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Bevezetés és célkitőzés 
 

(a) In vitro klónozás és szelekció, biotechnológiai növénynemesítés 
 

A Mendel-i genetikát megelızı klasszikus növénynemesítés legfontosabb eszköze az elınyösebb tulajdonságokra 
történı szelekció volt. Ezt követte az elsı természetes fajhibrid a búza-rozs, triticale, azonosítása, illetve elıállítása, 
majd a közeli- és távoli fajhibridizációs munkák. A Morgan-i (1910) kromoszóma-genetika és a γ-sugárzással végzett 
indukált mutációs genetika módszereit alkalmazó mutációs növénynemesítés napjainkban is alkalmazott módszere a 
genetikai variabilitás növelésén keresztüli nemesítési alapanyag-elıállításnak. Ezt a módszert követte a poliploidizációs 
nemesítés, az ıszi kikerics (Colchicum autumnale) hatóanyagának a kolchicin-nek az alkalmazásával. A 
biotechnológiai növénynemesítésnek köszönhetı a sejt-eredető klónok alkalmazása. Ennek a módszernek legfontosabb 
technikai eredménye a Fe-kelát (Na2EDTA), valamint a növényi hormonok, elsısorban az auxinok és a citokininek in 
vitro alkalmazása volt, amely kiküszöbölte a klorózist, és lehetıvé tette a nagyszámú szintetikus táptalaj alkalmazását a 
növényregenerálásban.  
 
Munkám során egy- és kétszikő fajok egysejt-eredető klónozása és az egy-sejt eredet pásztázó (szkenning) elektron 
mikroszkópos igazolása volt a cél sziki mézpázsitban (Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995), 
vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum) (Jekkel, Gyulai et al. 1998) és szójában (Glycine soya) (Gyulai et al. 
1993a). További fajok elemzésére, helyszőke miatt, csak utalok: tarackbúzában (Agropyron repens) és zöld 
pántlikafőben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2003); valamint az ivarsejt eredető, dihaploid paprika (Capsicum 
annuun) (Gyulai et al. 2000) klónokban. 
 
(b) Növényi fitoremediáció 
 

A fitoremediáció során a növények tápanyagfelvevı mechanizmusát használjuk fel a talajt szennyezı anyagok 
akkumulációjához. Néhány egymást követı növekedési periódus után a föld feletti biomasszát begyőjtve a szennyezés 
eltávolítható a területrıl. Az elégetés után a hamuban tovább koncentrálhatjuk a szennyezıanyagokat, amelyek így 
újrahasznosíthatók, vagy speciális hulladéktárolókban helyezhetık el.  
 
A fitoremediációs céllal elıállított transzgénikus, glutation-túltermelı gshI-szürkenyár (Populus x canescens) növények 
több mint egy évtizede in vitro tenyészetben fejlıdtek, ezért szükséges volt igazolni a gshI transzgén jelenlétét (Gyulai 
et al. 2005), nehézfém felvételi kapacitását (Gyulai et al. 2005) és aktivitását (expresszióját) (Bittsánszky, Gyulai et al. 
2006), valamint DNS-demetilezıszerrel (DHAC) történı génexpresszió növelését (Gyulai 2007, 2008; Bittsánszky, 
Gyulai et al. 2007ab).  
 
A hazai vegetációs körülmények között a feketenyár (Populus nigra) nagyobb fitoremediációs kapacitással rendelkezik, 
mint a szürkenyár, ezért haploid eredető (n) feketenyár populációban új mikroszatellita genotípusú klónszelekció 
elvégzése volt a cél (Bittsánszky, Gyulai et al. 2007b), egyben kísérletes igazolását nyújtani a haploid indukció során 
végbement gametoklónális variabilitás molekuláris fixálásának. 
 
(c) Régészeti genetika 
 

A régészet a 80-as évek közepéig úgy gondolta, hogy csak a biokémiailag stabilabb molekulák, mint pl. a lignin állhat 
ellent az élılény pusztulását követı lebomló folyamatoknak, míg a DNS, teljes pusztulása miatt nem vizsgálható. 1984 
óta ismert, hogy a DNS az idı múlásával ugyan bomlásnak indul, azonban szerencsés körülmények, (alacsony 
hımérséklet, gyors kiszáradás, magas sókoncentráció, illetve száraz mumifikáció) kevésbé degradálódik, lehetıséget 
biztosítva ezzel az ısDNS-vizsgálatához. Mindezzel egy új tudományterület az archeogenetika született meg alig húsz 
évvel ezelıtt, nem véletlenül a PCR-módszert kifejlesztı Cetus (USA) vállalat laboratóriumában (1984). 
 
A növényi régészeti genetika legfontosabb területe a termesztett növények domesztikációjának és evolúciójának, 
valamint a mezıgazdaság kialakulásának és elterjedésének a nyomon követése elsısorban magmaradványok ısDNS 
mintáinak elemzésével. A mezıgazdálkodás eredete az utolsó jégkorszak végétıl (i.e. 11.000 év) származtatható, 
amikor a halászó-vadászó törzsek, késıbb a pásztor népek megkezdhették a növénytermesztést elıször talán a 
Termékeny Félhold (Mezopotámia, Asszíria, Fınicia és Egyiptom) területén, valamint .a Jordán folyó északi völgyében 
(Ohalo II), ahol 20.000 éves vadárpa (H. spontaneum) és búza (Triticum dicoccoides) leletek kerültek elı napjainkban. 
A Dél-Kóreában feltárt 15.000 éves rizs lelet, illetve a vietnami Hoabinh-i vadászó-halászó kultúrának a mai Thaiföldig 
kiterjedó számtalan növényleletei (ld. a Lélek barlangi ásatások) az i.e. 9.000 – 5.500 évekig követhetık nyomon. 
 
Vizsgálataimmal a hazai növényi archeogenetikában elsıként foglalkoztam köles (Panicum miliaceum) (Gyulai et al. 
2006; Lágler, Gyulai et al. 2005), sárgadinnye (Cucumis melo) (Szabó, Gyulai et al. 2005) és görögdinnye (Citrullus 
lanatus) (Tóth, Gyulai et al. 2007) több száz éves magleleteibıl izolált ısDNS elemzésével, ezen keresztül a fajok 
mikroevolúciójával és fajtarekonstrukciójával. 
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1. Irodalmi áttekintés 
 
1.1. In vitro klónozás és szelekció, biotechnológiai növénynemesítés 
 
Klónoknak egy egyed ivartalanul elıállított, ezért azonos genetikai állományú utódait nevezzük (a klón jelentése: ág, a 
kladon görög szóból; ld. további jelentését: klán). Napjainkban az állat és humán tudományokban kapott szerepet, ld. a 
humán klónozási, és az emlıs (juhok) Dolly kísérleteket (Briggs, King 1952; Wilmut et al. 1997). A módszer azonban 
eredetileg a növényi alkalmazásból indult ki (ld. szemzés, oltás, bújtás, dugvány) és fejlıdött ki a vírusmentes növényi 
szaporítóanyag (Morel, Martin 1952; Maróti 1976), illetve a biotechnológiai (Haberlandt 1902, 1913; Ereky 1919; 
Orsós 1941; Fári, Kralovánszky 2006) úton elıállított, egysejt-eredető szomatikus embriófejlıdésen keresztül történı 
klónok elıállításáig (Larkin, Scowcroft 1981).  

