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Bevezetés és célkitiizés

(a) In vitro klonozas és szelekcio, biotechnolégiai novénynemesités

A Mendel-i genetikat megel6z6 klasszikus ndvénynemesités legfontosabb eszkdze az eldnydsebb tulajdonsdgokra
torténd szelekcio volt. Ezt kdvette az elsé természetes fajhibrid a bliza-rozs, triticale, azonositasa, illetve eldallitasa,
majd a kozeli- és tavoli fajhibridizacios munkdk. A Morgan-i (1910) kromoszdma-genetika és a y-sugarzassal végzett
indukalt mutacios genetika modszereit alkalmazo mutdacios névénynemesités napjainkban is alkalmazott modszere a
genetikai variabilitas ndvelésén keresztiili nemesitési alapanyag-eldallitasnak. Ezt a modszert kovette a poliploidizacios
nemesités, az Oszi kikerics (Colchicum autumnale) hatdéanyaganak a kolchicin-nek az alkalmazasaval. A
biotechnolodgiai novénynemesitésnek koszonhetd a sejt-eredetii klonok alkalmazasa. Ennek a modszernek legfontosabb
technikai eredménye a Fe-kelat (Na,EDTA), valamint a ndvényi hormonok, elsésorban az auxinok és a citokininek in
vitro alkalmazasa volt, amely kikiiszobolte a klorozist, és lehetdvé tette a nagyszamu szintetikus taptalaj alkalmazasat a
ndvényregeneralasban.

Munkam soran egy- és kétszikli fajok egysejt-eredetli klénozasa és az egy-sejt eredet pasztdzo (szkenning) elektron
mikroszkopos igazolasa volt a cél sziki mézpazsitban (Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995),
vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum) (Jekkel, Gyulai et al. 1998) és szdjaban (Glycine soya) (Gyulai et al.
1993a). Tovabbi fajok elemzésére, helysziikke miatt, csak utalok: tarackbuzaban (Agropyron repens) és zold
pantlikafiiben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2003); valamint az ivarsejt eredetil, dihaploid paprika (Capsicum
annuun) (Gyulai et al. 2000) klonokban.

(b) Novényi fitoremediacio

A fitoremedidcié soran a ndvények tapanyagfelvevd mechanizmusat hasznaljuk fel a talajt szennyezd anyagok
eltavolithat6 a teriiletr6l. Az elégetés utdn a hamuban tovabb koncentralhatjuk a szennyezOanyagokat, amelyek igy
Ujrahasznosithatok, vagy specialis hulladéktarolokban helyezhetdk el.

A fitoremediacios céllal eldallitott transzgénikus, glutation-taltermeld gshl-sziirkenyar (Populus x canescens) ndovények
tobb mint egy évtizede in vitro tenyészetben fejlodtek, ezért sziikséges volt igazolni a gshl transzgén jelenlétét (Gyulai
et al. 2005), nehézfém felvételi kapacitasat (Gyulai et al. 2005) és aktivitasat (expresszidjat) (Bittsanszky, Gyulai et al.
2006), valamint DNS-demetilezdszerrel (DHAC) torténd génexpresszido novelését (Gyulai 2007, 2008; Bittsanszky,
Gyulai et al. 2007ab).

A hazai vegetacios kortiilmények kozott a feketenyar (Populus nigra) nagyobb fitoremediacios kapacitassal rendelkezik,
mint a szlirkenyar, ezért haploid eredetli (n) feketenyar populacidoban 0j mikroszatellita genotipusu klonszelekcio
elvégzése volt a cél (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007b), egyben kisérletes igazoldsat nyujtani a haploid indukcid soran
végbement gametoklonalis variabilitds molekularis fixalasanak.

(c) Régészeti genetika

A régészet a 80-as évek kozepéig tigy gondolta, hogy csak a biokémiailag stabilabb molekulak, mint pl. a lignin allhat
ellent az ¢él61ény pusztulasat kovetd lebomld folyamatoknak, mig a DNS, teljes pusztuldsa miatt nem vizsgalhat6. 1984
ota ismert, hogy a DNS az id6 muldsdval ugyan bomlasnak indul, azonban szerencsés koriilmények, (alacsony
hémérséklet, gyors kiszaradas, magas sokoncentracio, illetve szaraz mumifikacid) kevésbé degradalodik, lehetoséget
biztositva ezzel az 6sDNS-vizsgalatdhoz. Mindezzel egy 1ij tudomanyteriilet az archeogenetika sziiletett meg alig husz
évvel ezel6tt, nem véletleniil a PCR-moédszert kifejlesztd Cetus (USA) vallalat laboratoriumaban (1984).

s

valamint a mezdgazdasag kialakulasanak és elterjedésének a nyomon kdvetése elsésorban magmaradvanyok 6sDNS
mintdinak elemzésével. A mezdgazdalkodas eredete az utolsd jégkorszak végétdl (i.e. 11.000 év) szarmaztathatd,
amikor a haldsz6-vadaszo torzsek, késobb a pasztor népek megkezdhették a ndvénytermesztést eldszor talan a
Termékeny Félhold (Mezopotamia, Assziria, Fonicia és Egyiptom) teriiletén, valamint .a Jordan foly6 északi volgyében
(Ohalo 1II), ahol 20.000 éves vadarpa (H. spontaneum) és buza (Triticum dicoccoides) leletek keriiltek eld napjainkban.
A Dél-Koreaban feltart 15.000 éves rizs lelet, illetve a vietnami Hoabinh-i vadaszo-halaszé kultiranak a mai Thaifoldig
kiterjedd szamtalan novényleletei (1d. a Lélek barlangi asatasok) az i.e. 9.000 — 5.500 évekig kdvetheték nyomon.

Vizsgalataimmal a hazai novényi archeogenetikdban elséként foglalkoztam kdles (Panicum miliaceum) (Gyulai et al.
2006; Lagler, Gyulai et al. 2005), sargadinnye (Cucumis melo) (Szabo, Gyulai et al. 2005) és gordgdinnye (Citrullus
lanatus) (Toth, Gyulai et al. 2007) tobb szdz éves magleleteibdl izolalt 6sDNS elemzésével, ezen keresztiil a fajok

s
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1. Irodalmi attekintés
1.1. Invitro klonozas és szelekcio, biotechnologiai névénynemesités

Klénoknak egy egyed ivartalanul eléallitott, ezért azonos genetikai allomanyt utddait nevezziik (a klon jelentése: ag, a
kladon gordg szobol; 1d. tovabbi jelentését: klan). Napjainkban az allat és human tudoméanyokban kapott szerepet, 1d. a
human klénozasi, és az emlds (juhok) Dolly kisérleteket (Briggs, King 1952; Wilmut et al. 1997). A modszer azonban
eredetileg a ndvényi alkalmazasbol indult ki (1d. szemzés, oltas, bujtas, dugvany) és fejlédott ki a virusmentes novényi
szaporitdéanyag (Morel, Martin 1952; Maroti 1976), illetve a biotechnoldgiai (Haberlandt 1902, 1913; Ereky 1919;
Orso6s 1941; Fari, Kralovanszky 2006) tton eléallitott, egysejt-eredetii szomatikus embridfejlédésen keresztiil torténd
klonok eléallitasaig (Larkin, Scowcroft 1981).

A Mendel-i genetikat (Mendel 1865) megel6z6 klasszikus ndvénynemesités legfontosabb eszkoze az eldnydsebb
tulajdonsagokra torténd szelekcio volt. Ezt kdvette az els6 természetes fajhibrid a buza-rozs, triticale, (Triticum
aestivum x Secale cereale) azonositasa, illetve elballitdsa a mult szdzad végi Anglidban (Skocia 1875) és
Németorszagban (1988) (a Triticale név nyomtatasban elészor csak 1935-ben jelent meg) (in Villareal et al. 1990). A
természetes fajhibridek azonositasat (Digby 1912), az els6 jol dokumentalt mesterséges fajhibrid a retek-kaposzta
(rafanobrasszika - Raphanus sativus x Brassica olearcea) eldallitasa (Karpechenko 1927) kdvette, a napjainkig folyd
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) mddszereit alkalmazd mutdcios novénynemesités napjainkig alkalmazott modszere a
genetikai variabilitds novelésén keresztiili nemesitési alapanyag eléallitasnak (Balint 1996).

A poliploid nemesités az 6szi kikerics (Colchicum autumnale) hatdbanyaganak a kolchicin-nek az alkalmazasaval
kezdddott (Nebel, Rattle 1938; Barnabas et al. 1999).

A sejt-eredetli klonok alkalmazasat a biotechnologiai novénynemesités vezette be, melynek végsé elméleti igazolasa
Larkin és Scowcroft (1981) nevéhez fizddik. Ennek a modszernek legfontosabb technikai részlete a Fe-kelat
(Na,EDTA), valamint a ndvényi hormonok, els6sorban az auxinok (Paal 1918) ¢és a citokininek (Haberlandt 1913;
Overbeek et al. 1941; Miller et al. 1955) in vitro alkalmazasa volt, amely kikiiszobolte a klorozist, és lehetdvé tette a
nagyszamu szintetikus taptalaj alkalmazasat a ndvényregeneralasban (Murashige, Skoog 1962; Gyulai et al. 1992abc,
1993, 1995abc; Toldi, Gyulai et al. 1994, 1996). A haploid (n) ivarsejt, és a diploid (2n) testi sejtbdl torténd
embridgenezis (haploid-, és szomatikus embridgenezis) egysejt-eredetének bizonyitasaval nagy mennyiségli klon, uj
genotipusu ndvénynemesitési alapanyag eldallitdsa valt lehetdvé (Fari 1982; in Dudits, Heszky 2000, 2003; in Heszky
et al. 2005).

Munkam sordn egy- ¢és kétszikli fajok klonozasa volt a cél (Gyulai et al. 1993abc, 1997, 1999a; 2003ab, 2004;
Mester, Gyulai al. 1998; Kiss E et al. 2004; Janowszky, Gyulai et al. 1998), valamint az egysejt-eredet szkenning
elektron mikroszkdpos bizonyitasa, kiilonds 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-Tdkei, Lelley, Gyulai et al.
1997), és zold pantlikafiiben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000a, 2003b); valamint az ivarsejt eredetl,
dihaploid paprika (Capsicum annuun) klénokban (Gyulai et al. 1999ab, 2000b; Gémesné et al. 2000, 2001).

1.2. Transzgeénikus és szelektalt klonok alkalmazasa a novenyi fitoremedidcioban

A fitoremedidci6 olyan technikdk és technologidk
Osszefoglald neve, amelyek a talajok méregtelenitését
(re-medialasat) novények alkalmazasaval végzi
(fitoextrakcio), pl.  vegyimiivek  zagytavainak
tisztitasat, olajszennyezések megsziintetését, illetve a
katasztrofa teriiletek (pl. Csernobil) helyreallitasat
(K6émives et al. 1998, 2003; Gyulai et al. 2005; Simon
2004).

A fitoextrakcid sordn, a ndvények tapanyagfelvevo
mechanizmusat hasznaljuk fel a szennyezdanyagok
Gyulai 1993; Zsoldos et al. 2003). Néhany egymast
kovetd novekedési periddus utdn a fold folotti
biomasszat begytjtve a szennyezés eltavolithaté a
teriiletrdl. A elégetés utdn a hamuban tovabb = — N7 L Lca e
koncentralhatjuk a szennyezéanyagokat, amelyeket igy 1. dbra. A feketenyar (Populus nigra) természetes nehézfém tiirése:
Gjrahasznosithatunk,  vagy  specialis  tarolokban felhagyott bauxitbanyak (Gant) uttdréfaja (Bittsanszky, Gyulai ef al.
helyezhetiink el. 2005b) (Fotd: Gyulai Gabot Zsigmond ).

a
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Fitoremediaciora azok a novények alkalmasak, amelyek képesek a szennyezdanyagok altal okozott stressz tlirésére, a
szennyezOanyagok nagy mennyiségben torténd felvételére, és a fold feletti szovetekben torténd akkumulédciora. A
Populus fajok alkalmassdga a fitoremediacidora nem vitathaté (Gullner, Gyulai et al. 2005), iltetésiik egyszerd,
novekedésiik gyors (4-5 m/év) (Gencesi, Vancsura 1992; Kevey 1999; Bordacs et al. 2002; Matyas 2006), magas a
transpiracios ratajuk, mély gyokérzetiik miatt elérik a talaj mélyebb rétegeit, konnyen adszorbealjak, lebontjak és/vagy
detoxifikaljadk a szennyezbanyagokat, mikdzben gatoljak a talajer6ziot (Id. meddéhanyok, felhagyott bauxitbanyak
természetes uttdrofaja) (1. abra).

1.2.1. Fitoremedidcio a 35S-gshl-transzgénikus sziirkenyar (Populus x canescens) klonokkal

A glutation (GSH) antioxidans hatasa (Galiba et al. 2002) hivta életre az antioxidansokat kédolod génekkel torténd
transzformacios kutatdsokat, melyek a hossza életidejii éveld és fas novényeknél kiillondsen nagy jelentséglick. A
nyarfa glutation anyagcseréjében torténd stabil genetikai modositashoz az INRA 717-1-B4 jelt Populus x canescens
klonok keriiltek felhasznalasra a sziirkenyar fitoextrakcios kapacitdsa, valamint a sziirkenyar elényds Agrobacterium
tumefaciensel szembeni fogékonysaga miatt. A transzformacidk célja minden esetben a ndvényi redukalt glutation
tartalom novelése volt. A sziirkenyar klonokat az Escherichia coli baktériumbol szarmaz6 y-glutamil-cisztein szintaz (y-
ECS) enzimet kodolo génnel (gshl) transzformaltak (Leple et al. 2000). Kétféle gshl-génnel transzformalt klontipust
sikertilt eléallitani. A 11ggs klonban a transzgén fehérjeterméke a citoszolban expresszalodik (Arisi et al. 1997). A 6lgl/
klonban a CaMV-35S promoter €s a gshl gén kdzé beépitett borsobol klonozott RUBISCO gén kis alegységének tranzit
peptid génjét épitették be (borsd rbcS), ezért a gshl gén terméke beszallitodik a kloroplasztiszba (Noctor et al. 1998).
Kutatdsaimhoz mindkét klont alkalmaztam (Gyulai et al. 2005).

