusba tartoznak (3.3.3.1. tablazat).

Az LTR-szekvencia utolsé végszakasza, univerzalis, konzervativ, rovid 5°-TG....CA-3’
invert ripit (3.3.3.2 tablazat). Valoszinii, hogy a LINE tipusi nem-LTR-retrotranszpozonokbo6l
eredhetnek a termindlis ripitek befogasaval. A két végsé LTR kozotti szekvencidk néhany
fehérje kodolasara (open reading frame) elegendék. Az névényi LTR-retrotranszpozonok
csoportositasa a Drosophyla mutansokban (pl. copia, gypsy) leirt LTR-ckkel valod
szekvenciahasonlosag ¢és kodold kapacitas alapjan tortént. Nagyon 6si eredetiiket igazolja,
hogy a kiilonb6z6 fajokban el6forduld azonos LTR szekvenciatipus (pl. copia) nagyobb
hasonlosdgot mutat a kiillonb6z6 fajokban, mint egy masik LTR (pl. gypsy) tipussal
ugyanabban a fajban (3.3.3.5. abra).

A novényi LTR retrotranszpozonok szerkezete, szekvencidja és életciklusa egyértelmi
megegyezést mutat az emldsok retrovirusaival (ld. kukorica Bsl eleme, és a dohany retro
elemei) (Johns et al. 1985; Grandbastien et al. 1989, 1994, 1997; Grandbastien 1992, 1998).
Az aktiv LTR-ek mutagének, alacsony kopiaszdmuak, mint amilyen a kukorica Bsl LTR-
retrotranszpozonja, amelyet a kukorica adh-1 (alcohol-dehidrogenaz-1) génjében mutattak ki
alig 1-5 kopiaszamban (Johns et al. 1985). Az LTR retrotranszpozonok szekvencia
variabilitasa tette lehetdvé a hatékony LTR alapi marker rendszerek (3.3.7. abra) kifejleszését
(Waugh et al. 1997; Flavell et al. 1998; Kalandar és Schulman 2006) és széles kori
alkalmazasat (Nagy, Lelley 2003; Nagy et al. 2006). Az LTR-transzpozonok tehetdk feleldssé
a C-érték paradoxonért is, ahogy a rizs genom (0.43 x 10° bp) kozel 15%-a -, a hétszer
nagyobb genomu kukorica (2.8 x 10° bp) 50-80%-a -, és a még nagyobb genomu arpa (4.8 X
milli6 év alatt végbement genom-kétszerez6dés (szegmentalis autoteraploidia) is LTR-
indukalt, amely elsdsorban a Huck-2 (~ 200,000 kopia/genom) és az Opie-2, (~100,000
copies) retroelemek felszaporoddsanak a kovetkezménye (SanMiguel et al 1996).

A Liliomok (Lilium ssp) még ennél is nagyobb, tizszeres genom-gyarapodasa (30-45 x 10°
bp) is a retrotranszpozonok aktivitdsanak a kovetkezménye. A novényi genom méretének
novelése mellett a genom atrendez(6dés)ésért (genome restructuring) is az LTR-ek a
feleldsek, ahogy ez igazolddott kukoricaban (SanMiguel et al. 1996) és arpaban (Kalendar et
al. 2000).Az arpa BARE-1 LTR-retrotranszpozon mennyiségének novekedése a genomban
(1.8-r61 4.7%-ra), és kapcsolata a vizellatottsaggal els6ként igazolta az adaptiv evoluciot

(Kalendar et al. 2000).
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(L) RETR Otranszpozonok ~5.000 bp

1. LTR-retrotranszpozonok

kopia (TyD) tipus > 0 L R 0 >

5 pol 3
- gipsi (Ty3) tipus +» preal G20 | 0 FP73 -+
3
-LARD + ,Faal Ipn -'.
- TRIM > [ AN >

- sz616-LTR + 1D »

2. LTR-nelkiili retrotranszpozonok
<

- LINE

~10.000 bp

L 2

5 3
- SINE (z.q.. 4! Human >N 1>
- 0. tipusu mtDINS intron 5

~300bp ¥
—
(IL) DNS transzpozonok
'rii TIR
- Autonom elemek -bs : ;b
R TR
g
- Nem-autonom elemek 5 3
TIR TIR
-»> -»>
- MITE elemek SE.:;'
~400 bp
>

3.3.3.5. abra. A n6vényi transzpozonok dsszehasonlitd szerkezete (Casacuberta, Santiago 2003; Havacker et al. 2004).

— CP, cp: coat protein, viralis burok-fehérje

— GAG, gag: group-specific antigén; virélis erdetli enkapszulacios kapszid-fehérje génje (megegyezik, mas nevezekben a burokfehérje: coat protein
(CP), illetve a tranzit protein (TP) jelzéssel. A GAG fehérjét (a pol kédolja) a virus sajat protedza harom fehérjére (domének) hasitja: matrix (MA),
burokfehérje -azaz- kapszid (CA) és a nukleokapszid (NC). Ez a harom fehérje egyiitt alkotja a virus burokfehérjét (CP - coat protein)

— EN, en: (envelop - burok, boriték), virus eredetl burokfehérje (ENV) gén, amely felels a virusnak a sejtfelszihez valé kotédésben. Két doménje a SU
(surface) és a TM (transmembrane). Az ENV megegyezik az MP-vel (movement protein). A retroelemekben val6 szerepe is ehhez hasonlé (a RE
terjedhet a sejtek kozott is).

— INT, int. (integraz), a retrotranszpozonnak a genomba t6rténd visszaépliléséhez sziikséges, egy endonukledz hatast enzim gén, amely miikédése

— LARD: hosszU retroelem-eredet(i szekvenciak (large retrotraszpozon derivatives).

— LINE, hosszu szekvenciaju, a genomban elszort elemek: (Long Interspersed Nuclear Elements)

— LTR: long terminal repeat (hosszl végsé ismétlédés); az RE hosszl ismétlédd végszakasza (250 — 4.000 bp), amelynek két vége rovid (1-5 nt) IR
(inverted repeat)-ben végzédik (TIR, terminal inverted repeat).

— MITE, mini DNS-transzpozon (miniature inverted-repeat transposable elements)

— pol, mRNS-polimeraz gén, az egyes doménekkel: ap, pr (aspartic proteaz), rt (reverz trsnzkriptaz), RH-H, és néhany esetben int.

— PBS, primer binding site - primerkétd hely (kb. 18 bp hosszu), a tRNS kétd helye, amely primerként szolgal az RT szamara (innen indul a sajat vagy a
gazda RNS-érél) a cDNS (negativ szél) szintézise.

— PPT, polipurin traktus (adenin, guanin) (7-18 bp hossz(), az RT replikaciéjahoz szikséges, azaltal, hogy a primerként szolgal a viralis DNS pozitiv
szalanak szintéziséhez (+).

— PR, proteaz, aszparaginsavban gazdag (AP — aspartic protease), az expresszalt fehérjét funkcionalis egységekre hasito proteindz

— RH, ribonukleaz-H, RNaz-H, RNS-bontd enzim, amely lehidrolizalja az elkészilt cDNS-rél a minta RNS-t

— RT, reverz transzkiriptaz, az RNS-fliggd DNS-polimeraz.