A Mendel-i genetikát (Mendel 1865) megelızı klasszikus növénynemesítés legfontosabb eszköze az elınyösebb 
tulajdonságokra történı szelekció volt. Ezt követte az elsı természetes fajhibrid a búza-rozs, triticale, (Triticum 
aestivum x Secale cereale) azonosítása, illetve elıállítása a múlt század végi Angliában (Skócia 1875) és 
Németországban (1988) (a Triticale név nyomtatásban elıször csak 1935-ben jelent meg) (in Villareal et al. 1990). A 
természetes fajhibridek azonosítását (Digby 1912), az elsı jól dokumentált mesterséges fajhibrid a retek-káposzta 
(rafanobrasszika - Raphanus sativus x Brassica olearcea) elıállítása (Karpechenko 1927) követte, a napjainkig folyó 
közeli- és távoli fajhibridizációs munkákkal.  

A Morgan-i (1910; Nobel díj 1933) kromoszóma-genetika és γ-sugárzással végzett indukált mutációs genetika 
(Muller 1927; Nobel díj 1946) módszereit alkalmazó mutációs növénynemesítés napjainkig alkalmazott módszere a 
genetikai variabilitás növelésén keresztüli nemesítési alapanyag elıállításnak (Bálint 1996).  

A poliploid nemesítés az ıszi kikerics (Colchicum autumnale) hatóanyagának a kolchicin-nek az alkalmazásával 
kezdıdıtt (Nebel, Rattle 1938; Barnabás et al. 1999).  

A sejt-eredető klónok alkalmazását a biotechnológiai növénynemesítés vezette be, melynek végsı elméleti igazolása 
Larkin és Scowcroft (1981) nevéhez főzıdik. Ennek a módszernek legfontosabb technikai részlete a Fe-kelát 
(Na2EDTA), valamint a növényi hormonok, elsısorban az auxinok (Paál 1918) és a citokininek (Haberlandt 1913; 
Overbeek et al. 1941; Miller et al. 1955) in vitro alkalmazása volt, amely kiküszöbölte a klórozist, és lehetıvé tette a 
nagyszámú szintetikus táptalaj alkalmazását a növényregenerálásban (Murashige, Skoog 1962; Gyulai et al. 1992abc, 
1993, 1995abc; Toldi, Gyulai et al. 1994, 1996). A haploid (n) ivarsejt, és a diploid (2n) testi sejtbıl történı  
embriógenezis (haploid-, és szomatikus embriógenezis) egysejt-eredetének bizonyításával nagy mennyiségő klón, új 
genotípusú növénynemesítési alapanyag elıállítása vált lehetıvé (Fári 1982; in Dudits, Heszky 2000, 2003; in Heszky 
et al. 2005). 

Munkám során egy- és kétszikő fajok klónozása 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 mikroszkópos bizonyítása, különös tekintettel a sziki mézpázsitban (Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, 
Heszky 1995); vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum) (Jekkel, Gyulai et al. 1998) és szójában (Glycine soya) 
(Gyulai et al. 1993abc). További fajok elemzésére, helyszőke miatt csak utalok: tarackbúzában (Agropyron repens) 
(Gyulai et al. 1995abc; Tárczy, Gyulai et al, 1996; Hangyelné, Gyulai et al. 1996; Mázik-Tıkei, Lelley, Gyulai et al. 
1997), és zöld pántlikafőben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000a, 2003b); valamint az ivarsejt eredető, 
dihaploid paprika (Capsicum annuun) klónokban (Gyulai et al. 1999ab, 2000b; Gémesné et al. 2000, 2001).  
 
1.2. Transzgénikus és szelektált klónok alkalmazása a növényi fitoremediációban 
 

A fitoremediáció olyan technikák és technológiák 
összefoglaló neve, amelyek a talajok méregtelenítését 
(re-mediálását) növények alkalmazásával végzi 
(fitoextrakció), pl. vegyimővek zagytavainak 
tisztítását, olajszennyezések megszüntetését, illetve a 
katasztrófa területek (pl. Csernobil) helyreállítását 
(Kımíves et al. 1998, 2003; Gyulai et al. 2005; Simon 
2004). 

A fitoextrakció során, a növények tápanyagfelvevı 
mechanizmusát használjuk fel a szennyezıanyagok 
akkumulációjához, in vivo és in vitro (Purnhauser, 
Gyulai 1993; Zsoldos et al. 2003). Néhány egymást 
követı növekedési periódus után a föld fölötti 
biomasszát begyőjtve a szennyezés eltávolítható a 
területrıl. A elégetés után a hamuban tovább 
koncentrálhatjuk a szennyezıanyagokat, amelyeket így 
újrahasznosíthatunk, vagy speciális tárolókban 
helyezhetünk el.  

1. ábra. A feketenyár (Populus nigra) természetes nehézfém tőrése: 
felhagyott bauxitbányák (Gánt) úttörıfaja (Bittsánszky, Gyulai et al. 
2005b) (Fotó: Gyulai Gábot Zsigmond ). 
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Fitoremediációra azok a növények alkalmasak, amelyek képesek a szennyezıanyagok által okozott stressz tőrésére, a 
szennyezıanyagok nagy mennyiségben történı felvételére, és a föld feletti szövetekben történı akkumulációra. A 
Populus fajok alkalmassága a fitoremediációra nem vitatható (Gullner, Gyulai et al. 2005), ültetésük egyszerő, 
növekedésük gyors (4-5 m/év) (Gencsi, Vancsura 1992; Kevey 1999; Bordács et al. 2002; Mátyás 2006), magas a 
transpirációs rátájuk, mély gyökérzetük miatt elérik a talaj mélyebb rétegeit, könnyen adszorbeálják, lebontják és/vagy 
detoxifikálják a szennyezıanyagokat, miközben gátolják a talajeróziót (ld. meddıhányók, felhagyott bauxitbányák 
természetes úttörıfaja) (1. ábra). 
 
1.2.1. Fitoremediáció a 35S-gshI-transzgénikus szürkenyár (Populus x canescens) klónokkal 
 
A glutation (GSH) antioxidáns hatása (Galiba et al. 2002) hívta életre az antioxidánsokat kódoló génekkel történı 
transzformációs kutatásokat, melyek a hosszú életidejő évelı és fás növényeknél különösen nagy jelentıségőek. A 
nyárfa glutation anyagcseréjében történı stabil genetikai módosításhoz az INRA 717-1-B4 jelő Populus × canescens 
klónok kerültek felhasználásra a szürkenyár fitoextrakciós kapacitása, valamint a szürkenyár elınyös Agrobacterium 
tumefaciensel szembeni fogékonysága miatt. A transzformációk célja minden esetben a növényi redukált glutation 
tartalom növelése volt. A szürkenyár klónokat az Escherichia coli baktériumból származó γ-glutamil-cisztein szintáz (γ-
ECS) enzimet kódoló génnel (gshI) transzformálták (Leple et al. 2000). Kétféle gshI-génnel transzformált klóntípust 
sikerült elıállítani. A 11ggs klónban a transzgén fehérjeterméke a citoszolban expresszálódik (Arisi et al. 1997). A 6lgl 
klónban a CaMV-35S promóter és a gshI gén közé beépített borsóból klónozott RUBISCO gén kis alegységének tranzit 
peptid génjét építették be (borsó rbcS), ezért a gshI gén terméke beszállítódik a kloroplasztiszba (Noctor et al. 1998). 
Kutatásaimhoz mindkét klónt alkalmaztam (Gyulai et al. 2005). 
 