1.2.2. Transz/gén reaktivacio DHAC-indukalt demetildacioval

A legstabilabb transz/gén konstrukciok is ki vannak téve a gén-csendesités (gene silencing) hatdsdnak, amely elsdsorban
a DNS metilacidjan keresztiil megy végbe a DNS metiltranszferaz enzim (CMT) katalizisével. A DNS citozin
nukleotidjanak metilacidja S-metilcitozinnd (5-mC) egyben a ndvények természetes molekularis védekezési
mechanizmusa. A CMT-inhibitor kezelésnek kitett novényekben a metilacios szint csdkken, j metilacios mintazat,
valamint elhallgattatott gének reaktivacidja megy végbe. Vizsgalatainkban ezért a transz/gén reaktivacioban
hatékonynak bizonyult, DNS metiltranszferaz (CMT) enzim gatlasan keresztiil hato, vizes kdzegben is stabil, DHAC
(5,6-dihidro-5'-azacitidin hidroklorid) (Cao et al. 2000) indukciét alkalmaztuk a 11ggs és 6lgl gshl-transzgénikus
nyarfaklonokban, valamint a nem-transzformans klonban. A gskl gén (és a kapcsolddd endogén nyarfagének: gshl, gst
gének) aktivitdsanak mérésére reverz transzkripcios kvantitativ PCR-t (QRT-PCR) alkalmaztunk. A DHAC-indukalt
gshl gén reaktivacio végsd célja egy alternativ lehetOség kidolgozasa volt a transzgénikus gshl nyarfaklonok kivaltasara
(Bittsanszky, Gyulai et al. 2007; Gyulai 2007; Gyulai et al. 2008).

1.2.3. Uj mikroszatellita kiontipusok szelekcidja feketenydrban (Populus nigra)

A feketenyar (Populus nigra) hazank 6shonos fafaja. Elsésorban a folyok mentén, artereken, iddszakos vizboritottsagu
réti- illetve lapi talajok, valamint tdpanyagban gazdagabb homok- és valyogtalajokon fejlédik a legjobban. A
génmegorzési programok kiemelt faja, mert Magyarorszagon a fekete nyarat nagy mértékii genetikai szennyezés, az
atporzasos klonok felszaporodasa (1d. a késén fakado nyart Populus x euramericana, amely a feketenyar -termds- és az
amerikai (Populus deltoides) -beporzd- természetes hibridje, amely a 18. szdzad kozepe tajan johetett 1étre). Ez tette
sziikségessé a tiszta vonalil feketenyar-egyedek felkutatasat, Osszegyiijtését és szintetikus allomanyokban vald
elhelyezését (Matyas 2006). A kutatdsaim célja 0j mikroszatellita genotipusu (Kiss J et al. 2001) feketenyar klonok
molekularis azonositasa volt egy végso fitoremediacios alkalmazasra.

1.3. Régészeti genetika alkalmazasi teriiletei a novénybiotechnologiaban

A természettudomanyok egyik legujabb teriilete az archeogenetika. A PCR-eljaras (1983) felfedezésének (1993-as
kémiai Nobel dij, KB Mullis) eredményeként (Saiki et al. 1985, Mullis et al. 1986; Mullis, Faloona 1987) alig két
évtizedes multra tekint vissza, éppen a PCR-moédszert kifejleszté Cetus (USA) vallalat laboratériumaban megsziiletett
els6 (quagga-16) 6sDNS vizsgalati eredményekkel (Higuchi et al. 1984). Az eurdpai iskola (svéd) az egyiptomi mimia
kutatasokkal (Pddbo 1985), illetve (B. Sykes laborja, Anglia) az elsé sikeres csontbol torténd DNS kivondassal
(Hagelberg et al. 1989) kezdddott. A magyar iskola napjainkban indult részben humén (Kalmar et al. 2000; Fletcher et
al. 2003; Bogacsi-Szabo et al. 2006; Mende 2006), részben novényi archeogenetikai kutatasokkal (Lagler, Gyulai et al.
2005, 2006, 2007; Szabo, Gyulai et al. 2005ab, 2006, 2007; Gyulai et al. 20006).
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2. Anyag és médszer
2.1. In vitro klonozads és szelekcio, biotechnologiai névénynemesités

2.1.1. Sejt eredetii klonok eléallitdsa.

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

2.1.2. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok.

A morfologiai elemzéshez a mintdkat 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, aranygozzel (30 nm) fedtiik
(Blazers CDC 020), majd TESLA BS-300 szkenning elektron mikroszkoppal végeztiik az elemzést (Gyulai et al. 1993a).

2.2. Novényi fitoremedidcio

2.2.1. A gshil-transzgénikus sziirkenyar klonok molekularis stabilitasa:

A két gshl-transzformans klont a 6lgl (Noctor et al. 1998), és a 11ggs (Arisi et al. 1997), valamint a nem-transzformdns
(X) kontroll kiont in vitro hajtastenyészetben WPM (Woody Plant Medium) taptalajon szaporitottuk fel, majd tozeges
talajban természetes fényen neveltiik.

A gshl transzgén stabilitasanak kimutatasa: A transzformalt sziirkenyar klonokba bevitt E. coli gshl transzgén (#
X03954) valamint a konstrukcioban szereplé karfiolmozaik virus 35S promotere, és a 6lgl klonba beépitett borso
(Pisum sativum) RUBISCO kis alegységének tranzitpeptidje (borso rbcS, # M25614) jelenlétének bizonyitasdara primer-
parokat terveztiink és alkalmaztunk. A PCR reakciohoz total DNS-t izolaltunk (Id. alabb). A kisérletekhez egyedeket
vizsgaltunk, klononként ot ismétlésben. A primereket a szekvenciaadatokbol Primer3 programmal (Rozen, Skaletsky
1997) terveztiik. A reakciokat Perkin Elmer 9700 Thermocycler késziilékben végeztiik (Gyulai et al. 2005).A gshl
transzgen expressziojanak kimutatasa: A sziirkenyar klonokba épitett transzgén expressziojanak bizonyitasara végzett
qRT-PCR reakciohoz a klonokbdl (11ggs, 6lgl és a kontroll) totil RNS-t izolaltunk, abbol cDNS-t készitettiink
(Fermentas #K1622) (Gyorgyei et al. 1991; Pay et al. 1992; Fehér et al. 2003). A kisérletekhez egyedeket vizsgaltunk,
klononkeént harom ismétlésben. A cDNS-t templatként hasznalva PCR reakciokat inditottunk a gshlab primerparral
(Bittsanszky, Gyulai et al. 2006).

Klonstabilitas meghatarozdsa fAFLP modszerrel: A sziirkenyar klonokbol (11ggs, 61gl, kontroll) total DNS-t izolaltunk,
klononkeént 10 egyedbdl, a DNS mintakbol klononkeént 10-10 egyedbdl bulk-ot hoztunk létre (Michelmore et al. 1991). A
klonok stabilitasat fAFLP (fluorescent amplified DNA fragment length polymorphism) eljardssal vizsgaltuk (Vos et al.
1995) modszere alapjan modositasokkal (Cresswell et al. 2001; Skot et al. 2002; Gyulai et al. 2005) a DNS mintakbol
létrehozott bulk-okon. Az emésztéshez és ligalashoz az EcoRI-Msel restrikcios endonukledzokat hasznaltuk. DNS
metilacio gatlasa DHAC-kezeléssel: A steril névények leveleibol 9 mm atmérdjii levélkorongokat vagtunk (Bittsanszky,
Gyulai et al. 2006; Gyulai et al. 2005), majd DHAC-t (5,6-dihidro-5"-azacitidin hidroklorid) tartalmazé (107 M)
taptalajra helyeztiik (Gyulai et al. 1995a, 2005; Gullner, Gyulai et al. 2005), és inkubdltuk 7 napig, 16h/8h vilagos/sitét
(40 uEm’s™) megvilagitas mellett (Bittsanszky, Gyulai et al. 2005ab).

2.2.2. Uj mikroszatellita kléntipusok szelekcidja feketenydrban (Populus nigra).

A feketenyar klonok (Populus nigra) mikroszatellita elemzéséhez portok eredetii, szabadfoldon nevelt feketenyar (P.
nigra) névéenyeket (Kiss J et al. 2001) alkalmaztunk, dsszesen 35 klont mikroszaporitottunk (Mészaros et al 1999),
melyek koziil 29 (1-29 klonok) az N-SL klonrol szarmazott (30. anyatd), 6 klon pedig (31-36) az N-309 (37.) klon utodai
voltak (Gyulai et al. 2005; Bittsanszky, Gyulai et al. 2005ab; 2006, Bittsnaszky 2006, Gullner, Gyulai et al. 2005). A
mikroszatellita polimorfizmus vizsgalatihoz cy5-jelélt (Roder et al. 1998) SSR primer parokat alkalmaztunk. A
fragmentum elemzést ALF eljarassal (Id. alabb) végeztiik.

2.3. Régészeti genetika

2.3.1. Novényanyag.

Osszehasonlité mai novényfajtak: A régészeti kéles (Panicum miliaceum) fajtakéri besoroldshoz 20 mai kéles tdjfajtat
kisparcellas kisérletben (5 x Sm) vizsgaltunk két ismétlésben, majd a Tapioszelei Agrobotanikai Intézet és az OMMI
felvételezési szempontjai alapjan 28 morfologiai tulajdonsag szerint hasonlitottuk éssze (Lagler, Gyulai et al. 2005). A
sargadinnye (Cucumis melo) lelet fajtakéri besorolasihoz, és fenotipus rekonstrukciojahoz 47 mai tdjfajtat és
termesztett fajtat vizsgaltunk 23 morfologiai tulajdonsag alapjan (Szabo, Gyulai et al. 2005ab). A gérogdinnye
(Citrullus lanatus) leletek fajtakori besorolashoz 44 mai tajfajtat és termesztett fajtat vizsgaltunk 25 morfologiai
tulajdonsdg alapjan (Téth, Gyulai et al. 2007). A 15. szdzadi névénymintdk. A Budai kirdlyi var (Arpdd-hézi 1V. Béla
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Kiraly, 1243) Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz. eleje), régészeti feltarasa (1999) soran (Budapest I. Ker.) keriiltek
felszinre (Bacso et al. 2004, Bisztray et al. 2004a,b; Bodor et al. 2004). A 15. szdzadi debreceni gorégdinnye lelet, a
volt Kélcsey Miivelédési Kozpont teriiletén feltart kutak névényanyaga (Gyulai F anyaga). A 18. szazadi gorégdinnye
lelet botanikai gyiijtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apdtsag botanikai gyiijteményébdl bocsatottak rendelkezésre
(Mezbgazdasagi Muzeum, Budapest). A 4. szazadi kiles minta mongdliai (3. sir, Darhan, Mongolia, 1969) feltarasbol
szarmazik (Tseveendorj, Sugar 1994).

2.3.2. Molekularis modszerek

DNS-izolalds: A genomikus DNS kivonasahoz az SDS-el kiegészitett Nucleon PhytoPure kit-et (Amersham) alkalmaztuk.
Az RT-qPCR elemzéshez total RNS-t 0,05 g tomegii levélkorongokbdl izolaltunk (Gyulai et al. 2005, 2008, Gyulai 2007,
Bittsanszky, Gyulai et al. 2005ab, 2006) Absolutely RNA Miniprep Kit-tel (# 400800, Stratagene, USA - Biomedica,

Hungary)..

Az egyszdalu cDNS-t az mRNS templaton reverz transzkripcioban oligo(dT)18 primer alkalmazdsaval végeztiik
(Fermentas # K1622) a gyarto eljardasdt kovetve. A transzgén-gshl (E.coli), nyar-gshl (Populus x canescens) gének
expresszios szintjét qPCR elemzéséhez DyNAmo HS SybrGreen I gPCR Kit-et (F-410L, Finnzymes) alkalmaztunk. Belsd
kontrollnak a konstitutivan expresszalodo a-tubulin gént hasznaltuk.

Kiértékelés. A relativ kvantifikilds adatelemzéséhez a 2~**“" médszert (Livak, Schmitigen 2001) alkalmaztuk. A Ct
kiiszobértéket (threshold cycle) manudlisan hatdroztuk meg. Minden cDNS reakcio ACt értékeit a (Ctgpni — Clo-mibuiins
Cosni — Cloupuiin) képlet alapjan normalizaltuk, majd a ACt értékek dtlagait (atl. ACt) hataroztuk meg. AACt értékek
meghatdrozdsa sordn a kezelt mintak (Gtl. ACtgsy jezer) értékeit a kezeletlen kontrollhoz (dtl. ACtiezelenen) hasonlitottuk a
kovetkezo képlet alapjan: (atl. ACtie,e, - atl. ACtiseienen). Az adatok abszolut értékké tortéend alakitdisa paac keplettel
tortént (Livak, Schmittgen 2001, Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai et al. 2007,2008).