— SINE, rovid magi elemek, (Short Interspersed Nuclear Elements

— sz0l6-LTR , (solo-LTR) csak LTR-retrotranszpozon (két retroelem rekombinacidjabél)

— TRIM: mini LTR (terminal repeat retrotransposon in miniature)

— TIR, terminal inverted repeat; az LTR végszakaszai

— Transposase, transzpozaz, az ugral6 gén genomba épiilést katalizalé enzim
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A copya tipusu LTR-retrotranszpozonok. A copya-tipusia LTR-retroelemek kodold kdzponti
szakasza egy (viralis erdetii enkapszulacios) kapszid fehérje (gag) gént, egy aszparaginsavban
gazdag fehérjehasito (az expresszalt fehérjét funkcionalis egységekre hasito) proteinaz enzim
(aspartic protein - AP) gént, a retrotranszpozonnak a genomba torténé visszaépiiléshez
sziikséges endonukledz hatdsu integraz enzim (IN) gént, és a replikacidhoz sziikséges
ribonukleaz-H (RH) gént kodol (Griffiths et al. 1996; Gribbon et al. 1999). A név a magas
masolati (kopia) szamra utal. A gypsy (Dzsipszi) tipusu LTR-retroelemek. A gypsy-tipust
LTR-ekben az integraz (IN) gén a leolvasasi keret (open reading frame) végén helyezkedik el,
valamint tartalmaz egy tovabbi gént, a virus-burokfehérje eredetii gént (env - envelope),

amely azonban nem minden copia-tipusu LTR-ben talalhato.

3.3.3.2. tablazat. Néhany LTR-retrotranszpozon Osszehasonlitasa, a konzervativ szekvencidk jelzésével
(alahtizva). A copia és Ty912 elemek nagyon aktivak, mig a ladfii (Arabidopsis) TAG-3 retrotranszpozonja
elvesztette athelyezddo képességét egy belsd delécidos mutacié miatt (Voytas, Ausubel 1988; Rédei 2003).

LTR 5’ -LTR 5’ és 3’ LTR ko6zdtti szekvencia 3’ -LTR
retrotranszpozon szekvencia szekvencia
Copya 276 bp 4190 bp 276 bp
(Drosophila) TGTTGGA. . . TACAACA GGTTATGGGCCCAGTC...TTGAGGGGGCG TGTTGGA..TACAACA
Ty912 334 bp 5250 bp 334 bp
(Saccharomyces) TGTTGGA. .. TTTCTCA TGGTAGCGCCCTGTGCT..TATGGGTGGTA TGTTGGA..TTTCTCA
Gypsy TAG-3 514 bp 4190 bp 514 bp
(Arabidopsis) TGTTGGA. . .GGTAACACA AGTGGTATCAGAGCCA..AAGGTGGAGAT TGTTGGA..GGTAACA

A LARD (large retrotransposon derivatives), TRIM (terminal repeat retrotransposon in
miniature), Solo-LTR (csak-LTR). A retrotranszpozonok rekombinacios termékei a LARD,
TRIM es Solo-LTR retro elemek (Devos et al. 2002), melyek a genom védekez6
mechanizmusanak eredményei (Witte et al. 2001; Petrov 2001; Witte, Panaud 2005). A
retroelemek rekombinacioja tori a teljes elemet, ezzel athelyezédési képességiik csokken “a
genom védekezik”, de uj formak MITE, TRIM keletkeznek, amelyek transz RE elemek
segitségével wjra szaporodhatnak (SanMiguel et al. 1998; Witte, Panaud 2005). A genom
tovabbi vadekezé mechanizmusa a DNS metilacio, amely a genom CG, CNG szekvenciaiban
nagy mértékii (Gruenbaum et al. 1981), ezaltal gatolva a DNS-parazitakat (retroelemek)
athelyezodésiikben (Yoder, Bestor 1996). A gordgdinnye genomban elséként izolaltunk

retroelemet (TRIM, sz616-LTR), amely ilyen rekombinacios folyamatok eredménye.
LTR-nélkiili retrotranszpozonok: A terminalis ismétlédést nem tartalmazé LTR-nélkiili

retroelemeket (nem-LTR retroelemek) hosszusaguk alapjan csoportositjuk: LINE (hosszu

szekvenciaju, a genomban elszort elemek: Long Interspersed Nuclear Elements) és SINE
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(rovid szekvenciaju, a genomban elszort elemek: Short Interspersed Nuclear Elements) retro-
transzpozonok (Martin 1991; Okada 1991). A LINE és SINE retrotranszpozonok az allati és
emberi genomban jatszanak f6 szerepet, mig a novényekben az LTR retrotranszpozonok a
jelentdsek (Leigh et al. 2003; Schulman, Kalendar 2005). A retro/ transzpozonok autonom /
nem-autonom tulajdonsdga a kodold kapacitasra utal. Az autonom elemek mindig
rendelkeznek a teljes gén szekvencidjaval (OFR — open reading frame), mig az autonom
elemekbdl bels6é delécidval 1étrejovo nem-autonom elemek mar csak mas retroelemek transz-
aktivaciojaval még képesek a transzpoziciora (Martin 1991; Okada 1991).

LINE elemek (Long Interspersed Nuclear Elements): Feltechetéen a LINE
retrotranszpozonok a legdsibb retroelemek, nem hosszu szakaszok (6-10.000 bp), csak néhany
fehérjét kodolnak (open reading frames - ORFs), amelybdl az egyik az RNS-fiiggé DNS
polimeraz (reverz transzkriptaz enzim -RT), amely hordozza az RNS-k6té (PBS — primer
binding site), az enkapszulaz (gag viralis burok- fehérje gén) és az endonukleaz-H (RH)
domént. Az RT gén szekvenciaja alapjan a LINE elemek 14 csoportba sorolhatok (L1, L2,
CR1, Rex1, RTE, R4 stb). Az emberi genom hatalmas mennyiségli LINE populaciét hordoz
(850,000 LINE elem), amely a genom 21%-a (IGHSC 2001). A LINE elemek szaporodasa
(replikéacioja) az athelyez6dés helyén (lokusz) megy végbe, ahol az RT az endonukleaz
aktivitds segitségével hasitja a DNS-t, szabad 3’-hidroxil csoportot hozva létre, amely
primerként szolgal az RT reverz transzkripcios aktivitasahoz (Kumar, Bennetzen 1999).

Minddssze 50 LINE-L1 elem miikddik, mint ’gén’, amely atirodik és szintetizalodik
(IGHC 2001). A legfontosabb LINE elem az L1 (LINE-L1) elem. Egy tipusos L1 elem (6,500
bp) a kovetkezd modon szaporodik fel a genomban: a DNS-fliggd RNS polimeraz (RNS-
polymerdz II) enzim katalizisével atirodik (megszintetizalodik) az L1 retroelem DNS-16l az
RNS masolat. Az elkésziilt RNS-rdl a sejt riboszomain megszintetizalddik (transzlacio) az L1
fehérje, majd ez a fehérje és az RNS 6szekapcsolddik (ribonukleo-protein) és ujra visszajut a
sejtmagba. Az L1-fehérje endonukleaz doménja (endonukleaz-H -RH) hasitja a genom DNS-t
a beépiilés helyén (4ltalaban az intronokban). Az RT (revez transzkriptdz) megszintetizalja az
RNS templaton a LINE DNS 10j masolatat, amely visszaépiil a genomba. Ez a masolas-
beépiilés (copy - paste) altalanos mechanizmusa, ahogy a LINE elemek felszaporodnak a
genomban. A LINE elemek szama ¢és szerkezete alkalmas a genotipus azonositasara (DNS —
fingerprinting). A variabilitas egyik oka, az a folyamat, amelyben a LINE elem atirddasa nem
all meg a végszekvencidnal, hanem folytatodik (downstream irdnyban) ezaltal hosszabb
retrotranszpozont eredményezve. Néha viszont szakaszrovidiilés is végbemehet, amikor a

transzkripcidban nem irédik at a teljes retrotranszpozon hossza (Kumar, Bennetzen 1999).