1.2.2. Transz/gén reaktíváció DHAC-indukált demetilációval 
 
A legstabilabb transz/gén konstrukciók is ki vannak téve a gén-csendesítés (gene silencing) hatásának, amely elsısorban 
a DNS metilációján keresztül megy végbe a DNS metiltranszferáz enzim (CMT) katalízisével. A DNS citozin 
nukleotidjának metilációja 5-metilcitozinná (5-mC) egyben a növények természetes molekuláris védekezési 
mechanizmusa. A CMT-inhibitor kezelésnek kitett növényekben a metilációs szint csökken, új metilációs mintázat, 
valamint elhallgattatott gének reaktivációja megy végbe. Vizsgálatainkban ezért a transz/gén reaktivációban 
hatékonynak bizonyult, DNS metiltranszferáz (CMT) enzim gátlásán keresztül ható, vizes közegben is stabil,  DHAC 
(5,6-dihidro-5'-azacitidin hidroklorid) (Cao et al. 2000) indukciót alkalmaztuk a 11ggs és 6lgl gshI-transzgénikus 
nyárfaklónokban, valamint a nem-transzformáns klónban. A gshI gén (és a kapcsolódó endogén nyárfagének: gsh1, gst 
gének) aktivitásának mérésére reverz transzkripciós kvantitatív PCR-t (qRT-PCR) alkalmaztunk. A DHAC-indukált 
gsh1 gén reaktíváció végsı célja egy alternatív lehetıség kidolgozása volt a transzgénikus gshI nyárfaklónok kiváltására 
(Bittsánszky, Gyulai et al. 2007; Gyulai 2007; Gyulai et al. 2008). 
 
1.2.3. Új mikroszatellita klóntípusok szelekciója feketenyárban (Populus nigra) 
 
A feketenyár (Populus nigra) hazánk ıshonos fafaja. Elsısorban a folyók mentén, ártereken, idıszakos vízborítottságú 
réti- illetve lápi talajok, valamint tápanyagban gazdagabb homok- és vályogtalajokon fejlıdik a legjobban. A 
génmegırzési programok kiemelt faja, mert Magyarországon a fekete nyárat nagy mértékő genetikai szennyezés, az 
átporzásos klónok felszaporodása (ld. a késın fakadó nyárt Populus x euramericana, amely a feketenyár -termıs- és az 
amerikai (Populus deltoides) -beporzó- természetes hibridje, amely a 18. század közepe táján jöhetett létre). Ez tette 
szükségessé a tiszta vonalú feketenyár-egyedek felkutatását, összegyőjtését és szintetikus állományokban való 
elhelyezését (Mátyás 2006). A kutatásaim célja új mikroszatellita genotípusú (Kiss J et al. 2001) feketenyár klónok 
molekuláris azonosítása volt egy végsı fitoremediációs alkalmazásra. 
 
1.3. Régészeti genetika alkalmazási területei a növénybiotechnológiában 
 
A természettudományok egyik legújabb területe az archeogenetika. A PCR-eljárás (1983) felfedezésének (1993-as 
kémiai Nobel díj, KB Mullis) eredményeként (Saiki et al. 1985, Mullis et al. 1986; Mullis, Faloona 1987) alig két 
évtizedes múltra tekint vissza, éppen a PCR-módszert kifejlesztı Cetus (USA) vállalat laboratóriumában megszületett 
elsı (quagga-ló) ısDNS vizsgálati eredményekkel (Higuchi et al. 1984). Az európai iskola (svéd) az egyiptomi múmia 
kutatásokkal (Pääbo 1985), illetve (B. Sykes laborja, Anglia) az elsı sikeres csontból történı DNS kivonással 
(Hagelberg et al. 1989) kezdıdött. A magyar iskola napjainkban indult részben humán (Kalmár et al. 2000; Fletcher et 
al. 2003; Bogacsi-Szabó et al. 2006; Mende 2006), részben növényi archeogenetikai kutatásokkal (Lágler, Gyulai et al. 
2005, 2006, 2007; Szabó, Gyulai et al. 2005ab, 2006, 2007; Gyulai et al. 2006). 
 

 

 

 

 



MTA Doktori Értekezés - Tézisek -  Gyulai Gábor (2007.09.15. - 2009.03.18.) 
 

 

6 

2. Anyag és módszer 
 

2.1. In vitro klónozás és szelekció, biotechnológiai növénynemesítés 
 

2.1.1. Sejt eredető klónok elıállítása.  
A szövettenyészeti klónszelekció során steril mag eredető embriógén kallusz tenyészeteket indítottunk sziki mézpázsitban 
(Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995); tarackbúzában (Agropyron repens) (Gyulai et al. 1995abc; Tárczy, 
Gyulai et al, 1996; Mázik-Tıkei, Lelley, Gyulai et al. 1997); zöld pántlikafőben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 
2003ab); szójában (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) táptalajon indukáltuk 28 
napi inkubációval, növényi hormonok alkalmazásával (Gyulai et al. 1995a). 
 

2.1.2. Pásztázó elektronmikroszkópos vizsgálatok.   
A morfologiai elemzéshez a mintákat glutaraldehidben fixáltuk (5% w/v foszfát pufferben 0.7 M oldva, pH 7.2), aceton 
koncentració sorban (10-50-70-90-100%) deszikkáltuk, CO2-kririkus ponton szárítottuk, aranygızzel (30 nm) fedtük 
(Blazers CDC 020), majd TESLA BS-300 szkenning elektron mikroszkoppal végeztük az elemzést (Gyulai et al. 1993a). 
 
2.2. Növényi fitoremediáció 
 

2.2.1. A gshI-transzgénikus szürkenyár klónok molekularis stabilitása: 
A két gshI-transzformáns klónt a 6lgl (Noctor et al. 1998), és a 11ggs (Arisi et al. 1997), valamint a nem-transzformáns 
(X) kontroll klónt in vitro hajtástenyészetben WPM (Woody Plant Medium) táptalajon szaporítottuk fel, majd tızeges 
talajban természetes fényen neveltük.  
 
A gshI transzgén stabilitásának kimutatása: A transzformált szürkenyár klónokba bevitt E. coli gshI transzgén (# 
X03954) valamint a konstrukcióban szereplı karfiolmozaik vírus 35S promótere, és a 6lgl klónba beépített borsó 
(Pisum sativum) RUBISCO kis alegységének tranzitpeptidje (borsó rbcS, # M25614) jelenlétének bizonyítására primer-
párokat terveztünk és alkalmaztunk. A PCR reakcióhoz totál DNS-t izoláltunk (ld. alább). A kísérletekhez egyedeket 
vizsgáltunk, klónonként öt ismétlésben. A primereket a szekvenciaadatokból Primer3 programmal (Rozen, Skaletsky 
1997) terveztük. A reakciókat Perkin Elmer 9700 Thermocycler készülékben végeztük (Gyulai et al. 2005).A gshI 
transzgén expressziójának kimutatása: A szürkenyár klónokba épített transzgén expressziójának bizonyítására végzett 
qRT-PCR reakcióhoz a klónokból (11ggs, 6lgl és a kontroll) totál RNS-t izoláltunk, abból cDNS-t készítettünk 
(Fermentas #K1622) (Györgyei et al. 1991; Páy et al. 1992; Fehér et al. 2003). A kísérletekhez egyedeket vizsgáltunk, 
klónonként három ismétlésben. A cDNS-t templátként használva PCR reakciókat indítottunk a gsh1ab primerpárral 
(Bittsánszky, Gyulai et al. 2006).  
 

Klónstabilitás meghatározása fAFLP módszerrel: A szürkenyár klónokból (11ggs, 6lgl, kontroll) totál DNS-t izoláltunk, 
klónonként 10 egyedbıl, a DNS mintákból klónonként 10-10 egyedbıl bulk-ot hoztunk létre (Michelmore et al. 1991). A 
klónok stabilitását fAFLP (fluorescent amplified DNA fragment length polymorphism) eljárással vizsgáltuk (Vos et al. 
1995) módszere alapján módosításokkal (Cresswell et al. 2001; Skot et al. 2002; Gyulai et al. 2005) a DNS mintákból 
létrehozott bulk-okon. Az emésztéshez és ligáláshoz az EcoRI-MseI restrikciós endonukleázokat használtuk. DNS 
metiláció gátlása DHAC-kezeléssel: A steril növények leveleibıl 9 mm átmérıjő levélkorongokat vágtunk (Bittsánszky, 
Gyulai et al. 2006; Gyulai et al. 2005), majd DHAC-t (5,6-dihidro-5'-azacitidin hidroklorid) tartalmazó (10-4 M) 
táptalajra helyeztük (Gyulai et al. 1995a, 2005; Gullner, Gyulai et al. 2005), és inkubáltuk 7 napig, 16h/8h világos/sötét 
(40 µEm2s-1) megvilágítás mellett (Bittsánszky, Gyulai et al. 2005ab).  
 