ITS elemzés: Az univerzalis ITS-primerekkel a teljes ITS szakaszt (ITS1-5.8S-1TS2) szaporitottuk fel (Garcia-Mas et al.
2004). A primerpar szekvencidja: tcg taa caa ggt ttc cgt agg tg / tcc tcc get tat tga tat gc, melyet a kéles és a
sargadinnye vizsgalatokhoz alkalmaztunk. AFLP elemzés: A szelektiv amplifikaciohoz 24 szelektiv primer-kombindciot
hasznaltunk.

SSR elemzés: A mikroszatellita elemzéshez a kilesben négy (és egy mtDNS specifikus), sargadinnyében nyolc SSR
primerpart alkalmaztunk. A gérogdinnye (Citrullus lanatus) mikroszatellita elemzéséhez két primer csoportot, valamint
kloroplasztisz DNS (cpDNS) specifikus primereket alkalmaztunk. Az ALF SSR primer parok egyik tagjat Cy5
fluoreszcens molekulaval jeloltiik (Roder et al. 1998; Gyulai et al. 2005).

Az ISSR vizsgadlatainkhoz a Cekic (Cekic et al. 2001) dltal leirt eljardst alkalmaztuk kilenc primer és azok
kombindciojanak alkalmazasaval.

RFLP-PCR (CAPs) (cleaved amplified polymorphic DNA) hat restrikcios endonukledzt (Taql, BsuRI, Hinfl, Mbol, Alul
és Rsal) (Fermentas) alkalmaztunk.

WGA, Teljes Genom Felszaporitis: A WGA felszaporitas lépéseit a Sigma (WGA-2) ejards alapjan végeztiik. A
felszaporitas hatékonysdagdat minden esetben agaroz gélen és NanoDrop UV spektrofotométerrel ellendriztiik.

Klonozas: A PCR reakciokban felszaporitott ITS, SSR és ISSR PCR fragmentumokat fragmentumokat a gélbol
izoldlaltuk, tisztitottuk, és klonozo vektorba épitettiik (nGEM-T Easy vektor kit).

Szekvenciaelemzés: A klonozott fragmentumokat automata fluoreszcens DNA szekvendtorral (ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer) elemeztiik, mindkét iranyban elvégezve a szekvendlast. A szekvenciakat ChromasPro (version 1.11)
programmal illesztettiik. A szekvenciak oOsszehasonlitasat Bioedit programmal készitettiik. A BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) analizishez az NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland,
USA4) programot alkalmaztuk. A retrotranszpozon elemzésben FastPCR es Multilin programokat alkalmaztunk.
Statisztikai értékelés: A statisztikai elemzéseket a Microsoft Excell, valamint az SPSS14 és MEGA4 programcsomaggal
végeztiink.

Retrotranszpozonok izoldlasa gérogdinnyében: A retrotranszpozon izoldlasahoz PBS specifikus primereket
alkalmaztunk (Shulman, Kalendar 2005), a fragmentumokat pGEM-T Easy (Promega) vektorba klonoztuk, E.coli
sejtekbe transzformaltuk, szekvendltuk, majd a szekvencidakra tervezett LTR-specifikus primerekkel PCR reakcioban
amplifikaltuk.
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3. Eredmények és megvitatas
3.1. In vitro klonozas és szelekcié a biotechnol6giai novénynemesitésben

Az in vitro ndvénynemesités alkalmazasaval jelent6s mértékben szélesedett a biotechnologia eszkodztara (in Dudits et al.
1991; in Dudits, Heszky 2000, 2003). Az ivaros- (pollen, portok, ovarium €és ovulum) tenyészetek, valamint a vegetativ
biotechnologiai klonok (mikroklonok, szomaklonok, protoklonok, cibridek) széles alkalmazasi teriiletet nyujtottak a
biotechnologia szamara az elmult évtizedekben (Galiba et al. 1986; Sagi et al. 1989; Pauk et al. 1991; Kiss J et al. 1992;
Gyurjan et al. 1995; Gyulai et al. 2004; Kiss, Gyulai et al. 2004; in Heszky et al. 2005). Kutatdsaim soran az in vitro
klonozasban a szomatikus embridgenezist bizonyitottam SEM elemzéssel.

3.1.1. Sziki mézpazsit (Pucinellia limosa) klonozdsa szomatikus embriogenezissel

Az egyszikli fajok vegetativ sarjadassal (bokrosodas)
természetes uton is jol klonozodnak, azonban a
szomatikus embriogenezisiik kidolgozasa csak az 1980-
as évekre valt rutinszeriivé. Kutatdsaim 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-Tokei, Lelley, Gyulai et al. 1997), és
z6ld pantlikafitben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et
al. 2000ab, 2003b).

Az eléallitott klonok kozott 0j 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 (2. abra), melyben érzékeny felbontassal
alapvet6 SEM (Scanning Electrom Mycroscopy)
elemzést végeztem el egysziki fajban (Jekkel, Gyulai,
Heszky 1995).

A kutatasok végsé eredménye az volt, hogy a rizs
sotlirésre torténd nemesitéséhez szolgaltatott kisérletes _ - ok A _

a(.iatOkat a hazai fléra legsotiir6bb eg}ISZlkﬁ fajanak in = 3 gpra. A sziki mézpazsit  (Puccinellia  limosa) — szomatikus
vitro tanulmanyozasidn keresztiil (Binh et al. 1989, embriogenezisének SEM elemzése. Az Alfold szikfokainak legsétiirébb

1992; Heszky et al. 1989ab). A Puccinellia fajok, egysziki faja (a); emb.rriog.én kallusz inc?ulkcié' (b,c), és: embr_iéger}ezisz
ugyanis szénhidrat akkumulacids (,méz — pazsit’) SAKutellum (So) (embriépajzs) (d), a hajtéscsics (sh) & a rigyhiively

. L. . > . " (coleoptil, lc) és gyokércsics (R) megjelenésével (e), illetve a az
mechanizmussal veédik ki az extrém kornyezeti cjsgdeleges levél (PI) kifejlédésével (g-f), a teljes gyokérzet kialakuldsiig
sokoncentraciot. Az Alfoldon mind a szoloncsak-  (gyokérsiiveg Ca; gyokérszdr — Rh) (K), és a teljes novény kifejlédése (1).
(Duna-Tisza koze, Fert6-t6), mind a szoloncsdkos Ritka jelenség az egyszikiiek ikerembrid (j) kialakuldsa (Jekkel, Gyulai,
szolonyec (Tiszantuli) talajon megélnek (Stefanovits Heszky 1995).

1981; Varallyay 2005).

3.1.2. Vadgesztenye (Aesculus hippocastanum) klonozasa jarulékos embriogenezissel

A vadgesztenye (desculus hippocastanum L.) jarulékos embriogenezisen keresztiil torténd klonozasanak a célja a
mesterséges magtechnologia €s kriobilogiai tarolhatosaganak kidolgozasa, valamint alginatos bedgyazasa (in Dudits,
Heszky 2003), tovabbd a vadgesztenye akndzémoly (Cameraria ohridella Deschka et Dimic) (Lepidoptera,
Gracillariidae) elleni rezisztencia nemesités alapjainak kidolgozasa volt. Ebben a munkdban a az egysejt-eredetii
szomatikus embriok fejlédésének bizonyitasat végeztem el.

A kisérletekhez 14 napos (2 mm) ivaros embridkat izolaltunk, majd 2 mg/l benziladenin tartalmit WPM taptalajon 28
napig inkubaltuk (Jekkel, Gyulai et al. 1998), a fejlodd jarulékos embriokat szkenning elektron mikroszkos
vizsgalatokban elemeztiik (Gyulai et al. 1993a). A jarulékos embridk fejlddésiik soran végig mentek a gdmb, torpedo,
sziv stadiumokon, a teljes novény kifejlédéséig. Eredményeink azért kiilonds jelentdségiick, mert ellentétben a szamos
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vadgesztenye szomatikus ¢és pollen embreidgenezis indukcioval, a zigotikus embriok klonozasa jarulékos
embridgenezisen keresztiil kevésbé kidolgozott modszere a vadgesztenye in vitro nemesitésének.

3.1.3. A szoja (Glycine soya) klonozasa szomatikus embriogenezissel

A szoja szomatikus embriogenezisének kidolgozasara a hazai tripszin inhibitor mentes fajtak in vitro nemesitéséhez
szolgaltatta az alapanyagot. A szoja mintegy 5000 éves kinai novény, kezdetben csak vetésforgoban hasznaltak, és csak
a Chou-dinasztia idején (i. e. 1134-246) jottek ra arra, hogy az addig ehetetlen szgjat fermentalassal ehetdvé lehet tenni.
Az idészamitasunk eldtti 2. szdzadban ismerték fel ugyancsak a kinaiak, hogy kalcium- vagy magnézium-szulfattal
kicsapathatd a f6zott szojapiiré (tofu). A fermentalassal és kicsapassal azonban nem tavolithatd el az dsszes karositd
anyag a sz0jabol, mert tripszin-inhibitorok maradnak benne, melyek gatoljdk a fehérjeemésztést. Ezért a 01 tripszin-
inhibitor-mentes szdja nemesités kiemelt fontossagu.

Kutatésaink soran, az in vitro regeneracié morfoldgiai elemzését végeztem el, igazolva a szomatikus embridgenezisen
keresztiili klonozast. Az eléallitott nemesitési alapanyagok elemzése, illetve nemesitése a klasszikus modszerekkel
folyik tovabb (Hodos-Kotvics, Heszky 1989).

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-Tdkei, Lelley, Gyulai et al. 1997), és zold
pantlikafiiben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000a, 2003b); valamint az ivarsejt eredetii, dihaploid paprika
(Capsicum annuun) regeneransok (Gyulai et al. 1999ab, 2000b; Gémesné et al. 2000, 2001) morfoldgiai klénelemzését
végeztem el.

3.2. Fitoremediacio

3.2.1. A 358-gshl-transzgénikus sziirkenyar (11ggs, 6lgl) kionstabilitasanak meghatarozasa

A tobb mint tiz éve vegetativ Uiton fenntartott, gshl-transzgénikus sziirkenyar klénokban (Gullner és Kémives 1998;
Kdémives et. al. 1998) sziikséges volt igazolni a gshl transzgén stabil 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 (1. tablazat), melyhez AFLP-modszert alkalmaztunk. A 24 szelektiv AFLP
primerkombinaciébol 12 kombinacié adott éles és reprodukalhatd AFLP mintazatot. Osszesen 682 AFLP fragmentet
detektaltunk (1. tablazat). A szelektiv primer parok atlagosan 56,6 fragmentet szaporitottak fel, amely hasonlo

1. tablazat. Az fAFLP fragmentumok szama a gshl transzgénikus sziirkenyar (P. x canescens) 11ggs és 6lgl klonjaiban,
valamint a nem transzformalt kontroll (WT) klénban. 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 (1)
primerekkel (Gyulai ef al. 2005)

klénok az fAFLP fragmentumok szama szelektiv primerparonként (a-l) Osszes
a b c d e f a h i i k | frag.#
11gg9s 25 6 17 30 25 35 16 14 11 9 17 21 226
6/9l 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

nagysagrendi a feketenyarban (P. nmigra) megfigyelt fragmentum szamhoz, ahol két primer par Osszesen 104
fragmentumot szaporitott fel (Smulders et al. 2001).

A leghatékonyabb primer kombinacionak az Eco-AGT / Mse-CAT bizonyult, amely klénonként 35 fragmentumot
szaporitott fel. A 682 fragmentum koziil 4 volt polimorf (0,6 %), amelyek koziil egy a nem transzformalt kontroll
nyarban, harom a 6/g/ transzgénikus klénban amplifikalodott az Eco-AGT / Mse-CCC primerparral.

Az eredmények szerint a 11ggs klon AFLP-vel detektalt genetikai valtozasa 0,4% volt a kontrollhoz képest, a 6/g/ kloné
0,8 %. Irodalmi adatok szerint a Populus fajokkal végzett vizsgalatokban két — azonos fajba tartozé — klon kozott az
AFLP fragmentumokban magasabb, 15 %-os eltérést mutatott. Az eredményeink bizonyitjak, hogy a kisérleteinkben
alkalmazott P. x canescens klonok genetikailag stabilak, a riigymutacido mértéke a transzgenikus nyarfaban alacsony
(0.8 %) eltérden mas nyarfajoktol, illetve a gylimolesfaktol.
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3.2.2. Transz/gén reaktivacio DHAC-indukalt demetilacioval

A nyarfa genetikai kutatdsa azért jelents, mert kis genomu (5.5 x 10% bp), a genom mérete alig négyszerese az
Arabidopsis genomnak (*a fak arabidopszisza’) és minden faja diploid (2n = 38) (Taylor 2002). A vizsgalatainkban
alkalmazott gshl sziirkenyar klénokat (INRA 717-1-B4) fitoextrakcios kapacitas novelésére allitottak eld (Leple et al.
2000), és igazoltak fitoextrakcios kapacitasukat (Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998; Gyulai et al. 2005). A legstabilabb
transz/gén konstrukciok is ki vannak téve azonban a gén-csendesités (gene silencing) hatdsanak, amely elsésorban a
DNS metilacidjan keresztiill megy végbe a DNS metiltranszferaz enzim (CMT) katalizisével. A CMT-inhibitor
kezelésnek kitett novényekben 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) (Cao et al. 2000) indukciét alkalmaztuk a 11ggs és 6/gl gshl-transzgéikus nyarfaklonokban, valamint a
nem-transzformans klonban (Gyulai 2007; Bittsanszky, Gyulai 2007; Gyulai et al. 2008).