74


http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/RFLPs.html#fingerprinting
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/RFLPs.html#fingerprinting

Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés 3. Eredmények és Megvitatas

Pszeudogének: A LINE elem életciklusa soran megtorténhet, hogy nem a sajat, hanem a sejt
MRNS-¢ér6l készit kopiat (cDNA) ¢€s azt épiti vissza a genomba, ’génduplikaciot’ okozva
ezzel. Azonban ezek a ’sajat’ retroelem DNS szakaszok, érthetden nem hordozzdk az eredeti
gén (DNS) intronjait, és regulator szekvencidit (pl. promoterek, enhanszerek), ezért ezek
halott géndarabok, algének: ’pszeudogének’ (Bennetzen 2000).

SINE LTR-nélkiili retrotranszpozonok (Short Interspersed Nuclear Elements): A SINE
elemek rovid DNA szakaszok (100400 bp), szintén revez transzkripcioval irédnak at, de
eltéréen a LINE elemektdl, nem RNS-polymerdz II révén, hanem az RNS polimerdz III
szintézisével, amely tRNS, 5S rRNA és még néhany snRNS (small nuclear RNA) atirasat
végzi. A SINE elemek rovid szekvencidjuknal fogva nem kodolnak fehérjét, a sajat
replikdcidjukhoz sem (nincs transzpozdz génjiik); de a (megmaradt) promoter szakaszuk
révén a LINE L1 elemek transzpozaz enzimeinek segitségével képesek szaporodni (copy and
paste; masolas és beillesztés). A legkutatottabb SINE elem az emberi genom Alu-elemei
(Nelson et al. 1989). A human genom nem-LTR tipusti (LINE és SINE) retrotranszpozonjai
(L1 és Alu) a human genom 25%-at teszik ki, néhany novényfajban is igen magas a
kopiaszamuk (Heslop-Harrison 2000; Batzer, Deininger 2002). Az Alu szekvenciak
felfedezésének torténete mintapéldajat adja a novénytudomanyoknak a genom-analitikai
alkalmazasokhoz. (Az Alu jelzés a Arthrobacter luteus baktériumbol izolalt restrikcios
endonukleazra utal, amely az emberi genom AG|CT/TC1GA retrotranszpozon-eredetii
szekvenciait hasitja). Az Alu-elemek rovidek (300 bp), ezért a SINE elemek kozé sorolt
retroelemek, €s ugy tlnik, hogy a 7S RNSrdl késziilt masodlagos kopiak. Az emberi genom
tobb mint 1 millio Alu elemet tartalmaz, ezzel egymagaban foglalva el az emberi genom 10%-
at (IGHSC 2001). Ahogy az Alul emésztés (5'-AG/CT-3") restrikcidos mintazatvaltozasa
(inszerciok/deléciok) mutatja az 1 milli6 Alu elem 0.5%-a polimorf, ezaltal alkalmas a
genotipus azonositasra: a legtobb inszercid a lokusz-specifikus Alu-szekvencidkban azonos az
emberben €s az emberszabasu majmokban, azonban, 2.000 Alu inszercidé csak az emberben
talalhato meg (Roy-Engel et al. 2001; Batzer, Deininger 2002).

A ndvényi retrotranszpozonok szaporodasaban (replikacidjaban) nincs  javito-
mechanizmus, mert a reverz-transzkriptiz (RNS fiiggé DNS-polimerdz), eltéréen a DNS
polimeraztol, nem rendelkezik helyesirasjavitasi (proofreading) aktivitassal (3° és 5’
exonukleaz aktivitds hidnya), amely hiba mértéke 2.5x107 nt/replilkaciés (in Kalendar et al.
2004). Ezért egy ‘’ugrald’ retrotranszpozon nem Onmaga kopidja, hanem egy
retrotranszpozon-populécioé, amelyet szaporodasa kozben hoz Iétre. A retrotranszpozonok, a

szelekcios nyomds hidnyaban, minden muticiét megtartanak és tovabbadnak, ujabb

75


http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/Transcription.html#rna_polymerases
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/Transcription.html#types
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/Transcription.html#types

Gyulai G (2010) MTA Doktori Ertekezés 3. Eredmények és Megvitatas

lehetéséget nytjtva ezzel a retroelem-alapu genotipus azonositashoz (Vicient et al. 2000,

2001ab; Kalendar et al. 2004).

A retro/transzpozonok aktivacioja: A retro/transzpozonok aktivaciojara sok erdfeszités
tortént, amelyek koziil ketté — a rendkiviil nagy szamban eléforduldé MITE transzpozonok
(miniature inverted-repeat transposable elements), és az LTR-retrotranszpozonok (long
terminal repeat) aktivacidja igazolt (Pouteau et al. 1994). Transzpozonok reaktivaciojatol Gj
genotipusok generalasa varhato (Hirochika 1993). Az els6 (re)aktivalt ndvényi
retrotranszpozont (Tntl) dohany protoplaszt kulturaban sikeriilt kimutatni, gombakivonattal
indukalt védekezési mechanizmus bekapcsolasaval (biotikus stressz) (Pouteau et al. 1991,
1994). Ezt kdvetden Ujabb reaktivalt RTL-retrotranszpozonokat irtak le dohanyban (Ttol,
Tto2) és rizsben (Tos17) (Hirochika et al. 1996, 2000).

DNS transzpozonok: A kukoricaban leirt DNS transzpozonok (McClintock 1942, 1954; 1984)
olyan DNS-szakaszok, amelyek kivagodasa, athelyezddése (traszpozicio), szaporodasa é€s
visszaépiilése soran végig DNS szakaszként vesz részt (pl. Ac - Ds elemek, illetve a
Drosophyla P-eleme) (3.3.3.6. abra).

A genomban tobb-ezer kopiaszamban fordulnak el6. A DNS-transzpozonok szerkezetére
jellemzd a két végso (termindlis), egymassal szembenézd (invert) szekvenciaismétlodés (TIR,

terminal inverted repeats), amely szerkezet sziikséges a kivagddashoz és beépiiléshez (lasszd

képzés). Ez a kivagoédas -
athelyez6dés - beépiilés (’cut-and-
paste’) folyamata, melyet a

transzpozon altal kodolt

transzpozaz enzim katalizdl TDS

képzddéssel (target site

duplications) jar (Kumar,
] 3.3.3.6. abra. DNS-transzpozonok és aktivitasuk morfologiai hatasa
Bennetzen 1999; Grandbastien et kukoricaban (Feschotte et al. 2002).
al. 2005). A legtobb eukariota DNS transzpozon a transzpozdz gén szekvenciaja és az enzim
szerkezete alapjan a DDE transzpozaz-tipusba tartozik, amely csoportositds az enzim
evolucidsan konzervativ katalitikus doménjének harom koézponti amindsav szerkezetére utal:
Aszparagin (D) - Aszparagin (D) - Glutamin (E). A DNS transzpozonok specialis formaja a
miniatiir transzpozonok (MITEs, Miniature Inverted-repeats Transposable Elements),

amelyek hossza (altaldban 400 bp) nem elegendd egyetlen fehérje kodoldsara sem.