2.2.2. Új mikroszatellita klóntípusok szelekciója feketenyárban (Populus nigra). 
A feketenyár klónok (Populus nigra) mikroszatellita elemzéséhez portok eredető, szabadföldön nevelt feketenyár (P. 
nigra) növényeket (Kiss J et al. 2001) alkalmaztunk, összesen 35 klónt mikroszaporítottunk (Mészáros et al 1999), 
melyek közül 29 (1-29 klónok) az N-SL klónról származott (30. anyatı); 6 klón pedig (31-36) az N-309 (37.) klón utódai 
voltak (Gyulai et al. 2005; Bittsánszky, Gyulai et al. 2005ab; 2006; Bittsnászky 2006; Gullner, Gyulai et al. 2005). A 
mikroszatellita polimorfizmus vizsgálatához cy5-jelölt (Röder et al. 1998) SSR primer párokat alkalmaztunk. A 
fragmentum elemzést ALF eljárással (ld. alább) végeztük. 
 
2.3. Régészeti genetika 
 

2.3.1. Növényanyag.  
Összehasonlító mai növényfajták: A régészeti köles (Panicum miliaceum) fajtaköri besoroláshoz 20 mai köles tájfajtát 
kisparcellás kísérletben (5 x 5m) vizsgáltunk két ismétlésben, majd a Tápiószelei Agrobotanikai Intézet és az OMMI 
felvételezési szempontjai alapján 28 morfológiai tulajdonság szerint hasonlítottuk össze (Lágler, Gyulai et al. 2005). A 
sárgadinnye (Cucumis melo) lelet fajtaköri besorolásához, és fenotípus rekonstrukciójához 47 mai tájfajtát és 
termesztett fajtát vizsgáltunk 23 morfológiai tulajdonság alapján (Szabó, Gyulai et al. 2005ab). A görögdinnye 
(Citrullus lanatus) leletek fajtaköri besoroláshoz 44 mai tájfajtát és termesztett fajtát vizsgáltunk 25 morfológiai 
tulajdonság alapján (Tóth, Gyulai et al. 2007). A 15. századi növényminták. A Budai királyi vár (Árpád-házi IV. Béla 
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Király, 1243) Zsigmond-kori szárnyának (15. sz. eleje), régészeti feltárása (1999) során (Budapest I. Ker.) kerültek 
felszínre (Bacsó et al. 2004; Bisztray et al. 2004a,b; Bodor et al. 2004). A 15. századi debreceni görögdinnye lelet, a 
volt Kölcsey Mővelıdési Központ területén feltárt kutak növényanyaga (Gyulai F anyaga). A 18. századi görögdinnye 
lelet botanikai győjtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apátság botanikai győjteményébıl bocsátották rendelkezésre 
(Mezıgazdasági Múzeum, Budapest). A 4. századi köles minta mongóliai (3. sír, Darhan, Mongolia, 1969) feltárásból 
származik (Tseveendorj, Sugar 1994). 
 
2.3.2. Molekuláris módszerek 
 
DNS-izolálás: A genomikus DNS kivonásához az SDS-el kiegészített Nucleon PhytoPure kit-et (Amersham) alkalmaztuk. 
Az RT-qPCR elemzéshez totál RNS-t 0,05 g tömegő levélkorongokból izoláltunk (Gyulai et al. 2005, 2008, Gyulai 2007; 
Bittsánszky, Gyulai et al. 2005ab, 2006) Absolutely RNA Miniprep Kit-tel (# 400800, Stratagene, USA - Biomedica, 
Hungary)..  
 
Az egyszálú cDNS-t az mRNS templáton reverz transzkripcióban oligo(dT)18 primer alkalmazásával végeztük 
(Fermentas # K1622) a gyártó eljárását követve. A transzgén-gshI (E.coli), nyár-gsh1 (Populus x canescens) gének 
expressziós szintjét qPCR elemzéséhez DyNAmo HS SybrGreen I qPCR Kit-et (F-410L, Finnzymes) alkalmaztunk. Belsı 
kontrollnak a konstitutívan expresszálódó α-tubulin gént használtuk.  
 
Kiértékelés. A relatív kvantifikálás adatelemzéséhez a 2−∆∆Ct módszert (Livak, Schmittgen 2001) alkalmaztuk. A Ct 
küszöbértéket (threshold cycle) manuálisan határoztuk meg. Minden cDNS reakció ∆Ct értékeit a (Ctgsh1 – Ctα-tubulin; 
CgshI – Ctα-tubulin) képlet alapján normalizáltuk, majd a ∆Ct értékek átlagait (átl. ∆Ct) határoztuk meg. ∆∆Ct értékek 
meghatározása során a kezelt minták (átl. ∆Ctgén-kezelt) értékeit a kezeletlen kontrollhoz (átl. ∆Ctkezeletlen) hasonlítottuk a 
következı képlet alapján: (átl. ∆Ctkezelt - átl. ∆Ctkezeletlen). Az adatok abszolút értékké történı alakítása 2−∆∆Ct képlettel 
történt (Livak, Schmittgen 2001, Gyulai 2007; Bittsánszky, Gyulai et al. 2007,2008). 
 
ITS elemzés: Az univerzális ITS-primerekkel a teljes ITS szakaszt (ITS1-5.8S-ITS2) szaporítottuk fel (Garcia-Mas et al. 
2004). A primerpár szekvenciája: tcg taa caa ggt ttc cgt agg tg / tcc tcc gct tat tga tat gc, melyet a köles és a 
sárgadinnye vizsgálatokhoz alkalmaztunk. AFLP elemzés: A szelektív amplifikációhoz 24 szelektiv primer-kombinációt 
használtunk.  
 
SSR elemzés: A mikroszatellita elemzéshez a kölesben négy (és egy mtDNS specifikus), sárgadinnyében nyolc SSR 
primerpárt alkalmaztunk. A görögdinnye (Citrullus lanatus) mikroszatellita elemzéséhez két primer csoportot, valamint 
kloroplasztisz DNS (cpDNS) specifikus primereket alkalmaztunk. Az ALF SSR primer párok egyik tagját Cy5 
fluoreszcens molekulával jelöltük (Röder et al. 1998; Gyulai et al. 2005).  
 
Az ISSR vizsgálatainkhoz a Cekic (Cekic et al. 2001) által leírt eljárást alkalmaztuk kilenc primer és azok  
kombinációjának alkalmazásával. 
 
RFLP-PCR (CAPs) (cleaved amplified polymorphic DNA) hat  restrikciós endonukleázt (TaqI, BsuRI, HinfI, MboI, AluI 
és RsaI) (Fermentas) alkalmaztunk. 
 
WGA, Teljes Genom Felszaporítás: A WGA felszaporítás lépéseit a Sigma (WGA-2) ejárás alapján végeztük. A 
felszaporítás hatékonyságát minden esetben agaróz gélen és NanoDrop UV spektrofotométerrel ellenıriztük. 
 
Klónozás: A PCR reakciókban felszaporított ITS, SSR és ISSR PCR fragmentumokat fragmentumokat a gélbıl 
izoláláltuk, tisztítottuk, és klónozó vektorba építettük (pGEM-T Easy vektor kit).  
 