A transzgén-gshl relativ expresszios szintje a 6/g/ klonokban 13,5-szor nagyobb volt, mint a 11ggs kléonban (1,0) a
DHAC kezelés nélkiil. Ez a kiilonbség a demetilaci6é hatdsara megkétszerez6dott a 6/g/ kloénban (23,7), mig a 11ggs
klonban csokkent (0.4). A transzgén kopiaszdmanak meghatarozasakor kidertiilt, hogy a 6/g/ klén magas expresszos
szintje egy 60%-kal alacsonyabb koépiaszamt transzgén-beépiilés (1.0 - 6/g/) ellenére érvényesiilt (1.6 - 11ggs) (2.
tablazat).

2. tablazat. A 35S-gshl (E. coli) transzgén relativ kopiaszama a transgénikus sziirkenyar (P. x canescensm) klonoknban
(11ggs - a, és 6lgl - b), az aktin gén kontrolljaban. Az RT-qPCR elemzéshez a 27 modszert (Livak, Schmittgen 2001)
alkalmaztuk, klononként harom ismétlésben (Bittsanszky, Gyulai ef al. 2007a).

(a) gshl actin ACt AACt gshl kopiaszam

klonok Ct SD Ct SD  érték SD értek SD  érték  -/+ tartomany
11ggs/1 22,71 23,02 -0,31

11ggs/1 22,82 23,11 -0,29

11ggs/1 22,59 22,89 0,3

11ggs/2 22,33 22,88 -0,55

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

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

atlag 22,50 0,26 2291 014 041 0,13 0,75 0,13 169 154 185
(b) gshl actin ACt AACt gshl képiaszam

kiénok ¢t SD Ct SD érték SD  érték SD  eérték  -/+ tartomany
6lgl1 23,9 23,76 0,14

6lgl1 23,68 23,28 0,4

6lgli1 23,66 23,07 0,59

6lgli2 23,86 23,55 0,31

6lgli2 23,86 23,32 0,54

6lgli2 23,56 23,49 0,07

atag 23,75 0,14 23,41 0,24 0,34 0,21 0 0,21 1 086 1,16

A nyar sajat gsh1 génjének relativ expresszios szintje is igen nagymértékl emelkedést mutatott a demetilacios kezelések
hatasara (19.7-szeres expresszié ndvekedés) (3. tdblazat). A 11ggs klonban a nyar-gshl gén preferencia hatdsat
tapasztaltuk a 2.0-szeres rel. expresszid novekedéssel, szemben a gshl-transzgén reaktivacio 0.4-szeres értékével. A 6lg/
klénban a gshl-transzgén mutatott magasabb demetilacids induktivitast (23,7), mint a sajat nyar-gsi1 génje (13,9).

A 6lgl klonok gshl és gshl
génexpresszidjanak

Osszehasonlitasa alapjan
igazolhato, hogy a gshl-nyarfa
gén szignifikans mértékben volt

3. tabldzat. A 35S-gshl transzgén és a gsh1 nyarfagén relativ expresszioja a DHAC (107
mol, 7 nap) kezelt, és kezeletlen transzgénikus sziirkenyar (P. x canescens) klonokban
(11ggs, 6Lgl), valamint a nem transzformans (WT) klonban (Gyulai 2007; Bittsanszky,
Gyulai et al. 2007a)

reaktivalhatobb (2,6-rol 13,9-re, , gshl-transzgén (27°°) gshl-nyarfagén (274
amely 8,6-szoros novekedés), klonok nem- DHAC- novekedés nem- DHAC- Novekedés
mint a transzgén, amely magas kezelt kezelt X kezelt  kezelt X
expresszios szintje csak 1,8- 11888 1.0 0.4 04 3.1 20 25
szorosara (23,7) nott. 6Lgl 135 23.7 1.8 1.6 13.9 8.7

A gshl-transzgén és a gshl- WT - - - 1.0 19.7 19.7

nyarfagén kompeticdjat jelzi,
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hogy a gshl-nyarfagénnek a nem-transzfomalt (X) klonban mért DHAC-indukalt génexpresszio-ndvekedését (1,0-rol
19,7-re, 19,7-szeres relativ expresszioé novekedés), sem a 11ggs (0,8-r6l 2,0-re, 2,5-sz0rs expresszid novekedés), sem a
6lgl klon (1,6-r6l 13,9-re, 8,7-szeres expresszié novekedés) nem multa feliil. Mindezek mellett, a DHAC-nem-kezelt
gshl-transzformalt 6/g/ klon magas transzgén-gshl expresszids szintje (13,5-sz6r magasabb a 11ggs klonban mért
értéknél) igazolja a 6/g/ klon hatékonyabb fitoremediacios kapacitasat, amelyet in vitro nehézfém felvételi eredmények
is alatdmasztanak (Gyulai et al. 2005). A 6/g/ klonban mért nagyobb mértékii gshl aktivitas (szemben a 11ggs klonnal)
a transzgén konstrukcié eredménye, amely tartalmazott egy borsé »bcS (RuBPCase SSU: small subunit of RuBPCase,
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase) eredetli tranzit peptid szekvenciat is, amely elésegitette a kloroplasztiszokban
torténd GSH akkumulaciot (Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998). Az eredmény egyben igazolja a tranzit-peptidek
kiemelkedd szerepét a génkonstrukciokban, hasonléan a dohanyban vizsgalt tranzit peptid konstrukciokhoz, illetve
erdsitik a kloroplasztisz transzformaciok rendkiviili jelentdségét (Maliga 1995). Nem zarhaté ki a két transzgén
szelektiv metilacidja sem, ahogy ez transzgén piramidalas (egymast kdvetd gén transzformacio azonos novénybe) soran
tapasztaltd. A DNS metilacio forr6 pontjai a génpromoterek CpG és a CpNpG szekvenciai, ezzel transzkripcionalis
géncsendesitést (down-regulacio, hipermetildcid) eredményeznek (transcriptional gene silencing TGS). Ez a folyamat
is indukalhat6 DNS metilezd szerekkel (pl. 3-aminobenzamid). A vizsgdlatainkban alkamazott DHAC ennek a
folyamatnak az ellenkez0 hatdsat indukalja (gén up-regulacié, DNS hipometilezés, demetilacid), hasonldéan a tobbi
(humén réakterapiaban is alkalmazott MTaz inhibitorokhoz: zebularin; 5-azacitidin (5-azaC); 5-aza-2’-deoxycytidine,
melyek koziil csak a DHAC hidrolitikus stabilitdsa igazolt (Cao et al. 2000). A DHAC-indukalt gsi1 gén reaktivacio
végso célja egy alternativ lehetdség kidolgozasa volt a transzgénikus gshl nyarfaklonok kivaltasara, illetve a GMO —
kontra nem-GMO kérdés feloldasara (Balazs et al. 1985; Hornok 2000; in Dudits, Heszky 2003) - a szabadf6ldi
alkalmazas folyamatban van.

Eredményeink igazoljak tovabba, hogy a DHAC-indukalt demetilacion keresztiili transz/gén-reaktivacioval
ndvelhetd a stressz-indukalhaté gének expresszidja, ezen keresztiil stressz-ellenallosaga (Kiraly, Klement 1968;
Lehoczki et al. 1992; Barna et al. 1993; Purnhauser et al. 2000ab; Szigeti et al. 2001; Tar et al. 2002; Kocsy et al. 2004).
Annak koszonhetden, hogy a DNS metilacios mintazata 6roklédik (,.epigenetikai memoria’), a DHAC-kezelt nyarfa 1j
forréasa lehet a fitoextrakcios alkalmazasokhoz.

3.2.3. Uj mikroszatellita klontipusok azonositdsa feketenydrban (P. nigra)

A nyérfajok (Populus ssp) extrém kisméretii genomja (2n = 4x = 38; 5.5 x 10® bp; 2C = 1.1 pg) nagyfoku genetikai
stabilitassal parosul. A kutatasok célja a feketenyar (Populus nigra) genetikai variabilitasanak ndvelése volt haploid (n)
indukcioval, portoktenyészetben (Kiss J et al. 2001), két portok-donor klon (N-SL és N-309) alkalmazasaval, uj
mikroszatellita genotipusu feketenyar klonok eléallitidsara és molekularis azonositasara (Torjék et al. 2001).

10 20 30 40 50 &0 70 a0 =ln} 100

I | | | | | | | | |

AJZOTI03 CTTGTTTATT TGT TATTTAAATACT CTCAT TTG CTGTTGAATG CTAGAAGTGC TG GTC CTGGTATAC TTG TG CTT TTAGC AATTT GGACAGATATAGGCA
P.n.wms-20 CTTGTTTATT TGTTATTTAAATACT CTCAT TTG CTGTTGAATG CTAGAAGTGC TG GTC CTGGTATAC TTG TG CTT TTAGC AATTT GGACAGATATAGGCA

110 120 130 140 130 160 170 180 180 200

I | | | | | | | | |

ATZO97203 TAACCTTCATTAAAGCATTAATGTC CTCATAATTTGCC GTTTTATGGATC TAATTACT GTGCGLACATCTATGAC TATCGAAGCCAGTGACC CAGTATGT
P.n.vms-20 TAACCTTCATTAAAGCATTAATGTC CTCATAAT TTGCC GTTITATGEATC TAATTACT GTGCGUACATCTATGAC TATCGAAGCCAG TGACCCAGTATGT

210 220 230 240 250 260 270 280 280 300

I | | | | | | | | |

ATZO97203 CETEC TTCAA TG TGATATGTTTCACAAC CAACATC GTC TTGCTCTGCGAAGAA TG GTAAC CCTAG TTCTGGT TCT GG TTCTGGTT CTGGTTCTGGTTCTG
P.n.wms-20 CETEC TTCAATGTGATATGTTTCACAAC CAACATC GTC TTGCTCTGCEAAGAA TG GTAAC CCTAGTTCTGGT TCT GG TTCTGGTT ———————————————

310 320 330 340 350 360 370 380 380 400

I | | | | | | | | |

ATZO97203 GTTCTGGTTCTGGTT TGTAC TAGCCATATTTCTTTTTC CATGC GCCAACAAATTT TG TAAATTAATTGATAACT TGAAR GAAGA GAGATGC CCCGEAGA
P.n.vms-20 -——----—--—-——-- TGTACTAGCCATATTTCTTTTTC CATGC GCCAACAAATTTTGG TAAATTAAT TGATAACT TEAARA GAAGA GAGATGC CCCGEAGA

3. abra. Szekvencia elemzés a feketenyar (Populus nigra) WPMS-20 mikroszatellita lokuszan (ctggtt), a génbanki adat (AJ297293) és
NS-L-30 klon sszehasonlitasaval (az SNP, az ismétlédo és delécios nukleotidokat kiemelés jelzi) (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007b)

A kontinentalis éghajlaton (I1d. Magyarorszag) a feketenyar fontossdga messze felillmulja a tobbi nyarfaét (novekedési
erély, fahozam, stb.). A kutatasaink célja, ezért, uj mikroszatellita genotipust (Kiss J et al. 2001) feketenyarklonok
molekularis azonositasa volt, késobbi fitoremediacios alkalmazasra. A klonalis variabilitas SNP (single nucleotide
polymorphism) elemzésére a kontroll NSL-30 klonbol a WPMS-20 Iokuszon kapott fragmentumot agar6z gélbdl
visszaizolaltuk és két iranybol megszekvenaltuk. A szekvencia az ismétlédé szekvenciarészlet szamanak kivételével a
génbanki AJ297293 szamu szekvenciaval mutatott egyezést (3. abra). Az ismétlddé szekvenciamotivum (ctggtt),
azonban a szekvenalt mintdban a 3-szor ismétlédott, mig az adatbazisban szerepld mintaban 8-szor (3. abra). A
kimutatott (ctggtt)s delécid, a haploid indukcié soran végbement gametoklonalis variabilitas (in Dudits, Heszky 2003,
2005) molekularis fixalasanak az eredménye (Bittsanszky, Gyulai et al. 2007). A felnevelt haploid feketenyar klonok
(1-35) genetikai polimorfizmus elemzését tovabbi 6t (eldzetesen tesztelt primersorozatbol kivalasztott) SSR lokusz allél
diverzitasaval jellemeztiik. A leginkdbb polimorf 16kusznak a WPMS-20 bizonyult, mert itt hat nukleotid ismétlddése
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adta a mikroszatellita régiot annak ellenére, hogy a dinukleotid ismétlédésii régiok (mint a tobbi 6t lokusz) elméletileg
sokkal valtozékonyabbak. A természetes feketenyar populaciok nagyobb variabilitdst mutattak eredményeinknél,
valdszintileg az aktivabb riigymutacio kovetkeztében, hasonléan a nagymértékii genetikai polimorfizmus detektalasahoz
P. cathayana klonok kozott (Schoot et al. 2000).

3.3. Kulturnévények archeogenetikai stabilitiasa
3.3.1. A kéles (Panicum miliaceum) genomstabilitasa a kézépkor ota

A koles (Panicum miliaceum, 2n = 4x = 36) az arpa mellett a leg6sibb kulturndvényiink. A foldmiiveld sztyeppei népek
(keltak, hunok, avarok, magyarok) illetve a Termékeny Félhold népeinek legfontosabb gabonaja a koles volt (i.e 2000)
az évenkénti kétszeri aratas lehetésége miatt (60 napos tenyészidejli fajtak is ismertek)

Géncentruma (8shazaja) Kina (Vavilov 1951; Vaughan et al. 2007), a kinai birodalomban maga a mindenkori uralkodé
vetette el, hagyomanyos szertartas keretei kozott. A leghiresebb leletek is Kinabol keriltek el§ az i.e. 5000 — 3200
szarmazo korokbol. A legrégebbi (DK-Azsiai) Hoabinh kultarabdl (i.e.10.000-6000) nem kertilt eld.