Szekvencidjuk sajatsaga a 15 bp hosszu inverted ismétlédés: 5'-ggc cag tca caa tgg ..~400nt..
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cca ttg tga ctg gcc-3'; 3'-ccg gtc agt gtt acc ..~400nt.. ggt aac actg acc gg-5', eloszor 2001-ben
mutattak ki (Witte et al. 2001). A rizs (Oryza sativa) teljes genomszekvencia elemzése tobb
mint 100,000 MITE-t mutatott ki, amely a rizs genom 6%-t is meghaladja (Shan et al. 2005).
A kukorica volt a legjobb alanya a szinmarkerekkel nyomon kovetheté TE felfedezésének. Az
egysziki fajokra jellemzé szemtermés szoveti szerkezetébdl ismert a nagy fehérjetartalma,
egy-sejtsoros aleuron réteg, amely triploid (3n) sejtekbdl all, és a keményitds taplalo szovet
(a ’lisztes’ rész) legkiils6 burkold sejtsora, és amelyben a festékanyagok (antocidnok és
karotenoid pigmentek) szovetspecifikus bioszintézis megy végbe (Id. a kiilonb6zd szini
kukoricacsoveket: fehér, sarga, piros, fekete szemekkel) (3.3.3.6. abra). A kukorica Ds-Ac
elemeinek vizsgalatakor igazolodott, hogy Ds transzpozon atugrasa kromoszomatdrést okoz
kukoricaban, ezért a Ds (dissociation - disszociacio, szétvalas) jelzést kapta (ma kromoszéma

torést, ’brake’-et értiink alatta). A Ds transzpozon, azonban, csak egy masik transzpozon

jelenlétében -
(aktivaciojanak hatasara) a
. gDNA = core LTR S8Rs R
képes athelyezddni, ezért
ez a masik transzpozon Kl
b ﬂ—
az Ac (Activator - - '
aktivalo, serkentd) jelzést
=
kapta. Az Ac- C ﬂﬁj
transzpozon 0nallo életet b
is él, nem szorul a Ds
- =

transzpozon-populaciéd

alkotja a kukorica Ac/Ds 3.3.3.7. abra. A retrotranszpozon-alapi marker modszerek. (a) Az IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism) két retrotranszpozon kozotti DNS

transzpozon csalddjat szakasz szekvenciajanak elemzésére (Kalandar, Schulman 2006). A genom
. altalanos részei a genomikus DNS (gDNS); LTR-retrotranszpozonok (LTR
(McClintock 1950, piros szakaszok kozé zarva a retroelem tobbi részét — core); SSRs

1984;). Hasonl6 DNS (mikroszatllita ismétlédések); R- restrikcios hasitohelyek. (b) A REMAP
' (REtrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) a retrotranszpozon
transzpozonokat irtak le ¢s egy kozeli SSR kozotti DNS szakasz elemzésére szolgal (Kalendar,
Schulman 2006). (c) Az SSAP (Sequence-Specific Amplified Polymorphism) a
késébb petunidban, retrotranszpozon és egy restrikcios hasitohely(hez ligalt) illetve adapter (Id.
, .. . AFLP; Vos et al. 1995) kozotti DNS szakasz elemzésére (Waugh et al. 1997).
szojaban,  kdlesben is (d) RBIP  (Retrotransposon-Based Insertional ~ Polymorphism) a
(Craig et al. 2002). retrotranszpozon ¢és a hatarolo6 DNS szakasz kozotti szekvencia elemezését
(Flavell et al. 1998) célozza (Kalendar, Schulman 2006).
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Retrotranszpozon-alapu genomelemzés: A genom retrotranszpozon eredetli szakaszainak
kimutatasara kifejlesztett IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism), REMAP
(REtrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) modszerek napjaink fejlesztése
(Kalendar, Schulman 2006; Shulman 2007). Az IRAP moddszerben az LTR tipusa

retrotranszpozonok LTR (Long Treminal Repeat) szakaszaira tervezett primerekkel két LTR

39 40°41 42 43 44 D D; BpPhhw

I

.ll.”lw ‘l | b I

i 1%

3.3.3.8. abra. Az LTR-PBS polimorfizmus (az LTR retrotranszpozon PBS szekvenciajara specifikus) mai (1-44)
gorogdinnye (Citrullus lanatus) fajtakban és régészeti leletek DNS mintaiban (D1 és D1 -13. szazadi debreceni
minta; Bp — 15. szazadi Budavari minta; Ph — 18. szazadi pannonhalmi botanikai minta).

kozotti DNS szakasz elemezhetd, mig a REMAP technika a retroelem LTR szakasza és a
genom SSR szekvencia kozotti szakasza elemezhetd (3.3.3.7. abra). A modositott RBIP
modszer (I-PBS, inter-primer binding site) (Kalendar et al. 1999) a retroelem PBS elemzésén
alapul. Munkam soran az IRAP és a modositott RBIP modszert (I-PBS, inter - primer binding
site) alkalmaztam.

LTR retrotranszpozonok elemzése gorogdinnyében (Citrulluus lanatus)
PBS-specifikus fragmentumok elemzése: A novényi genom LTR retrotranszpozonjai
(hasonldan a human genomba épiilt retrovirusokhoz) a gazdasejt aktualis tRNS allomanyat

hasznaljak szaporasi ciklusuk elsé 1épéséhez az mMRNS szal szintéziséhez, amely kozvetlentil

@
D ——
e
S % ACC GAG " INT RT-RNAsaH
TGTTC. .. ... LTR. ..... CAACANNnTGG. . . pBS TGTTE LT CAACIﬁ
Yom ...... qIT LIIISII umo...saa- ‘ I : : ‘n!s.'.'.'.'.'.' sl
L 1000 1500 2000 2500 3000 300 4000 4500 ¥ 1 LLOL

3.3.3.9. abra. A retrotranszpozonok tRNS™' (CCA) szekvencidjaval analog PBS-primerek (1-51)
tervezésének elve (eredeti)
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az 5’LTR szakasz 3’ végén kezdddik 1-3 nt-ot kdvetden. Ez a szekvencia éltalaban 18 bp
hosszt, PBS (primer ko6t6 hely, primer binding site). Az evolucié soran a sejtben legnagyobb
mennyiségben eléforduld tRNS-t a met-tRNS-t felhaszndlod retroelemek szaporodtak fel a
genomokban (Neuvéglise et al. 2002) (1d. a HIV virus a lizin®-tRNS-t hasznalja). A met-tRNS
3’-végi amino6sav koto tripletje CCA (3.3.3.9. abra), melynek komplementer szekvencija a
PBS-ben GGT. A tervezett PBS-specifikus primereink 3’-vége ezért minden esetben a CCA
volt (2.10. tablazat, Anyag és Mddszer fejezet) (Kalendar, Schulman 2006). Osszesen 51 PBS
primert teszteltiink melyb6l mindegyik mutatott amplifikaciot. A fragmentumoknak azonban
csak kozel a fele szarmazik PBS-komplementer szekvenciakbol, a tobbi fragmentum a
genomban statisztikusan el6forduld egyéb szekvencia (Manninen et al. 2000). Azonban ez a
technika is alkalmas volt nagy érzékenységli genom Osszehasonlitasra, melyet elvégeztiink a
mai gorogdinnye fajtakon és a régészeti leletek DNS mintaiban is (3.3.3.8. abra.). Mind a két
15. szézadi, és a 18. szdzadi mintaban is sikeriilt kimutatni retrotranszpozon eredetii

fragmentumokat, még a nagy mol tomegii (3 Kbp) frakciokban is (3.3.3.8. abra).

LTR retrotranszpozon izoldldsa, klénozdsa és szekvendldsa: Uj LTR retrotranszpozonok
izolalasahoz klonoztuk a PBS fragmentumokat, majd kolonia PCR-ben amplifikaltuk, pGEM-
T easy vektorba ligaltuk, E. coli baktériumba klonoztuk, majd a plazmidot tisztitottunk és

univerzalis primerekkel az inszerteket megszekvendltuk (3.3.3.10. abra). Osszesen 30 klont
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3.3.3.10.abra. LTR retrotranszpozonok izolalasa gorégdinnyében (Citrullus lanatus). PBS-specifikus primerteszt (1-51) a
gorogdinnye csoportos DNS mintdjaban (a); A #2756 sz. PBS primer fragmentum mintazata 24 gérégdinnye mintaban (1-
24, 1d. 2.5. tablazat) (b); E. coli-ba transzformalt PBS-fragmentumok kolonia PCR vizsgélata (61-92) (c); a klon-inszercio
ellendrzése kettds emésztéssel (Rsal és Mspl, 4nt hasitok) (d) (1-38: E.coli klon). Mw: Fermentas SM0331.
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szekvenaltunk (20.997 nt), melyek koziil 18 szekvencia (60 %) mutatott LTR eredetet az
altalanos LTR szekvencia alapjan (primer-CCA-nnn-TGCG-nnn...).