Szekvenciaelemzés: A klónozott fragmentumokat automata fluoreszcens DNA szekvenátorral (ABI PRISM 3100 Genetic 
Analyzer) elemeztük, mindkét irányban elvégezve a szekvenálást. A szekvenciákat ChromasPro (version 1.11) 
programmal illesztettük. A szekvenciák összehasonlítását Bioedit programmal készítettük. A BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) analízishez az NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, 
USA) programot alkalmaztuk. A retrotranszpozon elemzésben FastPCR es Multilin programokat alkalmaztunk. 
Statisztikai értékelés: A statisztikai elemzéseket a Microsoft Excell, valamint az SPSS14 és MEGA4 programcsomaggal 
végeztünk. 
 
Retrotranszpozonok izolálása görögdinnyében: A retrotranszpozon izolálásához PBS specifikus primereket 
alkalmaztunk (Shulman, Kalendar 2005), a fragmentumokat pGEM-T Easy (Promega) vektorba klónoztuk, E.coli 
sejtekbe transzformáltuk, szekvenáltuk, majd a szekvenciákra tervezett LTR-specifikus primerekkel PCR reakcióban 
amplifikáltuk. 
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3. Eredmények és megvitatás 
 
3.1. In vitro klónozás és szelekció a biotechnológiai növénynemesítésben 
 
Az in vitro növénynemesítés alkalmazásával jelentıs mértékben szélesedett a biotechnológia eszköztára (in Dudits et al. 
1991; in Dudits, Heszky 2000, 2003). Az ivaros- (pollen, portok, ovárium és ovulum) tenyészetek, valamint a vegetatív 
biotechnológiai klónok (mikroklónok, szomaklónok, protoklónok, cibridek) széles alkalmazási területet nyújtottak a 
biotechnológia számára az elmúlt évtizedekben (Galiba et al. 1986; Sági et al. 1989; Pauk et al. 1991; Kiss J et al. 1992; 
Gyurján et al. 1995; Gyulai et al. 2004; Kiss, Gyulai et al. 2004; in Heszky et al. 2005). Kutatásaim során az in vitro 
klónozásban a szomatikus embriógenezist bizonyítottam SEM elemzéssel. 
 
3.1.1. Sziki mézpázsit (Pucinellia limosa) klónozása szomatikus embriogenezissel 
 
Az egyszikő fajok vegetatív sarjadással (bokrosodás) 
természetes úton is jól klónozodnak, azonban a 
szomatikus embriogenezisük kidolgozása csak az 1980-
as évekre vált rutinszerővé. Kutatásaim során számos 
fajra dolgoztam ki ezt a módszert: sziki mézpázsitban 
(Puccinellia limosa) (Jekkel, Gyulai, Heszky 1995); 
tarackbúzában (Agropyron repens) (Gyulai et al. 
1995abc; Tárczy, Gyulai et al, 1996; Hangyelné, Gyulai 
et al. 1996; Mázik-Tıkei, Lelley, Gyulai et al. 1997), és 
zöld pántlikafőben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et 
al. 2000ab, 2003b).  
 
Az elıállított klónok között új morfológiai mutánst 
(Agropyron repens cv. ’Purdue’) írtam le (Tárczy, 
Gyulai et al. 1996), illetve lignin-tartalomban 
csökkentett pántlikafő (Phalaris arundinacea) 
szomaklónt szelektáltam (Gyulai et al. 2003ab).  
 
A teljes morfogenetikai elemzést a mézpázsitban 
végeztem el (2. ábra), melyben érzékeny felbontással 
alapvetı SEM (Scanning Electrom Mycroscopy) 
elemzést végeztem el egyszikő fajban (Jekkel, Gyulai, 
Heszky 1995). 
 
A kutatások végsı eredménye az volt, hogy a rizs 
sótőrésre történı nemesítéséhez szolgáltatott kísérletes 
adatokat a hazai flóra legsótőrıbb egyszikő fajának in 
vitro tanulmányozásán keresztül (Binh et al. 1989, 
1992; Heszky et al. 1989ab). A Puccinellia fajok, 
ugyanis szénhidrát akkumulációs („méz – pázsit”) 
mechanizmussal védik ki az extrém környezeti 
sókoncentrációt. Az Alföldön mind a szoloncsák- 
(Duna-Tisza köze, Fertı-tó), mind a szoloncsákos 
szolonyec (Tiszántúli) talajon megélnek (Stefanovits 
1981; Várallyay 2005). 
 
3.1.2. Vadgesztenye (Aesculus hippocastanum) klónozása járulékos embriogenezissel 
 
A vadgesztenye (Aesculus hippocastanum L.) járulékos embriogenezisen keresztül történı klónozásának a célja a 
mesterséges magtechnológia és kriobilógiai tárolhatóságának kidolgozása, valamint alginátos beágyazása (in Dudits, 
Heszky 2003), továbbá a vadgesztenye aknázómoly (Cameraria ohridella Deschka et Dimic) (Lepidoptera, 
Gracillariidae) elleni rezisztencia nemesítés alapjainak kidolgozása volt. Ebben a munkában a az egysejt-eredető 
szomatikus embriók fejlıdésének bizonyítását végeztem el.  
 

A kísérletekhez 14 napos (2 mm) ivaros embriókat izoláltunk, majd 2 mg/l benziladenin tartalmú WPM táptalajon 28 
napig inkubáltuk (Jekkel, Gyulai et al. 1998), a fejlıdı járulékos embriókat szkenning elektron mikroszkós 
vizsgálatokban elemeztük (Gyulai et al. 1993a). A járulékos embriók fejlıdésük során végig mentek a gömb, torpedó, 
szív stádiumokon, a teljes növény kifejlıdéséig. Eredményeink azért különös jelentıségőek, mert ellentétben a számos 

 
2. ábra. A sziki mézpázsit (Puccinellia limosa) szomatikus 
embriogenezisének SEM elemzése. Az Alföld szikfokainak legsótőrıbb 
egyszikő faja (a); embriogén kallusz indukció (b,c), és embriógenezis: 
szkutellum (Sc) (embriópajzs) (d), a hajtáscsúcs (sh) és a rügyhüvely 
(coleoptil, lc) és gyökércsúcs (R) megjelenésével (e), illetve a az 
elsıdeleges levél (Pl) kifejlıdésével (g-f), a teljes gyökérzet kialakulásáig 
(gyökérsüveg Ca; gyökérszır – Rh) (k), és a teljes növény kifejlıdése (l). 
Ritka jelenség az egyszikőek ikerembrió (j) kialakulása (Jekkel, Gyulai, 
Heszky 1995). 
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vadgesztenye szomatikus és pollen embreiógenezis indukcióval, a zigótikus embriók klónozása járulékos 
embriógenezisen keresztül kevésbé kidolgozott módszere a vadgesztenye in vitro nemesítésének. 
 
3.1.3. A szója (Glycine soya) klónozása szomatikus embriogenezissel 
 
A szója szomatikus embriogenezisének kidolgozására a hazai tripszin inhibitor mentes fajták in vitro nemesítéséhez 
szolgáltatta az alapanyagot. A szója mintegy 5000 éves kínai növény, kezdetben csak vetésforgóban használták, és csak 
a Chou-dinasztia idején (i. e. 1134–246) jöttek rá arra, hogy az addig ehetetlen szóját fermentálással ehetıvé lehet tenni. 
Az idıszámításunk elıtti 2. században ismerték fel ugyancsak a kínaiak, hogy kalcium- vagy magnézium-szulfáttal 
kicsapatható a fızött szójapüré (tofu). A fermentálással és kicsapással azonban nem távolítható el az összes károsító 
anyag a szójából, mert tripszin-inhibitorok maradnak benne, melyek gátolják a fehérjeemésztést. Ezért a új tripszin-
inhibitor-mentes szója nemesítés kiemelt fontosságú. 
 