AFLP  fragmentumok a kézépkori kiles
(Panicum miliaceum) mag maradvanyok
DNS' mintaiban: A 15. szazadi budavari
asatasok soran 195 ndvény, tobb mint 3
milli6 maglelete keriilt el6 (Gyulai et al.
2006), nemzetkdzileg is jelentds leletanyagot
biztositva a régészeti genetikai kutatasokhoz.
A nagyszamu archeobotanikai feldolgozas
ellenére a koles régészeti genetikai kutatdsa
nemzetkozileg 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 ¢és CAPs elemzést végeztiink.

Az AFLP vizsgalatokban a moddszer
fluoreszcens valtozatat alkalmaztuk (fAFLP -
fluorescent amplified DNA fragment length

polymorphism) 24 szelektiv ~ primer
kombindciojaval, melybdl 12 par adott éles
¢és reprodukalhatd AFLP mintazatot (4. dbra).
Az adatok alkalmasak voltak a DNS

=242
-238

degradacié mértékének becslésére: a 4. sz. | —_— I i @12
mintdban csak két fragmentum talalhaté il

(98.8% degradacio), a 15. szazadi mintaban =~ Me=== ;i ="
158 AFLP fargmentum (40%-o0s degradacio), - - 180
szemben a mai mintdban talalt 264 (100%) = - } k - 160

AFLP fragmentummal. Az AFLP —
fragmentumokat szekvenalé PAGE gélen
elemezve, 21 fragmentumot tudtunk
visszaizolalni, klénozni majd szekvenalni. A
klonok koziil 8 fragmentum szekvenciaja volt
elemezhetd. A 15. sz.-i EcoAGT-MseCAC-
272 fragmentum BLAST analizisében az
Ugpe ABC-transzporterrel (permedz); mig az
EcoAGT-MseCAA-462 fragmentum
(‘topaz’) a gypsy/Ty3 retrotranszpozonnal
mutatott szekvencia hasonlosagot (Gyulai et
al. 2006).

A kéles SSR-allélstabilitasa: A mikroszatellita (ALF-SSR) vizsgalatokat 35 lokuszon végeztiik, ebbdl 4 bizonyult
Osszevethetonek a kozépkori és a mai koles mintaban a gin4 (257 bp), shl (250 bp), rps28 (157 bp), és az rps15 (146
bp) lokuszon (5. abra). Minddssze egy nukleotid-valtozast (SNP) mutattunk ki (A—G szubsztiticid) az rps28 SSR
locus 29. nt-ben, az dsszes 810 nt SSR szekvenciaban. Eltérden a kétszikii sargadinnyében tapasztalt igen nagymértéki
SSR-variabilitastol (Szabo, Gyulai et al. 2007) a vizsgalt koles SSR lokuszok egyikében sem mutattunk ki valtozast az
ismétlddések szamaban. Az eredmények a koles egyszikli genomjanak rendkiviili stabilitasat igazoljak, Osszevetve az

-147

4. abra. AFLP-elemzés poliakril amid (PAGE) gélelektroforézissel,
fragmentum izoldlashoz a 15. szazadi (a) és a mai ‘topdz’ koles
(Panicum miliaceum) fajtaban (b), 1-11 szelektiv primer-par
kombinacidjaval (a  fekete nyilak jelzik a  visszaizolalt
fragmentumokat (Gyulai ez al. 2006)
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azonos korbol feltart sargadinnye kétszikii genomjaban végbement nagyfoku mikroevolucios valtozasokkal (Szabo,
Gyulai et al. 2005ab). Ezt az eredményt tamasztjak ala a CAPs (RFLP-PCR) eredményeink is, amelyben hat restrikcios
hasitohely szekvencidjaban (7aql, BsuRl, Hinfl, Mbol, Alul és Rsal) nem tortént mutdcié6 az mtDNA-6 lokuszon
(Z11512).

A mikroszatellitak altal hordozott informacio kiilonds jelentdsége az, hogy gének promoter régioiba épiilve alkalmasak
a gén, illetve a hordozé faj(ta) genetikai azonositasara. A vizsgalt négy koles SSR lokusz is génkapcsolt volt (g/n4 —
glutamin szintdz, .sh1 — szachardz szintaz (shrunkenl); rps28 és rps15 - kukorica cDNS klontarbol).

(a) SSR glnd-257 (D14577) - (ttgeg),

......cagcagcagcagcag. .. ... .
......cagcagcagcagcag. .. ... .

5. abra. SNP elemzés a kozépkori kdles (15.5z.) €s a mai cv. ‘topdz’ kolesfajta (Panicum miliaceum) négy SSR 16kuszan (a
—d) (6sszesen 810 nt), és a kimutatott G — A tranzicio az rps28 lokuszon (Gyulai et al. 2006)

A koles ISSR-polimorfizmusa: A mikroszatellita genom elemzés specialis teriilete az ISSR-elemzés, amely modszerrel
két SSR szakasz kozotti szekvencia szaporithato fel (Zietkiewicz et al. 1994). Az ISSR-PCR szamos esetben nagyon
hatékony molekuldris modszernek bizonyult intraspecifikus, populaciok kozotti vizsgalatokra, fajtaspecifikus
mintazatok meghatarozasara.

A koézépkori kéles morfologiai rekonstrukcioja: ISSR elemzéseinkben 9 primert és kombinacioit alkalmaztuk. Ezek
kozil négy ISSR primer bizonyult polimorfnak: FV808 (6 ISSR fragmenrum); FV821 (5 ISSR fragmentum); FV835 (4
ISSR fragmentum); FV841 (7 ISSR fragmentum). A polimorf ISSR fragmentumok cluster elemzése alapjan a kdzépkori
kdles az *Omszkoje-9’ dzsiai eredetli koles fajtahoz mutatta a legkdzelebbi rokonsagot, amely eredmény nyivanvaloéan
utal a régészeti minta keleti eredetére.

A fenotipusos felvételezés soran a vizsgalt 28 morfologiai bélyeg alapjan megrajzolhaté (SPSS11) volt a mai fajtak
morfoldgiai dendrogramja. Ezt dsszehasonlitva a molekularis dendrogrammal rekonstrualhatd volt a kdzépkori koles
minta, amely terpedt bugaju, apro6 kalaszkaju, barna magvu koles lehetett, ma is fellelhet6 kozeli rokon fajtakkal (1d. az
Omszkoje-9 fajta oroszorszagi gylijtdhelyét). A 4.sz. minta két AFLP fragmentuma kevésnek bizonyult az 1.600 éves
fajta rekonstrukcidjahoz. A 600 éves kozépkori lelet ’csirazasi’ kisérlete is sikertelen maradt, megkérddjelezve az Osi
magleletek csirazasarol szolo eredményeket a 10.000 éves csillagfiirt, az 1.300 éves indiai 16tusz, illetve az 1-2.000 éves
egyiptomi kamut buzalelet esetében.

3.3.2. A sargadinnye (Cucumis melo) mikroszatellita diverzitisa a kézépkor ota

A sargadinnye (2n = 4x = 24) a fajgazdag Cucurbitaceae csalad (119 nemzetség, 825 faj) Cucumis nemzetségének
morfoldgiailag legdiverzebb faja (Velich 1967; Molnar 1973, Nagy 2003a,b). A Cucumis nemzetségben, a két
termesztett faj (sargadinnye - C. melo; és az uborka - C. sativus) mellett tobb, kérdéses Cucurbitaceae faj keriilt
besorolasra. Elsddleges géncentruma (Vavilov 1951) Afrikaba tehet. Az elsé termesztett tipus a chate lehetett (i.e.
2000 — 1500). A Bibliaban (Moz. IV, 11:5) emlitett sargadinnye is feltételezhetden chate tipust volt.

Szamos hazai lelet koziil (Hartyanyi, Novaki 1975) a legrégebbiek romai koriak (Budapest-Aquincum) az idészamitas
szerinti. 2. - 3. szazadbol. A Budai var teriiletén folytatott asatasok soran feltart 13-14. szazadi kutak betoltéseiben, tobb
sargadinnye mag lelet is felszinre keriilt. A jelen munkaban vizsgalt magleletek a Budai kiralyi var Zsigmond-kori
szarnyanak (15. sz. eleje) régészeti feltarasaibol keriiltek el (Gyulai et al. 2001; Bacso6 et al. 2004; Bisztray et al.
2004a,b; Gyulai et al. 2006; Szabd, Gyulai et al. 2005ab). A magokbol torténd sikeres 6sDNS-izolalas és genotipus
azonositas utan a morfoldgiai, fenotipusos fajtarekonstrukciot 47 mai fajta sszehasonlitdsaval végeztiik el.
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A sargadinnye mikroszatellita diverzitasa: Az ALF-SSR elemzéseinkben 34 primer-part teszteltiink, ebbdl 20 primer-
par bizonyult hatékonynak a mai fajtdkban, amelyek koziil csak nyolc primerpar volt aktiv a kozépkori mintaban. A
nyolc lokuszon elvégzett SSR elemzéssel 0sszesen 40 SSR allél 485 szekvencidjat azonositottuk a 47 mai és a
kozépkori mintaban. Az egyes lokuszok alléldiverzitasa eltérd volt (2 és 7 allél/lokusz, atlag értékiik 5.7 allél/lokusz):
CmCT44 (2 allél), CmAGS9 (5 allél), CmGA104 (5 allél), CmCT134 (4 allél), CmTA134 (6 allél), CmCTT144 (7 allél),
CmTC168 (6 allél) és CmCT170 (5 allél). A 8 SSR lokuszbol hét dinukleotid, és egy trinukleotid ismétlédésti volt
(CmCTT144 - 7 allél). Két SSR lokusz (CmCT170, CmTTT144) teljes szekvenciaelemzését végeztiik el a kdzépkori és
a mai sargadinnye fajtaban. Megallapitottuk, hogy az SSR allélek hosszusag polimorfizmusa mindig egy teljes SSR
alapszekvencia, egyszeres vagy tobbszords kiesésébdl (delécio) illetve beépiilésébdl (inszercio) adodik (indel), és
sohasem a lezard szakaszok mutaciojabol (Szabd, Gyulai et al. 2005ab). Egyetlen esetben sem tapasztaltunk
rekombinans (t6rf) SSR szekvenciat, amelyben a belsd ismétlddo szekvencia valtozott volna meg (Szabd 2006).

Igazoltuk, hogy a kdzépkori sargadinnye lelet SSR allél hosszlisaga kdztes értéket mutat (sem nem a legrovidebb, sem
nem a leghosszabb), amely feltételezi, hogy a kézépkori sargadinnye nem a legdsibb fajtatipus lelete (Szabo, Gyulai et
al. 2007). A 485 SSR fragmentum alapjan molekularis dendrogrammot (SPSS14) készitettiink, amellyel megallapitottuk
a molekularis rokonsagot a mai fajtak (20 6si tajfajta, és 27 termesztett fajta) és a kozépkori lelet genetikai allomanya
kozott.

Kozépkori sargadinnye fajtarekonstrukcioja: A fajtarekonstrukcidhoz meg kellett hatarozni a fajtak tipusat és rokonsagi
korét egy morfologiai dendrogramm elkészitésével. A vizsgalatokhoz 47 mai sargadinnye fajtat és tajfajtat
felvételeztiink 28 morfologiai tulajdonsag alapjan. Az elemzés szerint, a magyarorszagon termesztett 47 fajta kivétel
nélkiil besorolhaté volt az Eurdpaban elterjedt harom f6 terméstipusu csoportba: a cikkelyesen bardzdas Kantalup
(cantalupensis), a halozatos-recés terméshéju Retikulatusz (reticulatus), és a simahéju Inodorusz (inodorus) csoportba.
Eurdpai fajta gytijtemények elemzéseiben is ez a hdrom tipus elterjedése igazolodott. Az elvégzett morfologiai elemzést
Osszevetve molekularis dendrogrammmal a kdzépkori minta fajta-tipusa meghatarozhato volt, amely szerint az egy
inodorusz tipusu, sima héji, z6ld hust sargadinnye lehetett, atmeneti formaval a Hogolyo’ és a ’Kdésarga’ mai
termesztett fajtak kozott (Szabo, Gyulai et al. 2005ab, 2007; Horvath, Gyulai et al. 2007).

3.3.3. A gorégdinnye (Citrullus lanatus) archeogenetikai jellemzése

A gordgdinnye (Citrullus lanatus; 2n = 2x = 22; 4.25 - 4.54 x 10% bp; 0.42 pg DNS) a rendkiviil monotipikus Citrullus
nemzetség tagja, melynek kevés faja kozeli morfologiai rokonsagban all egymassal: Citrullus colocynthis, Citrullus
ecirrhosus, Citrullus rehmii vadfajokkal. A gérdgdinnye evolucios kutatdsanak kiemelt jelentdségét az adja, hogy két
alfaja a Citrullus lantaus var. lanatus és a Citrullus lantaus var. citroides maig fennmaradt parhuzamos evolucidjuk
soran. Elsddleges géncentruma az Abessziniai ovezet, illetve tropusi Afrika, masodlagos géncentruma Kina, Belso-
Azsia és India (Id. Praecitrullus fajokat) (Vavilov 1951). Nagyfoka morfolégiai variabilitasat a héj, a hus, és a mag
szine és formaja adja. Termesztésbe vonasa i.e. 2000 évvel ezeldtt kezdddhetett, Europaban csak a kozépkor ota ismert.