A 18 LTR szekvencia lehetséges teljes hosszanak tovabbi amplifikaldsara 34 IRAP (Inter
Retrotransposon Amplification Polymorphism) (Kalendar, Schulman 2006) primert (ld.
2.10.c. tablazat) terveztiink, melyek mindegyike alkalmas volt LTR alapi IRAP-

polimorfizmus meghatarozaséara gorogdinnye fajtak kozott (3.3.3.11. abra).
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| 1

|
i

n

!

-»

H

TRIRN |

| muiwt:_

b

i
3

3.3.3.11. abra. IRAP polimorfizmus gorogdinnyében (Citrullus lanatus). Primer teszt (1-34) IRAP
Retrotransposon Amplification Polymorphism) primerek tesztelésére () Mw: Fermentas SM0331.

[
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Az LTR-retrotranszpozon szekvenciak (1-18) BLAST elemzésében génkapcsoltsagot (Jiao,
Deng 2007) igazoltunk, ugyanis a retroelemek nagy szamban épiilnek be funkcionalis gének
promoter kozeli szekvencidiba (nested retroelemek), ezzel a gén expresszid mértékét is
befolyasolva (TE-related genes). A rizs teljes genom szekvencidjanak ismeretében, meg
lehetett elemezni az Osszes TE-kapcsolt retroelemet: a rizs genom 14.404 génjének
szekvencidja tartalmaz retroelemet, ebbdl 9.493 gén Retrotranszpozont, és 4.159 DNS
transzpozon szekvenciakat tartalmazott (Jiao, Deng 2007).

A gordgdinnye teljes genom szekvencidja messze nem ismert, azonban a BLAST
elemzésiink soran a 18 szekvenciabol harom  LTR-retrotranszpozon mutatott
génkapcsoltsagot. Az egyik (2251. sz.) LTR retrotranszpozon szekvenciajanak (1.163 nt) 284
nt hosszi szakasza megtalalhatdo volt a gordgdinnye gylimolcsmagi nucellusz-specifikus
fehérje gén (WM403) hatarol6 (flanking) szekvenciajaba épiilve (AF008925) (1.711-1.408 nt)
(3.3.3.12. abra).

A 284 nt hosszu retrotranszpozon szekvencia elemzése (dotplot) azt igazolta, hogy TRIM
(terminal repeat retrotransposon in miniature) illetve sz616-LTR-t (csupan két, egy korabbi
transzpozon 5’ és a 3’ LTR-szakaszanak rekombinacios terméke, a teljes belsd domén

elvesztésével) (3.3.3.12. 4dbra) azonositottunk, elsdként a gorogdinnye genomban.
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[sequence:

&1 parTrRGT

TTCASTITCR AMATATTACA ATTITACTAT TTRAATTTER ATTTTETTTT

121 RATATGTCR CTACGTTTER ACGTTTTATA TITITARCCT TAATITTTCA TIRMTAETE

241 TCARAAOTOR TCARAATCTC TGRAACTTAA TTRATTATAG TTITTTTAAT TARTTTARAT

291 TTATIMCAT ACHTTARCAT TGAMAATCAN ARAATGARTR TTIRGTAAMA AATCGAGOT]

361 PARTCTCTAR ATATTGRARC TTGEGGACCR ARTTARAATA ARGCTCARAT GTCRATTCAT

421 PACARAGTTC ARATGRATTT CGTTGTTTGT TRTGGTAGGA ARGRGAATAR CTTTARGATR

491 CORRATORTY TCRAATCOTC TTTTTRCTTT ARARAARCCT TCCORACCRR AATCOTOOGH

41 [TTTGoRGAN TITCATAGGA TTIMRAATA AATIRGSTAG TEGRGETIGT CATATICTAG

601 TTTTCRATTR ACAGTARATT TTTRACTITT TITITICICT TTITCTGTTR RCRTOCARRE

€61 ACRRTTTIAA ATACATICAT TCARATCTTT CCGTTCCAR ATRAAATART TRATTTTAAS

721 TCATITTITA AATTTCARRT TRCRARATTT ARATCATTT GTTCARATTT GTTARATETR

701 INITIRCGCT AMTICIA AARSTINCES AIGTTONGE ARCCATTTT GTISTETEC]

©41 TTCTIATATY AGTCCACCTT TTTGTTTGAR AGRCATTTAT GCRATTCAGG ARATARTTAD

501 ATTRGRARTC CRACTRRGRT CTROGTTCRT CORATTTICR ACTTACCTTC TTCCOCTOCR

961 CCACATIGTA TTATTARARA ACARATIAAG ARCATCTICS TATATGAACH ATTCCASTAT

(e)

o3,

b|AFD08925.1|AF008525 Citruflus lanatus seed nucellus-specific

Cila— 1 TRIM ret rot ran sZpOZOn protein (WM4T3) gene, complete cds, Length=2726 Scare = 266 hits

(294), Expect=_2e-67; Identities = 245/306 (80%), Gaps = 18/306 (5%);

Query 2 g
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(d)

(a) >#2251 (11_20) (1.163 nt)
2acaggogatgataccaaaaagcattatattaatagtyyyyagtytastatttygyacecaaatyotttaatecgacaatogotototyttyaatygogtaattaageatyt

021 TCACTIEARG ATGACATACH ACAATTACT ATRAGTTATA CTAATTTAM ARGTGGTCEE

1691 AATTCRTRAC TTTCTTTGIT CTITAMTITC COTRATORTR RTCRATTGTR GoncocoCTT

/1141 CTARATCTCT AATCAAAACE COTRATTTGR TTOAAGARCD ARCOATETTC AATCTAATTE

‘ttasattttattttatgaactttgtttgoatcasatotgacatasagtttcacaastactacattttotaacasaaggticatacycacygtctatyoctitggtiggtata
asatagagasaaatggtcatttgataatbatttbtttbittaasataaaasasacattatytttattbicttateatattacagtataataatttocatatttottancaaa
aatttgasttcatggctasastetoaagaascaasgacagtgyttyatttasgtyyttgttyaatatyaataattttytytbttyayttttyatecoacticoyaaagotttga

W) | tgattttgttgggaagtagotagetegggtaaastgttattgggagtgtetotttttgaaacaggttaaagycaasaaaattggatttegbtytygtagegtegttatycty
1201 TACTICARA TIGTCTCACA TCCACTACAT TTACCGTTAC TOTTATACAT ATTSTICETH unses, ctgaaattttttctaggacatgagagttattaaagttagtgataggttasatgtggtgacgtecctagtttagtttagaaattggygtogteacaattgttgtagtyacatt
1261 TARCGOTACE AATGTTATCA ATCTGTCACA TYTATITTTT ACOTTTATIA TTRCCATICE | . tttaacactatattgasattagacgasttatgataagetaagtggtggtttgttegagaggaggatacgagtycatatecctaatyagatotaaggtgttgtytactattyy
1521 COTTAAACAG TRRCEGTGRE GATRRCGATA RTRRTRRRAT GTGRCARATT CRTRATTTTR astaagcaacasasgttttcaagaaastggeatggtygtotatatgaatygatacactycctocatcatactTETTERAGEECTTTGAATCCTAAACTTAATTAGAATTGET
et | ATTTGATATATTTAATTATTTAAATAT TTTCATTCTCCAC CTAGES TTTAGAGAAGTETT TTATATAAA CTETATAACCAT TATTCATTT TEC EECATTC TS TASTCTTAAG
promat| ACATTCTCTTTAACAAAATTT TTTGT TGGACGTAGCTAAT. TTGTTAGT CACGET. ATCTTCTCTACTTTTACGT TCTTTTGTATTC