Kutatásaink során, az in vitro regeneráció morfológiai elemzését végeztem el, igazolva a szomatikus embriógenezisen 
keresztüli klónozást. Az elıállított nemesítési alapanyagok elemzése, illetve nemesítése a klasszikus módszerekkel 
folyik tovább (Hódos-Kotvics, Heszky 1989). 
 
További fajok elemzésére, helyszőke miatt, csak utalok: tarackbúzában (Agropyron repens) (Gyulai et al. 1995abc; 
Tárczy, Gyulai et al. 1996; Hangyelné, Gyulai et al. 1996; Mázik-Tıkei, Lelley, Gyulai et al. 1997), és zöld 
pántlikafőben (Phalaris arundinacea) (Gyulai et al. 2000a, 2003b); valamint az ivarsejt eredető, dihaploid paprika 
(Capsicum annuun) regeneránsok (Gyulai et al. 1999ab, 2000b; Gémesné et al. 2000, 2001) morfológiai klónelemzését 
végeztem el. 
 
3.2. Fitoremediáció 
 
3.2.1. A 35S-gsh1-transzgénikus szürkenyár (11ggs, 6lgl) klónstabilitásának meghatározása 
 
A több mint tíz éve vegetatív úton fenntartott, gshI-transzgénikus szürkenyár klónokban (Gullner és Kımíves 1998; 
Kımíves et. al. 1998) szükséges volt igazolni a gshI transzgén stabil jelenlétét (Gyulai et al. 2005), nehézfém felvételi 
kapacitását (Gyulai et al. 2005) és aktivitását (expresszióját) (Bittsánszky, Gyulai et al. 2006). Emellett el kellett 
végezni egy klónstabilitási vizsgálatot (1. táblázat), melyhez AFLP-módszert alkalmaztunk. A 24 szelektív AFLP 
primerkombinációból 12 kombináció adott éles és reprodukálható AFLP mintázatot. Összesen 682 AFLP fragmentet 
detektáltunk (1. táblázat). A szelektív primer párok átlagosan 56,6 fragmentet szaporítottak fel, amely hasonló 

nagyságrendő a feketenyárban (P. nigra) megfigyelt fragmentum számhoz, ahol két primer pár összesen 104 
fragmentumot szaporított fel (Smulders et al. 2001). 
 
A leghatékonyabb primer kombinációnak az Eco-AGT / Mse-CAT bizonyult, amely klónonként 35 fragmentumot 
szaporított fel. A 682 fragmentum közül 4 volt polimorf (0,6 %), amelyek közül egy a nem transzformált kontroll 
nyárban, három a 6lgl transzgénikus klónban amplifikálódott az Eco-AGT / Mse-CCC primerpárral.  
 
Az eredmények szerint a 11ggs klón AFLP-vel detektált genetikai változása 0,4% volt a kontrollhoz képest, a 6lgl klóné 
0,8 %. Irodalmi adatok szerint a Populus fajokkal végzett vizsgálatokban két – azonos fajba tartozó – klón között az 
AFLP fragmentumokban magasabb, 15 %-os eltérést mutatott. Az eredményeink bizonyítják, hogy a kísérleteinkben 
alkalmazott P. × canescens klónok genetikailag stabilak, a rügymutáció mértéke a transzgenikus nyárfában alacsony 
(0.8 %) eltérıen más nyárfajoktól, illetve a gyümölcsfáktól. 
 
 

1. táblázat. Az fAFLP fragmentumok száma a gsh1 transzgénikus szürkenyár (P. ×  canescens) 11ggs és 6lgl klónjaiban, 
valamint a nem transzformált kontroll (WT) klónban. A szelektív primerkombinációk: az Mse-CAC primer kombinálva az 
Eco-AAT (a), Eco-ACC (b), és Eco-AGT (c) primerekkel; valamint az Eco-AGT primer kombinálva 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 (l) 
primerekkel (Gyulai et al. 2005) 

az fAFLP fragmentumok száma szelektív primerpáronként (a-l) klónok 

a b c d e f g h i j k l 

összes 

frag. # 

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 
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3.2.2. Transz/gén reaktíváció DHAC-indukált demetilációval 
 
 A nyárfa genetikai kutatása azért jelentıs, mert kis genomú (5.5 x 108 bp), a genom mérete alig négyszerese az 
Arabidopsis genomnak (’a fák arabidopszisza’) és minden faja diploid (2n = 38) (Taylor 2002). A vizsgálatainkban 
alkalmazott gshI szürkenyár klónokat (INRA 717-1-B4) fitoextrakciós kapacitás növelésére állították elı (Leple et al. 
2000), és igazolták fitoextrakciós kapacitásukat (Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998; Gyulai et al. 2005). A legstabilabb 
transz/gén konstrukciók is ki vannak téve azonban a gén-csendesítés (gene silencing) hatásának, amely elsısorban a 
DNS metilációján keresztül megy végbe a DNS metiltranszferáz enzim (CMT) katalízisével. A CMT-inhibitor 
kezelésnek kitett növényekben a metilációs szint csökkenése igazolt, vizsgálatainkban ezért a transz/gén reaktivációban 
hatékonynak bizonyult, DNS metiltranszferáz (CMT) enzim gátlásán keresztül ható DHAC (5,6-dihidro-5'-azacitidin 
hidroklorid) (Cao et al. 2000) indukciót alkalmaztuk a 11ggs és 6lgl gshI-transzgéikus nyárfaklónokban, valamint a 
nem-transzformáns klónban (Gyulai 2007; Bittsánszky, Gyulai 2007; Gyulai et al. 2008). 
 

A transzgén-gshI relatív expressziós szintje a 6lgl klónokban 13,5-szor nagyobb volt, mint a 11ggs klónban (1,0) a 
DHAC kezelés nélkül. Ez a különbség a demetiláció hatására megkétszerezıdött a 6lgl klónban (23,7), míg a 11ggs 
klónban csökkent (0.4). A transzgén kópiaszámának meghatározásakor kiderült, hogy a 6lgl klón magas expresszós 
szintje egy 60%-kal alacsonyabb kópiaszámú transzgén-beépülés (1.0 - 6lgl) ellenére érvényesült (1.6 - 11ggs) (2. 
táblázat). 

A nyár saját gsh1 génjének relatív expressziós szintje is igen nagymértékő emelkedést mutatott a demetilációs kezelések 
hatására (19.7-szeres expresszió növekedés) (3. táblázat). A 11ggs klónban a nyár-gsh1 gén preferencia hatását 
tapasztaltuk a 2.0-szeres rel. expresszió növekedéssel, szemben a gshI-transzgén reaktiváció 0.4-szeres értékével. A 6lgl 
klónban a gshI-transzgén mutatott magasabb demetilációs induktivitást (23,7), mint a saját nyár-gsh1 génje (13,9). 
 

A 6lgl klónok gshI és gsh1 
génexpressziójának 
összehasonlítása alapján 
igazolható, hogy a gsh1-nyárfa 
gén szignifikáns mértékben volt 
reaktíválhatóbb (2,6-ról 13,9-re, 
amely 8,6-szoros növekedés), 
mint a transzgén, amely magas 
expressziós szintje csak 1,8-
szorosára (23,7) nıtt. 
 