A régészeti genetika, illetve botanika specialis teriilete a nagyszamt piramaisokbol eldkeriilt gorogdinnye-maglelet,
kiilonds tekintettel a leghiresebb Tutan-kamon-i 4satasokra. A nagyszamu magyarorszagi k6zépkori magleletek szerint
(Gyulai et al. 2006; To6th, Gyulai et al. 2007) a gordgdinnye (Citrullus lanatus) és a sargadinnye (Cucumis melo)
kiilonosen kedvelt konyhakerti ndvények voltat mar a kozépkorban (Hartyanyi, Novaki 1975). A kdzépkori
Magyarorszagon termesztett gorogdinnyék tobbnyire sargabeliiek lehettek egészen a 18. sz.-ig (Gyulai F vizsgalati
eredménye), a pirosbelil fajtak csak a torokkor elmulasa utan kezdtek terjedni. Italidban 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;

A vizsgalatainkban két 15. szazadi asatasbol szarmazo6 maglelet, a Budai kirdlyi var Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz.
eleje) régészeti feltarasaibol (Gyulai et al. 2006)-, illetve a debreceni Kodlcsey Miivelddési Kozpont teriiletén végzett
asatasokbol szarmazik, a 18. szdzadi mintat az un. Pannonhalmi Apatsag botanikai gyljteményébdl (MezOgazdasagi
Muzeum, Budapest) szarmazik. A 44 mai fajtat az Agrobotanikai Kozpont, Tapioszele, génbanki anyagabol (Toth,
Gyulai et al. 2007) gyiijtottiik 6ssze. A magleletekbdl és a mai gorogdinnye fajtakbol DNS-izolalast, molekularis (nSSR
— nuclear simple sequence repeat; cpDNS — kloroplasztisz DNS) elemzést, és retroranszpozon izolalast végeztiink

Szekvencia-elemzés: (ct); delécio és (ct), inverzio a (ct),; gorogdinnye (Citrullus lanatus) mikroszatellita
lokuszan a kozépkor ota

A vizsgalatokhoz mikroszatellita primer parokat alkalmaztunk. Az elemzésben 47 primer-part teszteltiink, ebbdl 26
primer-par bizonyult hatékonynak a mai fajtdkban, amelyek koziil 16 volt aktiv a kdzépkori mintdban, és szekvencia
elemzést végeztlink a Cl-1-20 (CT)y6.30 nSSR lokuszon. Megallapitottuk, hogy mindhdrom régészeti mintaban még
megtalalhato (CT); (115-121 nt) SSR szekvencia szakasz a mai fajtakban delécioval kiesett az elmult 600 év soran. A
(CT)z6.30 nSSR lokusz (190 bp) 122-130 bp szakaszan egy tovabbi (CT), inverziot is azonositottunk, a régészeti ¢s a
mai fajtakban (6. abra). Ez az eredmény (CT),; egyszerli mikroszatellita lokuszbdl kialakuld (CT);;-C-(TC),-T-(CT)s
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Osszetett mikroszatellita sziiletését igazolja, amely eredmény a mikroszatellita lokuszok evolucidjanak jelentds
eredménye (1d. ,,mikroszatellitak sziiletése és halala”).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B T T e T T T L I T B O e I I
Rackeve (13.) CGCGCGTGAGGACCCTATAGACTCTTCTGGTTCCTTCTTCCCTCCGAAGCGTGCCTTCTTTCTTCTCATTAGTAGCCTCCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
Turai (15. )
Ukrainskij (21.)
Haromfa (24. )
Nyirbator (31.)
Lipét (43.)
15.sz. Budai
15.sz. Debrecen
18.sz. Pannonhalma

Rackeve (13.)

Tura (15.)
Ukrainskij (21.)
Haromfa (24.)
Nyirbator (31.)
Lipét (43.)

15.sz. Budai
15.sz. Debrecen
18.sz. Pannonhalma

6. dbra. (CT)s-delécio (115-121 nt) a dinukleotid (CT),6.30 nSSR (C1.1-20; Jarret et al. 1997) mikroszatellita (82-141 nt)
lokuszon (190 bp) a vizsgalt mai gorégdinnye (Citrullus lanatus) fajtdkban a 15.szazadi és a 18.szdzadi mintak
Osszehasonlitasaban; valamint osszetett mikroszatellita sziiletése egy feltételezhetd dsi szekvenciabodl levezethetden a (CT),
szakasz inverzidjaval (122-130 nt) mindegyik mintaban (a primereket alahtizas jelzi) (Toth, Gyulai et al. 2007).

LTR retrotranszpozonok izoldldsa gérogdinnyében

A néveényi transzpozonok, retroelemek, ugradlo gének: Az eukariota és a prokaridta genom igen nagy mennyiségli virus-
eredetli DNS-t hordoz, amelyek 6nszaporodasra, helyvaltoztatasra (transzpozicid) képesek (transposable elements, TE-
k), ezaltal nagy szerepet jatszanak a mikro/evolucioban. Az athelyez6dé gének (transzpozicios elemek — TE;
transzpozonok; a prokariotakban Inszercidés Szekvencidk - IS) a genombol ki tudnak vagddni, majd athelyezédni a
genom egy masik pontjara és ott jbol beépiilni (Olasz et al. 1997). Felfedezésiik nem baktérialis, human- vagy
allatgenetikai kutatasokhoz kotddik, hanem tisztdn ndvénygenetikai eredmény: kukoricdban (Zea mays) fedezte fel
Barbara McClintock (1942; Nobel-dij 1983). Az evolicio soran a sejtben legnagyobb mennyiségben eléforduld tRNS a
mt-tRNS-t felhasznalo retroelemek szaporodtak fel legnagyobb szamban a genomokban. A met-tRNS 3’-végi,
aminoésav kotd tripletie CCA, melynek komplementer szekvencidja a PBS-ben GGT. A tervezett PBS-specifikus
primereink 3’-vége ezért minden esetben a CCA volt (Kalendar, Schulman 2006). Osszesen 51 PBS primert teszteltiink
melybdl mindegyik mutatott amplifikaciét. Mind a két 15. szdzadi, és a 18. szazadi mintdban is sikeriilt kimutatni
retrotranszpozon eredett fragmentumokat, még a nagy mol tomegiti (3 Kbp) frakcidkban is.

LTR retrotranszpozon izolalasa, klonozasa és szekvendlasa

Uj LTR retrotranszpozonok izolaldsahoz klénoztuk a PBS fragmentumokat, majd kolonia PCR-ben amplifikaltuk,
pGEM-T easy vektorba ligaltuk, E. coli baktériumba klonoztuk, majd plazmidot tisztitottunk €s univerzalis primerekkel
az inszerteket megszekvenaltuk. Osszesen 30 klont szekvenaltunk (20.997 nt), melyek koziil 18 szekvencia (60 %)
mutatott LTR eredetet az altalanos LTR szekvencia alapjan (primer-CCAnnnTGCGnnn...). A 18 LTR szekvencia
lehetséges teljes hosszanak tovabbi amplifikdlasara 34 IRAP (Inter Retrotransposon Amplification Polymorphism)
(Kalendar, Schulman 2006) primert terveztiink, melyek mindegyike alkalmas volt LTR alapu IRAP-polimorfizmus
meghatarozasara gordgdinnye fajtdk kozott. Az LTR-retrotranszpozon szekvencidk (1-18) BLAST elemzésében
génkapcsoltsagot talaltunk a leirt szekvencidk kozott, ugyanis a retroelemek nagy szamban épiilnek be funkcionalis
gének promoter kozeli szekvencidiba. A gérogdinnye 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 szekvencidjanak (1.163 nt) ) 284 nt hosszl szakasza megtalalhatd volt a gorogdinnye gyiimolcs
magi nucellusz-specifikus fehérje gén (WM403) hatarolo (flanking) szekvenciajaba épiilve (AF008925) (1.711-1.408
nt). A 284 nt hosszl retrotranszpozon szekvencia elemzése (dot plot) azt igazot, hogy TRIM (terminal repeat
retrotransposon in miniature) tipusu sz0l6-LTR-t azonositottunk, els6ként a gérogdinnye genomban (T6th, Gyulai et
al. 2007).

Az 0j LTR terotranszpozon a CiLa-1 (Citrulus lanatus) elnevezést kapta, az NCBI adatbaziséba feltoltottiik. A masik
LTR-klén 1.070 nt hosszt (2296 primer) szekvencidjanak 286 nt szakaszat (107 — 393 nt) szintén egy Cucurbitaceae
faj, a tok (Cucurbita maxima) floém fehérje (PP1) (NCBI U66277) génjébe dgyazottan talaltuk.
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4. Uj tudomanyos eredmények — A gyakorlati alkalmazas lehetdségei

L.

Az ivaros- (pollen, portok, ovarium ¢és ovulum), valamint a vegetativ biotechnologiai modszerek
(mikroszaporitas, klonozas, szomaklonok, protoklonok, cibridek) segitségével 0 klontipusok allithatdk el6 a
névénynemesités szamara: szomaklonokat (Poaceae); gametokionokat (paprika, fekete nyar), vegetativ
klonokat (sziirkenyar) és DHAC-indukalt epigenetikai klonokat (sziirkenyar). Igazoltam a szomatikus
embriogenezis folymatat szkenning elektron mikroszkopos (SEM) elemzéssel egy és kétszikili fajokban: sziki
mézpazsitban (Puccinellia limosa); vadgesztenyében (desculus hippocastanum), és szdjaban (Glycine soya).
Tovabbi fajok elemzésére, helysziike miatt, csak utaltam: 0j tarackbuza klon (Agropyron repens cv. Purdue)
¢s lignintartalomban csokkentett zold pantlikafii (Phalaris arundinacea) klonok eldallitasara, valamint az
ivarsejt eredet(i, dihaploid paprika (Capsicum annuun) klonok molekularis elemzésére.

2.

Igazoltam a fitoremediacios célra eldallitott gshl-transzgénikus sziirkenyar klonok (11ggs, 6lgl) 35S-gshl-
klonstabilitasat 682 AFLP-fragmentum kimutatasaval. Hatékony génexpresszié novekedést értem el a gshl-
transzgén, valamint a nyarfa endogén gshl gének aktivitdsdban DHAC-indukalt demetilaloval: a 6/gl/-
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 nétt az endogén gshl nyarfagén aktivitasa.
Eredményeimmel egyben alternativ modszer lehetéségét adtam a GMO — kontra nem-GMO kérdéshez.

3.

Uj mikroszatellita klontipusokat azonositottam feketenyarban (Populus nigra) 35 haploid eredetii klon
populacidjaban, 6t SSR lokusz, 20 SSR allél 280 szekvencidja alapjan. Az SSR polimorfizmus egyik
okaként, a nyarfa wpms-20 lokuszan egy 5-szords (ctggtt)s szekvencia-deléciot mutattam ki a (ttctgg)s
lokuszon, igazolva a gametoklonalis variabilitas molekularis fixalasanak lehetdségét.

4.

A novényi archeogenetikai kutatasokban a koles, sargadinnye és gordgdinnye régészeti leleteinek
feldolgozasat végeztem el. A koles (Panicum miliaceum) archaeogenetikai elemzésében molekularis
régészeti kormeghatdrozasi modszer lehetdségét irtam le az AFLP-lokuszok degradacido mértékének
meghatarozasaval 1.600-, és 600 éves koles magleletek 6sDNS mintaiban (2 AFLP fragmentum /4. szazadi;
158 AFLP fragmentum / 15.szazadi és 264 AFLP fragmentum / mai fajta). Az ISSR fragmentum elemzéssel
fajtarekonstrukcidos modszert dolgoztam ki 600-éves koles 0sDNS mintdja 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 molekuldris modszert dolgoztam ki a régészeti leletek kereszt-fertdzott
mintainak kiszlirésére. Valamint, 8 SSR lokusz 40 allél, 485 fragmentum szekvenciajanak meghatarozasaval
fajtarekonstrukcidt végeztem 600 éves sargadinnye fenotipusanak meghatarozasaban.

6.

Kozépkori (600 éves) gorogdinnye (Citrullus lanatus) sejtmagi és kloroplasztisz (cpDNS) 6sDNS mintainak
valamint a mai fajtak 0sszehasonlitd elemzésében uj rDNS-ITS és haplotipus csoportokat hataroztam meg.
Valamint, a mikroszatellita DNS szakaszok evolucioja kérdésében, kisérletesen igazoltam, hogy a 600 éves
domesztikacios id6 soran egyszerii SSR szekvenciakbol hogyan alakul ki Osszetett mikroszatellita a (CT),,
egyszerl mikroszatellita lokuszon a (CT),;-CC-(TC);-TT-(CT), szekvencia kialakulasaval. Gorégdinnyében
(Citrullus lanatus) leirtam a goérogdinnye els6 LTR-retrotranszpozonjat (Cilal; NCBI EU009625), amely 1)
marker rendszert nyjt a molekularis fajtaazonositas szamara.
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Tseveendorj D, L Sugar (1994) Hanguk Minjokhak Yon'gu. In.: The review of Corea Anthropology Institute 2, pp. 91-110., Dankook University, Seoul Korea.