o e TIcTcon: TICCCTTD oo DA T T T COAT T O T A CAdaet Got 2t 0at 0 0ont bt
Lo

B
I e S S T S s | | (D) scilal {284 nt)

uwes | | TETTGEAAGECCTIGAATCATAAACTAAT TAAAATTGETATCTGATATAT TTAATTATT TARATAT T TT CATTCTCCACCTAGGET T TAAAAAGTGCACTATATAAACTCTA
1621 ACATIOTIAG TOCACARCOT AAATITGTOT GTCGATCTIT ATTTGTATIT TTTACOTTAT | . TAACCATTATTCATTTIGCGGUAT TT. ITCTCTCT ITTCCCTCTAT TGEACGTAACTAACACAT T GTTAST GAACAACGTAAATTTS
heos TricTATINY TrRATICTC ATTTCATAMG mfTATRYTTC ToATTCRGRC conT Tl | TeTeTCEATCITCACTACTTITACGT TATTT TS TAT TATT TAATTGTCGATTTC ATARCA
1741 TCCACCATCA ATGARATETC ATTACCATTA CATCAATTTT TATTACGAAT TCGTARATGT :;:‘ (c) >AF008925 (Citrullus lanatus) (2.726 nt) seed nucellus-specific protein (WM403) gene
lioo1 memmenTren sroTCOTET Seomereren rrererrent mrrrenore crrmrore | | gpatetttttaagtgttggygetggtttttattttytttacgagtttcasaatgttacetaatttagtattteagttteasanatattacaattttactatttasatttyaat
ey g aatatggtoactaggtttcascgttttatatttttaaccttaatttttcattaaatactoatotteaateyttyacgttaatgtotattasttaattaaaatta
l1e61  TcRACARGAC ACRATAATAT TRAATCTGAR TITATATTTG CoToATTGeT ARoATITAGS
umea| | attatasagtgagatttcasaagbgatgassatctgtyasacttaattasthbatagtttttttaattaatttasatttattaacatacattaacattyasaatgassaaaty
1921 BATTICTCTA ARACCARAC RACETEARAC CATATCAATA CRCARTAGAR STRTATCCSY ues | aatatttagtaaasasatcgaggttaaatgtgtasatattgaaacttggggaccaaattasaataaagotcaaatgtcaatteataacaaagttcasatgaattbegtbgttt
1991 CoATGoRARY TYRRRGCECR ATGRATTGET GATGSGOCRE TCRMCTRETT GITTCTATTR o gttatggtaggasagagaataactttazastacgasatgatttoaaatectytttttactttasaasaacoticecaaccanaatyctoggatttigoagaattteatagya
o1 CopErVonT ToconToue weTonteR AT oo comen TRT] ey | | CTTeRdsstasattacctagtegacettgteatatictastttteastisacagtasatititaactbittittttotottittotyttaacatecsaacacaatittasat
— — — — s | acatteattcaaatotttetogttccasatasastaattaattbbasateattbtttasatbtoasattacassatttasaatoattbyttcaaattbytbasatetatatt
—mm""h‘w| romater ol taggytasasattotassagbtacegasagtbyagoasacoattbtgttyboteatitottatattagtecaccttottytttyasagacatttatyoaattcacgasataa
o161 arcemnec conocance CaRGATGRRR ATCGTCGOTR AGGTTCTCGT CooATGETE ttasattagesatccaactaagatctacyttgatgcaattttyaacttaccktgttegggtecaccacattytattattaaaanacaaattaagaacatctbggtatatyaa
"%, | ceattcgagtactcacttcaagatgagatacaacaattacctataagttatactaatttasasagtggtcccaattcataactttytttgtigtttaatttecytaateata
o ezoererere emmmmcomn cescervere ewerreres meocowe movovroer atgaattgtaggaccocgettgtasatotytaatcasaacyogtastitgatigaagaacyaaggatgttcaatotaatigtagttyaaastigtytyagatocactacattt
e e W | | scogttagtgttatagatattgttgotatascggtacgastgttatgaatotytoacatttatittttacgtttattattaccaticgggttasacagtaacygtyacyats
a1 ITeanconne comcTecAnR ToCTTATCES CATETTTTAN ATCRAARATA ToRGTEATAE | acgatastastassatgtgacasabtcataattttaagtasacgtyatcasaagtastocaalTACASTETIGEAATGCCTTG ARTCATAACCTAATTAAARTTGGTATCTT
Tt % | ATATATTTARTTATTTAATTTTTITCCTTCICCACTTAGGGTTTARRRRGTGCACTATATARRCTCTTTAATTCTATAGACTTTATTCATTTIGTGGTATTATATARTTTTA
[po41 peACCoAGS ANGACTATCA CTGTGATGE TRCARATAT ARGRTARRAR TTOCTATORR | TARCATTCTCICTAATAAAATTGTTATCCCTCTATCTCGTEGACG TARCT ARC ACAT TG T TAGTGCACAACGTARAT TTG TG TG TC6 ATCTITATTTCTATTITTTACGTTA
—— 8 s | TTTIGTATTATTTAATTGTCGATTTCATARCACTTATAtttytyatteagacceattacyattggaccatoastyaaatoteattacyattacatoantttttattacyaat
fres PSS CYoree veoE N cwoMRYS ACEIETCN AIGIRY 1y tggtaaatgtaaatattttastgotectttyggacaasaaasasasasattattttaactecttcatytaateaacaagacagastastattasatytyaatttatatttgyy
e T T vt e v “vr | tuattgctasgatttagoasttictotaasaccaassgascotcsascoatatcastacacastagaagtatatggggecatycasatttasaggccastyastigotyaty
[+ QSTCOTATA RonPCooNT ACCONNGSEE PAMGNGATCE CEACHARSTA TCBASTIERS 1y, ggecactcasctacttgtttctattagaacaasgaticocatycagaaactoatasattactecatycassaagactaccaaaaticoctttyctagotatasatttggagy
T F v r R r T PR r rEn s rr v e @ v | coteaasceatttteactacaagasyaaaagasgatagasaaaccasagcaagagasgatgasaategtegytaagyttotegtoyocatgetegtaatotetgoaatagaa
o1 cosanrTYeS CrrGaactn scerancos ATRABIATAS TTATATATIS CTTATGTITY iy, atggegottetggaasatyttyaaggagyaagagagatyyytttyasggasgcaactyoraatyettatococatybtttaaatyaaaaatatyagyyatacaaacccaagy
T e e e 1 pretein aagactatyaghgtyatggatacaaatataaagatasaaattgctatyaatatgyoaattytyacasatotecotacaacyaagaagaagacyaccyteaatacaacyygay
[ CIOTGRATAN ToATRATARS TAGOTETIGE TIRATGGONT TTIGETTIN CTRATATSY oy, teegtataagaaacogatacogasgecgasagagatyyecayasagtatygagttcaceacaatttccettyasactaaagetaacceataagcatagttatatattgotta

——————a oA
I T tyttttetatyaatastaataataagtaggtettgettastyygattttgotttasctasatatytaagtaagyecaagytaatyyaatyasasatottootactangytat

atgetatttgatasasagacactttotecctectetetey

1 FAAGACACTI TCTCRCTCCT CICIC:

3.3.3.12. abra. A gordgdinnye (Citrullus lanatus) uj CiLa-1 TRIM retroeleme (NCBI, EU009625). Az izolald klon
szekvenciaja (a); CiLal TRIM szekvencia (b); beépiilése (nested) a magi nucellusz specifikus fehérje gén (WM403)
hatarol¢ (flanking) szekvenciajaba (AF008925) (1.711-1.408 nt) (c); illesztése (BLAST) (d); és grafikus gén képe (e,f).
A gén TTAT/CA szekvenciaja (TSD, target site duplikacios szekvencia) vastagitott.