A gshI-transzgén és a gsh1-
nyárfagén kompetícóját jelzi, 

3. táblázat. A 35S-gshI transzgén és a gsh1 nyárfagén relatív expressziója a DHAC (10-4 
mol, 7 nap) kezelt, és kezeletlen transzgénikus szürkenyár (P. x canescens) klónokban 
(11ggs, 6Lgl), valamint a nem transzformáns (WT) klónban (Gyulai 2007; Bittsánszky, 
Gyulai et al. 2007a) 
 

 gshI-transzgén (2−∆∆Ct)  gsh1-nyárfagén (2−∆∆Ct) 
klónok 

 
nem-
kezelt 

DHAC-
kezelt 

növekedés 
X 

 
nem-
kezelt 

DHAC-
kezelt 

Növekedés 
x 

11ggs  1.0 0.4 0.4  3.1 2.0 2.5 

6Lgl  13.5 23.7 1.8  1.6 13.9 8.7 

WT  - - -  1.0 19.7 19.7 

 

2. táblázat. A 35S-gshI (E. coli) transzgén relatív kópiaszáma a transgénikus szürkenyár (P. x canescensm) klónoknban 
(11ggs - a, és 6lgl - b), az aktin gén kontrolljában. Az RT-qPCR elemzéshez a 2-∆∆Ct módszert (Livak, Schmittgen 2001) 
alkalmaztuk, klónonként három ismétlésben (Bittsánszky, Gyulai et al. 2007a). 

gshI  actin  ∆Ct  ∆∆Ct  gshI kópiaszám (a)  

klónok Ct  SD  Ct  SD  érték  SD  érték  SD  érték  -/+ tartomány 

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                 

átlag 22,50 0,26  22,91 0,14  -0,41 0,13  -0,75 0,13  1,69 1,54 1,85 

 

gshI  actin  ∆Ct  ∆∆Ct  gshI kópiaszám (b) 

klónok Ct  SD  Ct  SD  érték  SD  érték  SD  érték  -/+ tartomány 

6lgl/1 23,9     23,76     0,14                 

6lgl/1 23,68     23,28     0,4                 

6lgl/1 23,66     23,07     0,59                 

6lgl/2 23,86     23,55     0,31                 

6lgl/2 23,86     23,32     0,54                 

6lgl/2 23,56     23,49     0,07                 

átlag 23,75 0,14  23,41 0,24  0,34 0,21  0 0,21  1 0,86 1,16 
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hogy a gsh1-nyárfagénnek a nem-transzfomált (X) klónban mért DHAC-indukált génexpresszió-növekedését (1,0-rıl 
19,7-re, 19,7-szeres relatív expresszió növekedés), sem a 11ggs (0,8-ról 2,0-re, 2,5-szörös expresszió növekedés), sem a 
6lgl klón (1,6-ról 13,9-re, 8,7-szeres expresszió növekedés) nem múlta felül. Mindezek mellett, a DHAC-nem-kezelt 
gshI-transzformált 6lgl klón magas transzgén-gsh1 expressziós szintje (13,5-ször magasabb a 11ggs klónban mért 
értéknél) igazolja a 6lgl klón hatékonyabb fitoremediációs kapacitását, amelyet in vitro nehézfém felvételi eredmények 
is alátámasztanak (Gyulai et al. 2005).  A 6lgl klónban mért nagyobb mértékő gshI aktivitás (szemben a 11ggs klónnal) 
a transzgén konstrukció eredménye, amely tartalmazott egy borsó rbcS (RuBPCase SSU: small subunit of RuBPCase, 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase) eredető tranzit peptid szekvenciát is, amely elısegítette a kloroplasztiszokban 
történı GSH akkumulációt (Arisi et al. 1997; Noctor et al. 1998). Az eredmény egyben igazolja a tranzit-peptidek 
kiemelkedı szerepét a génkonstrukciókban, hasonlóan a dohányban vizsgált tranzit peptid konstrukciókhoz, illetve 
erısítik a kloroplasztisz transzformációk rendkívüli jelentıségét (Maliga 1995). Nem zárható ki a két transzgén 
szelektív metilációja sem, ahogy ez transzgén piramidálás (egymást követı gén transzformáció azonos növénybe) során 
tapasztaltó. A DNS metiláció forró pontjai a génpromóterek CpG és a CpNpG szekvenciái, ezzel transzkripcionális 
géncsendesítést (down-reguláció, hipermetiláció) eredményeznek (transcriptional gene silencing TGS). Ez a folyamat 
is indukálható DNS metilezı szerekkel (pl. 3-aminobenzamid). A vizsgálatainkban alkamazott DHAC ennek a 
folyamatnak az ellenkezı hatását indukálja (gén up-reguláció, DNS hipometilezés, demetiláció), hasonlóan a többi 
(humán rákterápiában is alkalmazott MTáz inhibitorokhoz: zebularin; 5-azacitidin (5-azaC); 5-aza-2’-deoxycytidine, 
melyek közül csak a DHAC hidrolitikus stabilitása igazolt (Cao et al. 2000). A DHAC-indukált gsh1 gén reaktíváció 
végsı célja egy alternatív lehetıség kidolgozása volt a transzgénikus gshI nyárfaklónok kiváltására, illetve a GMO – 
kontra nem-GMO kérdés feloldására (Balázs et al. 1985; Hornok 2000; in Dudits, Heszky 2003) - a szabadföldi 
alkalmazás folyamatban van. 

Eredményeink igazolják továbbá, hogy a DHAC-indukált demetiláción keresztüli transz/gén-reaktivációval 
növelhetı a stressz-indukálható gének expressziója, ezen keresztül stressz-ellenállósága (Király, 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 köszönhetıen, hogy a DNS metilációs mintázata öröklıdik („epigenetikai memória”), a DHAC-kezelt nyárfa új 
forrása lehet a fitoextrakciós alkalmazásokhoz. 
 
3.2.3. Új mikroszatellita klóntípusok azonosítása feketenyárban (P. nigra) 
 
A nyárfajok (Populus ssp) extrém kismérető genomja (2n = 4x = 38; 5.5 × 108 bp; 2C = 1.1 pg) nagyfokú genetikai 
stabilitással párosul. A kutatások célja a feketenyár (Populus nigra) genetikai variabilitásának növelése volt haploid (n) 
indukcióval, portoktenyészetben (Kiss J et al. 2001), két portok-donor klón (N-SL és N-309) alkalmazásával, új 
mikroszatellita genotípusú feketenyár klónok elıállítíására és molekuláris azonosítására (Törjék et al. 2001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A kontinentális éghajlaton (ld. Magyarország) a feketenyár fontossága messze felülmúlja a többi nyárfáét (növekedési 
erély, fahozam, stb.). A kutatásaink célja, ezért, új mikroszatellita genotípusú (Kiss J et al. 2001) feketenyárklónok 
molekuláris azonosítása volt, késıbbi fitoremediációs alkalmazásra. A klónális variabilitás SNP (single nucleotide 
polymorphism) elemzésére a kontroll NSL-30 klónból a WPMS-20 lókuszon kapott fragmentumot agaróz gélbıl 
visszaizoláltuk és két irányból megszekvenáltuk. A szekvencia az ismétlıdı szekvenciarészlet számának kivételével a 
génbanki AJ297293 számú szekvenciával mutatott egyezést (3. ábra). Az ismétlıdı szekvenciamotívum (ctggtt)n 

azonban a szekvenált mintában a 3-szor ismétlıdött, míg az adatbázisban szereplı mintában 8-szor (3. ábra). A 
kimutatott (ctggtt)5 deléció, a haploid indukció során végbement gametoklónális variabilitás (in Dudits, Heszky 2003, 
2005) molekuláris fixálásának az eredménye (Bittsánszky, Gyulai et al. 2007). A felnevelt haploid feketenyár klónok 
(1-35) genetikai polimorfizmus elemzését további öt (elızetesen tesztelt primersorozatból kiválasztott) SSR lokusz allél 
diverzitásával jellemeztük. A leginkább polimorf lókusznak a WPMS-20 bizonyult, mert itt hat nukleotid ismétlıdése 

 

3. ábra. Szekvencia elemzés a feketenyár (Populus nigra) WPMS-20 mikroszatellita lokuszán (ctggtt)n a génbanki adat (AJ297293) és 
NS-L-30 klón összehasonlításával (az SNP, az  ismétlıdı és deléciós nukleotidokat kiemelés jelzi) (Bittsánszky, Gyulai et al. 2007b) 
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adta a mikroszatellita régiót annak ellenére, hogy a dinukleotid ismétlıdéső régiók (mint a többi öt lókusz) elméletileg 
sokkal változékonyabbak. A természetes feketenyár populációk nagyobb variabilitást mutattak eredményeinknél, 
valószínőleg az aktívabb rügymutáció következtében, hasonlóan a nagymértékő genetikai polimorfizmus detektálásához 
P. cathayana klónok között (Schoot et al. 2000).  
 