Varallyay Gy (2005) Agrodkoldgia — tajokoldgia. Tajokologiai Lapok, 3. évf. 1. szam, p. 155-175.

Vaughan DA, E Balazs, JS Heslop-Harrison (2007) From Crop Domestication to Super-domestication. Annals of Botany 100: 893-901.

Vavilov I.N (1951) The Origin, Variation, Immunity and Breeding of Cultivated Plants (K. Starr Chester). 1951. Chronica Botanica 13:1-366.; és Origin and
Geography of Cultivated Plants (fordittta Doris Love) (1992). Cambridge University Press, Cambridge. ISBN 0-521-40427-4.

Velich | (1967) Adatok a Cucumis melo L. ivargenetikajahoz. Doktoti Disszertacio, Kertészeti és Szélészeti Féiskola, Budapest.

Wilmut I, Schnieke AE, McWhir J, Kind AJ, Campbell KHS (1997): Viable Offspring Derived from Fetal and Adult Mammalian Cells. Nature 385:810-813.

Zietkiewicz E, Rafalski A, Labuda D (1994) Genome fingerprinting by simple sequence repeat (SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification. Genomics 20:
176-183.

Zsoldos F, Vashegyi A, Pécsvaradi A, Béna L (2003) Influence of silicon on aluminium toxicity in common wheat and durum wheat. Agronomie 23: 349-354.
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6. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

(a) Konyv/részlet (7)

1.

Gyulai G, Z Téth, A Bittsanszky, Z Szabd, G Gullner, J Kiss, T Kémives and L Heszky (2008) Gene up-regulation by DNA
demethylation in 35S-gshl-transgenic poplars (Populus x canescens). in: Genetically Modified Plants: New Research
Trends. Eds. T Wolf and J Koch, Nova Science Publisher, Inc. USA, Chapter 8, pp. 173-191. ISBN 978-1-60456-696-3.

Gyulai G, Kiss E, Heszky L (2004) Az arpa biotechnolégidja. in Magyarorszag kulturfloraja. VIII/14. pp. 274-289. (Eds.) L.
Tomcsanyi, G Turcsanyi. Az arpa - Hordeum vulgare L., Akadémiai Kiadd, Budapest. ISBN 963 05 8100 0.

Gyulai G, E Kiss, LE Heszky (1993) A repce biotechnoldgiaja. in Magyarorszag Kulturfloraja. VI. ed. Szabo L. Az olajrepce -
Brassica napus. pp. 56-62. Akadémiai Kiado, Budapest. ISBN. 963 05 6591 9.

Gyulai G, L Murenyetz, J Janovszky, M Tarczi, I Racz (1995) Initiation of monocot plant development In vitro for studying
plant-microbe interaction. In Azospirillum V1. and related microorganizms. Ed. I. Fendrik et al. NATO ASI Series, Vol
G37. pp. 155-159. Springer-V Belrin Heidelberg. ISBN 3-540-60107-4.

Kiss E, Gyulai G, Heszky L (2004) Az arpa genetikdja. in Magyarorszag kultarfloraja. VIIL./14. pp. 256-273. (Eds.) L.
Tomcsanyi, G Turcsanyi. Az arpa - Hordeum vulgare L., Akadémiai Kiadd, Budapest. ISBN 963 05 8100 0.

Jekkel Z, G Gyulai, LE Heszky (1995) Cryopreservation of some halophyte grasses (Puccinellia species). In. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Vol. 32., Cryopreservation of plant germplasm I. ed. Y.S.P. Bajaj, Springer V, Berlin-New York,
pp. 245-255.

Jekkel Zs, J Kiss, G Gyulai, E Kiss, L Heszky (2002) Cryopreservation of horse chestnut (4desculus hippocastanum L.). in.
Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol.50., Cryopreservation of plant germplasm II. ed. Y.S.P. Bajaj, Springer V,
Berlin-New York, pp.192-212. ISBN. 978-354057-451-4.

(b) IF kézlemények (21)

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gyulai G, M Humphreys, R Lagler, Z Szab6, Z Toth, A Bittsanszky, F Gyulai and L Heszky (2006) Seed remains of common
millet from the 4™ (Mongolia) and 15" (Hungary) centuries; AFLP, SSR, and mtDNA sequence recoveries. Seed Science
Research 16:179-191. (IF: 1.892)

Gyulai G, M. Humphreys, A. Bittsanszky, K. Sket, J. Kiss, L. Sket, G. Gullner, S. Heywood, Z. Szabd, A. Lovatt, L.
Radimszky, H. Roderick, M. Abberton, H. Rennenberg, T. Kémives, L. Heszky (2005) AFLP analysis and improved
phytoextraction capacity of transgenic gshl-poplar clones (Populus canescens L.) in vitro. Z. Naturfroschung 60c (3/4),
300-306. (IF: 0,798)

Gyulai G, Z Mester, J Kiss, Szeman L, Heszky L, A Idnurm (2003) Somaclone breeding of reed canarygrass (Phalaris
arundinacea L). Grass and Forage Sciences 58:210-215. (IF: 0.618)

Gyulai G, Gémesné JA, Zs Sagi, G Venczel, P Pintér, Z Kristof, O Torjék, L Heszky, S Bottka, J Kiss, L Zatyko (2000)
Doubled haploid development and PCR-analysis of F, hybrid derived DH-R, paprika (Capsicum annuum L.) lines. J Plant
Physiol 156:168-174. (IF: 1,403)

Gyulai G, Z Jekkel, E Kiss, J Kiss, L E Heszky (1995) A selective auxin and cytokinin bioassay based on root and shoot
formation in vitro. J Plant Physiol 145: 379-382. (IF: 1,403)

Gyulai G, E Kiss, A Csillag, LE Heszky (1993) Developmental analysis of primary and secondary somatic embryogenesis in
soybean tissue culture. Acta Biol Hung 44:189-196. (IF: 0,636)

Szabo, Z., Gyulai G, M. Humphreys, L. Horvath, A. Bittsanszky, R. Lagler, L. Heszky (2005) Genetic variation of melon (C.
melo) compared to an extinct landrace from the Middle Ages (Hungary) I. rDNA, SSR and SNP analysis of 47 cultivars.
Euphytica, 146, 87-94. (IF: 0,884)

Lagler R, Gyulai G, M Humphreys, Z Szabo, L Horvath, A Bittsanszky, J Kiss, L Holly, L Heszky (2005) Morphological and
molecular analysis of common millet (P. miliaceum) cultivars compared to an aDNA sample from the 15th century
(Hungary). Euphytica, 146, 77-85. (IF: 0,884)

Gullner G, Gyulai G, A Bittsanszky, J Kiss, L Heszky, T Komives (2005) Enhanced inducibility of glutathione S-transferase
activity by paraquat in poplar leaf discs in the presence of surcose. Phyton, 45 (3):39-44. (IF: 0,348)

Jekkel Zs, Gyulai G, J Kiss, E Kiss, L Heszky (1998) Cryopreservation of horse-chestnut (Adesculus hippocastanum L.)
somatic embryos using three different freezing methods. Plant Cell Tissue Organ Cult 52:193-197. (IF: 1.028)

Toldi O, Gyulai G, J Kiss, IA Tamas, E Balazs (1996) Antiauxin enhanced microshoot initiation and plant regeneration from
epicotyl-oroginated thin-layer explants of sugarbeet (Beta vulgaris L.). Plant Cell Rep 15:851-854. (IF: 2,173)

Toldi O, Gyulai G, E Preininger, E Varallyay, M Fari (1994) Minibeet initiation of derooted sugarbeet (Beta vulgaris L.)
seedlings in vitro. Plant Sci 94:217-224. (IF: 1.605)

Tarczy HM, Gyulai G, J Janovszky, E Kiss, LE Heszky (1996): Cytogenetic instability among the vegetative progenies of A.
repens cv. Purdue somaclones. Cereal Res Comm 24:267-273. (IF: 0.320)

Purnhauser L, Gyulai G (1993) The effect of copper on the shoot and root regeneration in wheat, triticale, rape and tobacco
tissue cultures. Plant Cell Tissue Organ Cult 35:131-139. (IF: 1,113)

Kiss E, J Kiss, Gyulai G, LE Heszky (1994) A novel method for rapid micropropagation of pineapple. Hort Sci 30:127-129.
(IF: 0.574)

Bittsanszky A, Gyulai G, M Humphreys, Gullner G, Csintalan Z, Kiss J, Szab6 Z, Lagler R., Toth Z, H Rennenberg, Heszky L,
Kémives T (2006) RT-PCR analysis and stress response capacity of transgenic gshl-Poplar clones (Populus % canescens)
in response to paraquat exposure. Z. Naturforschung, 61c: 699-703. (IF: 0,798)

Mazik TK, L Lelley, Gyulai G, E Kiss, L Heszky (1997) Meiotic and RAPD analysis of a new genotype of Agropyron repens
L. Cereal Res Comm 25:127-133. (IF: 0.320)

Bayar K, O Térjék, E Kiss, Gyulai G, L Heszky (2002) Intra and interspecific molecular polymorphism of thrips species. Acta
Biol Hung 53:317-324. (IF: 0,636)
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19. Bittsanszky A, T Komives, G Gullner, Gyulai G, J. Kiss, L. Heszky, L. Radimszky, H. Rennenberg (2005) Ability of
transgenic poplars with elevated glutathione content to tolerate Zinc (2+) stress. Environment International 31: 251-254.
(IF: 2.856)

20. Torjék O, E Kiss, J Kiss, M Kondrak, Gyulai G, J Gergacz, L Heszky (2001) Evaluation of genetic diversity of poplar
genotypes by RAPD and AP-PCR analysis. Acta Biol Hung 52:345-354. (IF: 0,636)

21. Kiss J, M Kondrak, O Torjék, E Kiss, Gyulai G, K Mazik-Tékei, L Heszky (2001) Morphological and RAPD analysis of
poplar trees of anther culture origin. Euphytica 118:213-221. (IF: 0,884)

(c) Konferencia kotet vilagnyelven (24)

1. Gyulai G, M Humphreys, A Bittsanszky, K Sket, J Kiss, L Sket, G Gullner, S Heywood, Z Szabo, A Lovatt, L Radimszky, H
Roderick, M Abberton, R Lagler, H Rennenberg, T Komives, L Heszky (2004) Clonal propagation and improved
phytoextraction activity of #*poplar clones (Populus canescens) in vitro. In: J Vollmann et al.er (Eds) Genetic variation for
plant breeding, pp.279-283. The 17" Eucarpia General Meeting, 8-11, September, Tulln, Austria, ISBN 3-900962-56-1.

2. Gyulai G, K Bayar, O Térjék, E Kiss, J Kiss, Z Szab6, L Heszky (2001) Molecular polymorphism among populations of
Frankliniella intonsa. Thrips and Tospoviruses Proceedings of the 7™ International Symposium on Thysanoptera. pp.373-
375.

3. Gyulai G, L Szeman, A Idnurm, L Heszky, J Janovszky (2000) Fibre content analysis of reed canary grass (Phalaris
arundinacea L.) somaclones. In. Soegaard K et al. (eds) Grassland Science in Europe, EGF, Vol.5, pp. 244-246. ISBN
8788976459

4. Gyulai G (1999) Biotechnoldgiai novénynemesités, biologiai alapok. In. Training for EU Accession to the Hungarian
Agroadministration, TEMPUS 13321-98. Chapter IV. pp.1-34.

5. Gyulai G, I Dweikat, J Janovszky, H Ohm, E Kiss, H Sharma, LE Heszky (1997) Application of ISSR/SSR-PCR for genome
analysis of Agropyron, Bromus, and Agropyron x Bromus. In: Z.Staszewski, W Mlyniec, R Osinski (eds) Ecological
aspects of breeding fodder crops and amenity grasses, PBAI, Radzikow, Poland, pp.306-312.

6. Gyulai G, I Dweikat, J Janovszky, H Ohm, E Kiss, H Sharma, LE Heszky (1997) Application of ISSR/SSR-PCR for genome
analysis of Agropyron, Bromus, and Agropyron x Bromus. In: Z.Staszewski, W Mlyniec, R Osinski (eds) Ecological
aspects of breeding fodder crops and amenity grasses, Proceedings of the 20th Eucarpia Section Meeting. PBAI,
Radzikow, Poland, pp.306-312.

7. Gyulai G, H Ohm, I Dweikat, H Sharma, J Janovszky, L Heszky (1997) SSR and RAPD analysis of a new Agropyron repens
genotype. 18th Int. Grassland Congress, Winnipeg, Canada, pp 4/69 - 70.

8. Gyulai G, S Bottka, J Marticsek, G Baskay, E Kiss, J Janovszky, O Gyulavari, L Heszky (1997) SSR-PCR analysis of lignin-
deficient maize muntant of SzV-293/bmr-1. Application of Marker Aided selection in Cereal Breeding Programs. Book of
Abstarcts, EUCARPIA - Section Cereals Meeting, Sept.22-23, eds. H Buersimayer, P Ruckenbauer, pp. 77-79. Tulln, Austria.

9. Gyulai G, M Strnad, E Kiss, IA Tamas, LE Heszky (1996) Plant growth regulators: auxins and cytokinins. The 2nd Brazilian-
Hungarian Seminar and Training Course in Plant Biotechnology, Budapest, Hungary, pp.51-63.

10. Gyulai G, L Murenyetz, J Janowszky, TM Hangyel, E Kiss, RI Szab6, LE Heszky (1996) Somatic embryogenesis of monocot and
dicot plants. The 2" Brazilian-Hungarian Seminar and Training Course in Plant Biotechnology, Budapest, Hungary, pp.64-
78.