Az 1) LTR terotranszpozon a CilLa-1 (Citrulus lanatus) elnevezést kapta, az (NCBI
adatbazisaba feltoltottik (EU009625). A masik
LTR-klon (>2; 2296-primer; 1.070 nt) .
szekvenciajanak 286 nt szakaszat (107 — 393 nt)

21120

szintén egy Cucurbitaceae faj, a tok (Cucurbita
maxima) floém fehérje (PP1) (NCBI U66277)
génjébe agyazottan talaltuk (elemzés alatt). EQy o
tovabbi klon (>5; 2395-primer; 809 nt) 228 nt o
hosszii  retrotranszpozon-eredetii  szekvencia
szakaszat (573 - 801 = 228 nt) a sargadinnye
(Cucumis melo) gyiimdlcsben expresszalodo

gén (DV633988) EST szekvencidjaba épiilve

mutattuk ki, IgaZOIVa ezzel a retroelem 3.3.3.13. abra. A CiLal TRIM retroelem klonjanak

(2.11-20) és a tovabbi 29 klon szekvencidjanak

aktivitasat (autonom retroelem). rokonséga (CLUSTALW)
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Tovabbi retroelemek azonositasa soran a Cilal retrotranszpozon szekvenciajat hasonlitottuk
0ssze (CLUSTAL W szekvencia elemz6 program) (Thompson et al. 1994) a tébbi (1 - 29)
klon szekvenciajaval feltételezheté rekombinans cilal szakaszok (tort retrolemek)
azonositasara, melynek soran harom klon szekvencia hasonlosagat talaltuk (3.3.13. abra).

Mindharom szekvenciat a cila-1-re alkalmazott primer (2296.sz.) amplifikalta, koziiliik kettd,

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
| | | | | | | | | |
2.11-20 GAACAGGCGATGATACCAGTTTGTTACGAAATCGAAAATTAAAGAATACAAAAGAACGTAAAAGTAGAGAAGATCGACACACAAATTTACGTGGTTCACT
2.2 TGACAAGCTCTGATACCAATTGAAAAATAATATGAGAATACTCTACAAAAATTGAA----AAATAATATGAGAATACTCTACAAATTAGGATGTTAAACC
3.26 TGACAAGCTCTGATACCAATTGAAAAATAATATGAGAATACTCTACAAAAATTGAA----AAATAATATGAGAATACTCTACAAATTAGGATGTTAAACC
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
| | | | | | | | | |
2.11-20 AACAATGTATT-AGCTACGTCCACGGGACAAAGGGAAATTTTGTTAAAGAGAATGTCTTAAGACTACAGAATGCCGCAAAATGAATAATGGTTATAGAGT
2.2 AATAGCACAAACAACTAATTTGACATCAAGAAAACAACGCAACATAAAAAATAAAAAATAATTAAAAAAAAAACTGGAATGCAAAAGTTGGTAACCTAGT
3.26 AATAGCACAAACAACTAATTTGACATCAGGAAAACAACGCAACATAAAAAATAAAAAATAATTAAAAAAAAA-CTGGAATGCARAAGTTGGTAACCTAGT
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
| | | | | | | | | |
2.11-20 TTATATAAA--—-———- ACACTTCTCTAAACCCTAGGTGGAGAATGAAAATATTTAAATAATTAAATATATCAAATACCAATTCTAATTAAGTTTAGGATT
2.2 TAGGTGATACACACCTACGTTTCAGGGATTGTGTGCCCGACAAAGATAATCCACTAATATTGAAATGTAAGAAATTACAACAAAATACTTATCTGTACAT
3.26 TAGGTGATACACACCTACGTTTCAGGGATTGTGTGCCCGACAAAGATAATCCACTAATATTGAAATGTAAGAAATTACAACAAAATACTTATCTGTACAT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
| | | | | | | | | |
2.11-20 CAAAGCCCTCCAACAAGTATGATGGAGGCAGTGTATCCATTCATATAGACCACCATTCCATTTTCTTGAAAACTTTTGTTGCTTATTCCAATAGTACACA
2.2 AAACTACTTCTA: CAGTGACTCTAGTCAAGCTTAACACGATAACCACCAAGGTTCCCCCTAGATGTGAGACTCCCTTTTTATACA
3.26 AAACTACTTCTA: CAGTGACTCTAGTCAAGCTTAACACGATAACCACCAAGGTTCCCCCTAGATGTGAGACTCCCTTTTTATACA
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
| | | | | | | | | |
2.11-20 ACACCTTAGATCTCATTAGGGATATGCACTCGTATCCTCCTCTCGAACAAACCACCACTTAGCTTATCATAATTCGTCTAATTTCAATATAGTGTTAAAA
2.2 CTTAGGTTCCCCCTTTTTGGGTTTTATGCCCTAAAACTCGTTCATAGTAAA-———————————— TGTAAATAATTTATTGTCATAAATAAAGTGTTCTTG
3.26 CTTAGGTTCCCCCTTTTTGGGTTTTATGCCCTAAAACTCGTTCATAGTAAA-~———————————~ TGTAAATAATTTATTGTCATAAATAAAGTGTTCTTG
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
| | | | | | | | | |
2.11-20 ATGTCACTACAACAATTGTGACGACCCCAATTTCTAAACTAAACTAGGGACGTCACCACATTTAACCTATCACTAACTTTAATAACTCTCATGTCCTAGA
2.2 ATGTTCTTTCAATAAGTATTATTGATTATTTTGTATTTATTTTGTCTTAATAACCCCAAAATCCAATAAATTAACATCCCAGGTTGTCTTATGAATCTTG
3.26 ATGTTCTTTCAATAAGTATTATTGATTATTTTGTATTTATTTTGTCTTAATAACCCCAAAATCCAATAAATTAACATCCCAGGTTGTCTTATGAATCTTG
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
| | | | | | | | | |
2.11-20 AAAAATTTCAGCAGCATAACGACGCTACCACAACGAAATCCAATTTTTTTGCCTTTAACCTGTTTCAAAAAGAGACACTCCCAATAACATTTTACCCGAG
2.2 AACAGTATGTTGAGACATACGGGGATTAATGATCAAGATACAA-———————| CCTAAAGGATTTATAGTATAGGGACAAGGTTGGGTACCTTATCCTGGTA
3.26 AACAGTATGTTGAGACATACGGGGATTAATGATCAAGATACAA--——-—————| CCTAAAGGATTTATAGTATAGGGACAAGGTTGGGTACCTTATCCTGGTA
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
| | | | | | | | | |
2.11-20 CTAGCTACTTCCCAACAAAATCATCAAAGCTTTCGGAAGTGGATCAAAACTCAAAACACAAAATTATTCATATTCAACAACCACTTAAATCAACCACTGT
2.2 ACA-- -CTATGGATACGACCCACTTTGTATTTAATACAAACTCAGTGATCCAACGTGTTCATGTAGGTGA.
3.26 ACA------—-—---- CTATGGATACGACCCACTTTGTATTTAATACAAACTCAGTGATCCAACGTGTTCATGTAGGTGA
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
| | | | | | | | | |
2.11-20 CTTTGTTCTTGAGATTTTAGCCATGAATTCAAATTTTTGTTAAGAAATATGGAAATTATTATACTGTAATATGATAAGAAAATAAACATAATGTTTTTTT
2.2 mmm=——- CATGCAAATGAGGGTATCTTATGTAATGAGTTTGCATAAGACCGGACCTTAAAATAGTAACAATTAGATGTAACTAGTTGACTAGTTTGATTT
3.26 ====——- CATGCAAATGAGGGTATCTTATGTAATGAGTTTGCATAAGACCGGACCTTAAAATAGTAACAATTAGATGTAACTAGTTGACTAGTTTGATTT
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
| | | | | | | | | |
2.11-20 TATTTTAAAAAAAAAAATAATTATCAAATGACCATTTTTCTCTATTTTATACCAACCAAAGGCATAGACCGTGCGTATGAACCTTTTGTTAGAAAATGTA
2.2 CCATTTCAATAGGATGACCTAGG-TAACTTAGTCTTAGTCTAGAGTATAT TATGAACTTCTATTCACAAGGGATT
3.26 CCATTTCAATAGGATGACCTAGGGTAACTTAGTCTTAGTCTAGAGTATAT TATGAACTTCTATTCACAAGGATTG
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
| | | | | | | | | |
2.11-20 GTATTTGTGAAACTTTATGTCAGA--—--——~ TTTGATGCAAACAAAGTTCATAAAATAAAATTTAAACATGCTTAATTACGCCATTCAACAGAGAGCGAT
2.2 GTCCTTTTGATTTGTACGGTGAGAGTGCTTATTTGCGACTCAATATGTCTACTATTTTGAGACAAAACGAGCGGGAG-~--TGAGAACATACTATACAGAA
3.26 TCC--TTTGATTTGTACGGTGAGAGTGCTTATTTGCCGACTCATATGTCTACTATTT-GAGACAAAACGAGCGGGGGAGTTGAGAACATAACATACAGAT
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1189
| | | | | | | |
2.11-20 TGTCGGATTAAAGCATTTGGGTCCAAATATTAC---———————~. ACTCCCCACTATTAATATAATGCTTTTTGGTATCATCGCCTGTTC