11. Gyulai G, L. Murenyetz J Janovszky, MH Tarczi, M. Tékei, LE Heszky (1994) Monocot plant biotechnology in higher
education. In. Proceedeings of second European conference on higher education in Agriculture, ed. Angyén et al., Godolls,
pp. 383-386.

12. Szabd Z, Gyulai G, M Humphreys, A Bittsanszky, F Gyulai, R Lagler, J Kiss, L Horvath, L Heszky (2004) aDNA analysis of
cantaloupe (Cucumis melo L) from the Middle Ages compared to modern varieties. In: J Vollmann, H. Grausgruber, P.
Ruckenbauer (Eds) Genetic variation for plant breeding, pp.97-101. The 17" Eucarpia General Meeting, 8-11, September,
Tulln, Austria, ISBN 3-900962-56-1.

13. Lagler R, Gyulai G, M Humphreys, Z Szabo, S Heywood, F Gyulai, L Sket, L Horvath, K Sket, A Lovatt, H Roderick, M
Abberton, L Heszky (2004) DNA recovery and AFLP analysis of common millet (Panicum miliaceum L.) from the 4™ and
15™ centuries compared to a current variety ‘Topaz’. In: J Vollmann, H. Grausgruber, P. Ruckenbauer (Eds) Genetic
variation for plant breeding, pp. 63-66. In: J Vollmann et al. (Eds) Genetic variation for plant breeding, pp.279-283. The
17 Eucarpia General Meeting, 8-11, Sept, Tulln, Austria, ISBN 3-900962-56-1.

14. Kiss E, Gyulai G, I Szabo, J Kiss, LE Heszky (1994) In vitroplant differentiation: a model system for laboratory practice. In.
Proceedeings of second European conference on higher education in Agriculture, ed. Angyén et al., Godol16, pp. 391-394.

15. Rady F, Gyulai G, E Kiss, N Bucherna, S Radi, LE Heszky (1997) RFLP, RAPD, and SSR-PCR analysis of root selected maize
lines and hybrids. Application of Marker Aided selection in Cereal Breeding Programs. Book of Abstarcts, EUCARPIA -
Section Cereals Meeting, Sept.22-23, eds. H Buersimayer, P Ruckenbauer, pp. 75-76. Tulln, Austria.

16. Mester Z, Gyulai G, J Janowszky, TM Hangyel, M Tar, S Bottka, L Heszky (1998) Development and genetic analysis of new
somaclones of Reed Canarygrass (Phalarais arundinacea L). In: Nagy G, K Petd (eds) Grassland Science in Europe,
Vol.3. pp. 791-794. ISBN 963717782-5.

17. Janowszky J, Gyulai G, Zs Mester, M Tar, Gy Baskay, TM Hangyel, Zs Jenei, S Bottka, L Heszky (1998) Genetic analysis and
somaclone development of Tall Fescue (Festuca arundinacea L). ). In: Nagy G, K Pet6 (eds) Grassland Science in Europe,
EGF. Vol.3. pp. 737-739.

18. Purnhauser L, Gyulai G, Tar M, Csész M, Mesterhazy A, Heszky L (2000): Use of Molecular Markers in Wheat Breeding for
Disease Resistance. In: Hrazdina G. (ed.): Use of Agriculturally Important Genes in Biotechnology, pp.52-57. IOS Press
(NATO Science Series) Amsterdam, Berlin, Oxford, Tokyo, Washington, DC).

19. Gémesné JA, Gyulai G, M Petus, G Venczel, Zs Sagi, L Zatyko (2000) DH-breeding of sweet pepper (Capsicum annuum L.).
Biotechnological approaches for utilization of gametic cells.(ed. B. Bohanec). COST Action 824, pp.157-159. ISBN 92-
894-0225-3.
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20. Bittsanszky A, Gyulai G, M Humphreys, J Kiss, Zs Csintalan, R Lagler, Z Szabo, G Gullner, H Rennenberg, T Komives, L
Heszky (2004) Stress capacity and RT-PCR analysis of transgenic &*poplar clones (P. canescens) in response to paraquat
exposure. In: J Vollmann, H. Grausgruber, P. Ruckenbauer (Eds) Genetic variation for plant breeding, pp.273-277. The 17"
Eucarpia General Meeting, 8-11, September, Tulln, Austria, ISBN 3-900962-56-1.

21. Kiss E, O Torjék, Gyulai G, Z Kertész, J Pauk, S Bottka, LE Heszky (1997) Comparison of doubled haploid wheat lines by RAPD
and SSR analysis. Application of Marker Aided selection in Cereal Breeding Programs. Book of Abstarcts, EUCARPIA -
Section Cereals Meeting, Sept.22-23, eds. H Buersimayer, P Ruckenbauer, pp. 46. Tulln, Austria.

22. Heszky L, Kiss J, Gyulai G, Kiss E, H-Novak M, T-Lokos K, M-Tokei K, Jekkel Zs (1996) Aspects of morphogenesis in
tissue culture of crop plants. Bull. Univ. Agric.Sci., 1995/96, pp.71-82, G6dol116.

23. Bayar K, O Torjék, E Kiss, Gyulai G, L Heszky (2001) Genetic variation within and among populations of Aeolothrips
intermedius. Thrips and Tospoviruses Proceedings of the 7" International Symposium on Thysanoptera. pp.369-372.

24. Bittsanszky A, K6mives T, G Gullner, Gyulai G, J Kiss, Heszky L, L Radimszky, H Rennenberg (2003) Ability of transgenic
poplars with elevated glutathione content to tolerate Zinc (2+) sterss. 2" European Bioremediation Conference, Greece,
Jun30-July4, pp. 349-352.

(d) IF-el nem rendelkezé tudomadnyo kozlemények (17)

1. Gyulai G (2007) DHAC-indukalt DNS-demetilacié és transzgén-reaktivacio gshl-transzformans sziirkenyar (Populus X
canescens) klonokban; génkompeticio qRT-PCR elemzése. Agrartud Kozl 27: 78-83.

2. Gyulai G, JA Gémesné, Zs Sagi, L Zatyko, L Heszky, G Venczel (1999) PCR analysis of F; hybrid derived DH pepper lines.
Capsicum and Eggplant Newsletters 18: 40-43.

3. Gyulai G, E Kiss, J Kiss, LE Heszky (1993) Hormone-Selective Bioassay for Auxins and Cytokinins in vitro. Hung Agric Res
2:13-17.

4. Toéth Z, Gyulai G, Horvath L, Szab6 Z, Heszky L (2007) Mikroszatellita lokuszok evolucidja a gordgdinnyében (Citrullus
lanatus) a kozépkor 6ta; (CT); delécid a (CT),s nSSR-ban. Agrdrtud KézI 27: 125-134.

5. Szabd Z, Gyulai G, Téth Z, Heszky L (2007) A sargadinnye (Cucumis melo) sejtmagi mikroszatelita lokuszainak evolucidja a
kozépkor ota. Agrartud Kozl 27: 120-124.

6. Szab6 Z, Gyulai G, L Horvath, A Bittsanszky, Sz Szani, R Lagler, J Kiss, F Gyulai, L Holly and L Heszky (2005) Genetic
diversity of Hungarian melon landraces (C. melo) compared to an extinct sample from the Middle Ages. Hung Agric Res
2005/2:18-22.

7. Lagler R, Gyulai G, Toth Z, Szab6 Z, Horvath L, Heszky L (2007) A kdles (Panicum miliaceum) SSR- és ISSR szekvencia-
stabilitasa a kozépkortdl napjainkig. Agrdrtud Kozl 27: 10-19.

8. Lagler R, Gyulai G, Z Szab6, Z Téth, A Bittsanszky, L Horvath, J Kiss, F Gyulai, L Heszky (2006) Molecular diversity of
common millet (P. miliaceum) compared to archaeological samples excavated from the 4™ and 15" centuries. Hung Agric
Res 2006/1:14-19.

9. Horvath L, Gyulai G, Szabé Z, Toth Z, Heszky L (2007) Morfologiai diverzitas sargadinnyében (Cucumis melo); egy
kozépkori tipus fajtarekonstrukcidja. Agrdrtud Kozl Debrecen 27: 84-90.

10. Bittsanszky A, Gyulai G, Kiss J, Gullner G, Heszky L, K6émives T (2007) Feketenyar (Populus nigra) gametoklonok
mikroszatellita diverzitasa; (TTCTGG)s delécio a WPMS-20 lokuszon. Agrartud Kozl 27: 60-67.

11. Bittsanszky A, Gyulai G, L Gajdos, Z Szabd, JA Gémesné, J Kiss, R Lagler, L Heszky (2006) Genotype identification of onion
(Allium cepa L) cultivars. Acta Hort. 725:699-702.

12. Bittsanszky A, Gyulai G, RP Malone, G Gullner, J Kiss, M Czakd, P Lehoczky, L Marton, L Heszky, T Kémives (2007)
Triggering of a plant molecular defense mechanism; gene expression levels of transgene gshil and poplar gene gshl
(Populus x canescens) in response to the DNA demethylating drug DHAC — an qRT-PCR analysis. Acta Phytopathol
Entomol Hung 42:235-243.

13. Bittsanszky A, Gyulai G, G Gullner, J. Kiss, Zs Csintalan, Z Szabd, R Lagler, T Kémives (2005) Stress tolerance and in vitro
phytoremediation of poplar (Populus). Hung Agric Res 2005/1:13-15.

14. Kiss J, O Torjék, A Bittsanszky, Gyulai G, K Mazik-Tokei, E Kiss, LE Heszky (2003) Analysis of phenotypic and molecular
characteristics of anther culture derived poplar trees. Bull. St Stephanus University 2003: 15-27.

15. Sharma H, Francki M, Crasta O, Gyulai G, Bucholtz D, Ohm H, Anderson J, Perry K, and Patterson F. (1999) Cytological and
molecular characterization of wheat lines with Thinopyrum intermedium chromosome additions, substitutions and
translocations resistant to barley yellow dwarf virus. Cytologia 64:93-100.

16. Hangyelné TM, J Janovszky, E Kiss, Gyulai G (1996): Szomaklonalis kromoszoma variabilitas jellemzése az Agropyron cv.
szomaklonok vegetativ utdédaiban. Novénytemelés 45:109-115.

17. Gémesné JA, M Petus, G Venczel, L Zatykd, Gyulai G, M Csépld (2001) Genetic variability of anther donor versus
spontaneous doubled haploid descendents and colchicine induced doubled haploid sweet pepper (Capsicum annuum L.)
lines. Acta Hort 560:149-152.
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Koszonetnyilvanitas

Ezton emlékezem Prof. Dr. Heszky Lészl6 akadémikus, Intézetvezetd Urnak, az MTA Doktori
Disszertaciom, valamint a Bioldgiai Tudoményok Kandidatusa fokozatért megvédett disszertaciom
(1993) elkészitésében nyujtott tdmogatasara.

Tanitvanyi tisztelettel koszonom Prof. Dr. Lehoczki Endre tandr Urnak az egyetemi Doktori
Disszertaciom témavezetését.

Gratulacioval emlékezem Dr. Szabd Zoltan, Dr. Bittsanszky Andras, Lagler Richard és Toth Zoltan
PhD tanitvanyaimra, az egyiitt végzett friss szellemli kutatasokért és tudoméanyos eredményekért.
EzGton emlékezem a korabbi doktoranduszaimmal és MSc hallgatéimmal (1-44) elért kutatasi
eredményeinkre.

Kiilfoldi tanulmanyutaim tapasztalataiért €s tudoményos eredményeiért Prof. Alan Schulman
(Helszinki Egyetem, Fi); Prof. Fenny Dane ¢és Prof. Luther Waters (Auburn Egyetemen, USA);
Prof. Mervyn Humphreys (IGER, UK); Prof. Marion Roéder és Prof. U. Wobus (IPK, Gatersleben,
D); Prof. Herb Ohm (Purdue Egyetem, USA); Prof. Sacco de Vries (Wageningeni Egyetem, Ne); és
Prof. Carlos Boroto (Siego de Avilla-i Egyetemen, Kuba) kutatoi és eldaddéi meghivasaira
emlékezem.

A hazai laboratériumokkal végzett kozos kutatdsokért Prof. Dudits Dénes (MTA SzBK), Prof. Dr.
Barnabas Beata (MTA Martonvéasar), Prof. Dr. Marton Laszl6 (MTA SzBK), Prof. Kémives Tamaés
(MTA, NKI); és Prof. Hornok Laszl6 (SzIE, MBK) szives egyiittmiikodését kdszonom.
Habilitaciomban nyujtott szives kozremiikodéséért Prof. Dohy Janost és Prof. Varallyay Gyorgy
figyelmességét kdszonom.

Koszonetet mondok egyetemi (SzIE, kordbban GATE) és intézeti (Genetika és Biotechnologiai
Intézet, korabban Genetika ¢s Novénynemesités Tanszék) kollegdimnak a negyedszazados toretlen
egylttmiikodésért.

EzGton emlékezem meg a Magyar Tudomanyos Kozélet és az MTA alapitvanyaira ¢és
kuratoriumaira (Széchenyi Professzori Osztdndij, Széchenyi Istvan Osztondij, MTA-kutatdi
0sztondij, OTKA, Fulbright, GVOP, FVM, NKFP), hogy kutatdsaim finanszirozasaval lehetové
tették a tudomanyos eredmények elérését.

G06dollo, 2007. szeptember 15.

Gyulai Gabor