3.3.14. abra. Rekombinans Cila-1-retorelem szekvencia-szakaszainak (2.11-20 klon, 1189 bp)
azonositasa a 2.2 (1046 nt), és a 3.26 (1070 nt) klonban.

a >2.2 (1046 nt), és a >3.26 (1070 nt), szekvencia Osszehasonlitasa, valoban rekombinans
(tort) cila-1 szekvenciakat mutatott ki a gorogdinnye genomban (3.3.14. abra), amely tovabb
erdsiti a DV633988 EST génbe épiilt cila-1 expresszidjanak valdszinliségét, hasonldan az

egyszikii arpa BARE-1 LTR-retrotranszpozonhoz (Kalendar, Schulman 2006).
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1. Az ivaros- (pollen, portok, ovarium és ovulum), valamint a vegetativ biotechnologiai
modszerek (mikroszaporitds, klonozas, szomaklonok, protoklonok, cibridek) segitségével uj
klontipusok allithatok elé a novénynemesités szamara. Kutatasaim soran az in vitro klonozasban
az egysejt-eredetli szomatikus embridgenezist bizonyitottam szkenning elektron mikroszkopos
elemzéssel (SEM) egy- ¢és kétszik(i fajokban: sziki mézpazsitban (Puccinellia limosa);
vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum), és szdjaban (Glycine soya). Tovabbi fajokban elért
eredményeimre, helysziikke miatt, csak utaltam: 0 tarackbtiza klon (Agropyron repens cv. Purdue)
¢és lignintartalomban csokkentett zold pantlikafit (Phalaris arundinacea) klonok el6allitasa,
valamint az ivarsejt eredetii, dihaploid paprika (Capsicum annuun) klénok molekularis elemzése.

2. lgazoltam a fitoremediacios célra eldallitott 35S-gshl-transzgénikus sziirkenyar klonok (11ggs,
6lgl) gshl-klonstabilitasat 682 AFLP-fragmentum kimutatasaval. Hatékony génexpresszio
novekedést értem el a gshl-transzgén, valamint a nyarfa endogén gshl gének reaktivalasaban
DHAC-indukalt DNS-demetilacioval. A 6lgl-klonban a gshl-transzgén expresszidja 1.8-szorosara,
mig a nyarfa sajat gshl génjének expresszidja 8.7-szeresére emelkedett; a kontroll WT-klonban
19.7-szeresére nott az endogén gshl nyarfagén aktivitasa. Eredményeimmel egyben alternativ
modszer lehet6ségét adtam a GMO — kontra nem-GMO kérdéshez.

3. Uj mikroszatellita klontipusokat azonositottam tanitvanyaimmal feketenyarban (Populus nigra)
SSR polimorfizmus egyik okaként, a nyarfa wpms-20 16kuszan 5-szords (ctggtt)s szekvencia-
deléciot mutattam ki a (TTCTGG)g lokuszon, igazolva a gametoklonalis variabilitas molekularis
fixalasanak lehetdségét.

4. Megalapitottam tanitvanyaimmal a ndvényi arheogenetikai kutatasokat kdles, sargadinnye ¢€s
gorogdinnye régészeti leleteinek feldolgozasaval. A koles (Panicum miliaceum) arheogenetikai
elemzésében molekularis régészeti kormeghatarozasi modszer alkalmazhatdsagat irtam le AFLP-
lokuszok degradacié mértékének meghatirozasaval 1.600-, és 600 éves magleletek 0sDNS
mintaiban (2 AFLP fragmentum / 4. szazadi; 158 AFLP fragmentum / 15. szazadi és 264 AFLP
fragmentum / mai fajta). Az ISSR fragmentum elemzéssel fajtarekonstrukcios modszert
dolgoztam ki 600-éves koles rekonstrukcidojara 6sDNS mintaja alapjan, 20 mai fajta 7 ISSR
lokusz 157 ISSR allél 6sszehasonlitasaval.

5. A kozépkori (600 éves) sargadinnye (Cucumis melo) maglelet DNS mintajanak fajtaspecifikus
ITS1-5.8S-ITS2 szekvencia elemzésével molekularis modszert dolgoztam ki tanitvanyaimmal a
régészeti leletek kereszt-fertdzott mintdinak kisztirésére. Valamint, 8 SSR lokusz 40 allél, 485
SSR fragmentum szekvencidjanak meghatarozasaval fajtarekonstrukciot végeztem 600 éves
sargadinnye fenotipusanak meghatarozasaban.

6. Kozépkori (700 és 600 éves) gordgdinnye (Citrullus lanatus) kloroplaszt 6sDNS (cpDNS)
mintdinak és a mai fajtak Osszehasonlitd elemzésében j CpDNA haplotipus csoportokat
hatdroztam meg tanitvanyaimmal. A mikroszatellita DNS szakaszok evolucidja kérdésében
kisérletesen igazoltam, hogy a 600 éves mikroevoltcios id6 soran egyszerti SSR szekvenciakbol
hogyan alakul ki Gsszetett SSR a (CT),7 egyszeri SSR lokuszon kimutatott (CT);7-C-(TC)4-T-
(CT)s szekvencia azonositasaval.

7. A gorogdinnye (Citrullus lanatus) els6 LTR-retrotranszpozonjanak (Cilal) leirasaval (NCBI
EU009625), megindult az LTR-alapu molekularis fajtaazonositas goérogdinnyében finn — magyar
egylittmiikodésben.

8. A hazai régészeti genetika készen all az évszazados feladat a Nemzeti Pantheon elkészitésére a
székesfehérvari Kiraly Sirok leleteinek beazonositasaval.
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Osszesités

kozlemények tipusa # Y IF a fokozat el6tt | a fokozat utan

1 76% IF- kdzlemények 28 30,766 (7) 7,897 | (21) 22,869

2 Konyv /fejezetek (x 1; 0,5) 11 4,500 0,000 4,500

3 24% Proceedengs (x 0,1; 0,2) 27 4,400 0,400 4,000

4 (maxs0%) | IF-nélkiili lapok (x 0,1; 0,2) 23 3,700 1,300 2,400

5 Szabadalom 1 1,500 1,500

s | 100% o 44866 11,097 33,769
(min:30,00) (min:20,00)
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