3.3. Kulturnövények archeogenetikai stabilitása 
 
3.3.1. A köles (Panicum miliaceum) genomstabilitása a középkor óta  
 
A köles (Panicum miliaceum, 2n = 4x = 36) az árpa mellett a legısibb kulturnövényünk. A földmővelı sztyeppei népek 
(kelták, hunok, avarok, magyarok) illetve a Termékeny Félhold népeinek legfontosabb gabonája a köles volt (i.e 2000) 
az évenkénti kétszeri aratás lehetısége miatt (60 napos tenyészidejő fajták is ismertek) 
 

Géncentruma (ıshazája) Kína (Vavilov 1951; Vaughan et al. 2007), a kínai birodalomban maga a mindenkori uralkodó 
vetette el, hagyományos szertartás keretei között. A leghíresebb leletek is Kínából kerültek elı az i.e. 5000 – 3200 
származó korokból. A legrégebbi (DK-Ázsiai) Hoabinh kultúrából (i.e.10.000-6000) nem került elı. 
 

AFLP fragmentumok a középkori köles 
(Panicum miliaceum) mag maradványok 
DNS mintáiban: A 15. századi budavári 
ásatások során 195 növény, több mint 3 
millió maglelete került elı (Gyulai et al. 
2006), nemzetközileg is jelentıs leletanyagot 
biztosítva a régészeti genetikai kutatásokhoz. 
A nagyszámú archeobotanikai feldolgozás 
ellenére a köles régészeti genetikai kutatása 
nemzetközileg is csak napjainkban kezdıdött 
a 4. századi (mongóliai leletek) (Gyulai et al. 
2006), és a 15. századi (Budavári leletek) 
magleletek (Lágler, Gyulai et al. 2005, 2007) 
DNS elemzésével. Vizsgálataink során ALF, 
SSR, ISSR és CAPs elemzést végeztünk. 
 

Az AFLP vizsgálatokban a módszer 
fluoreszcens változatát alkalmaztuk (fAFLP - 
fluorescent amplified DNA fragment length 
polymorphism) 24 szelektív primer 
kombinációjával, melybıl 12 pár adott éles 
és reprodukálható AFLP mintázatot (4. ábra). 
Az adatok alkalmasak voltak a DNS 
degradáció mértékének becslésére: a 4. sz. 
mintában csak két fragmentum található 
(98.8% degradáció), a 15. századi mintában 
158 AFLP fargmentum (40%-os degradáció), 
szemben a mai mintában talált 264 (100%) 
AFLP fragmentummal. Az AFLP 
fragmentumokat szekvenáló PAGE gélen 
elemezve, 21 fragmentumot tudtunk 
visszaizolálni, klónozni majd szekvenálni. A 
klónok közül 8 fragmentum szekvenciája volt 
elemezhetı. A 15. sz.-i EcoAGT-MseCAC-
272 fragmentum BLAST analízisében az 
Ugpe ABC-transzporterrel (permeáz); míg az 
EcoAGT-MseCAA-462 fragmentum 
(‘topáz’) a gypsy/Ty3 retrotranszpozonnal 
mutatott szekvencia hasonlóságot (Gyulai et 
al. 2006). 
 

A köles SSR-allélstabilitása: A mikroszatellita (ALF-SSR) vizsgálatokat 35 lókuszon végeztük, ebbıl 4 bizonyult 
összevethetınek a középkori és a mai köles mintában a gln4 (257 bp), sh1 (250 bp), rps28 (157 bp), és az rps15 (146 
bp) lokuszon (5. ábra). Mindössze egy nukleotid-változást (SNP) mutattunk ki (A→G szubsztitúció) az rps28 SSR 
locus 29. nt-ben, az összes 810 nt SSR szekvenciában. Eltérıen a kétszikő sárgadinnyében tapasztalt igen nagymértékő 
SSR-variabilitástól (Szabó, Gyulai et al. 2007) a vizsgált köles SSR lokuszok egyikében sem mutattunk ki változást az 
ismétlıdések számában. Az eredmények a köles egyszikő genomjának rendkívüli stabilitását igazolják, összevetve az 

 
4. ábra. AFLP-elemzés poliakril amid (PAGE) gélelektroforézissel, 
fragmentum izoláláshoz a 15. századi (a) és a mai ’topáz’ köles 
(Panicum miliaceum) fajtában (b), 1-11 szelektív primer-pár 
kombinációjával (a fekete nyílak jelzik a visszaizolált 
fragmentumokat (Gyulai et al. 2006) 
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azonos korból feltárt sárgadinnye kétszikő genomjában végbement nagyfokú mikroevolúciós változásokkal (Szabó, 
Gyulai et al. 2005ab). Ezt az eredményt támasztják alá a CAPs (RFLP-PCR) eredményeink is, amelyben hat restrikciós 
hasítóhely szekvenciájában (TaqI, BsuRI, HinfI, MboI, AluI és RsaI) nem történt mutáció az mtDNA-6 lokuszon 
(Z11512). 
A mikroszatelliták által hordozott információ különös jelentısége az, hogy gének promóter régióiba épülve alkalmasak 
a gén, illetve a hordozó faj(ta) genetikai azonosítására. A vizsgált négy köles SSR lokusz is génkapcsolt volt (gln4 – 
glutamin szintáz, .sh1 – szacharóz szintáz (shrunken1); rps28 és rps15 - kukorica cDNS klóntárból). 
 

A köles ISSR-polimorfizmusa: A mikroszatellita genom elemzés speciális területe az ISSR-elemzés, amely módszerrel 
két SSR szakasz közötti szekvencia szaporítható fel (Zietkiewicz et al. 1994). Az ISSR-PCR számos esetben nagyon 
hatékony molekuláris módszernek bizonyult intraspecifikus, populációk közötti vizsgálatokra, fajtaspecifikus 
mintázatok meghatározására. 
 

A középkori köles morfológiai rekonstrukciója: ISSR elemzéseinkben 9 primert és kombinációit alkalmaztuk. Ezek 
közül 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 alapján a középkori 
köles az ’Omszkoje-9’ ázsiai eredető köles fajtához mutatta a legközelebbi rokonságot, amely eredmény nyívánvalóan 
utal a régészeti minta keleti eredetére.  
 

A fenotípusos felvételezés során a vizsgált 28 morfológiai bélyeg alapján megrajzolható (SPSS11) volt a mai fajták 
morfológiai dendrogramja. Ezt összehasonlítva a molekuláris dendrogrammal rekonstruálható volt a középkori köles 
minta, amely terpedt bugájú, apró kalászkájú, barna magvú köles lehetett, ma is fellelhetı közeli rokon fajtákkal (ld. az 
Omszkoje-9 fajta oroszországi győjtıhelyét). A 4.sz. minta két AFLP fragmentuma kevésnek bizonyult az 1.600 éves 
fajta rekonstrukciójához. A 600 éves középkori lelet ’csírázási’ kísérlete is sikertelen maradt, megkérdıjelezve az ısi 
magleletek csírázásáról szóló eredményeket a 10.000 éves csillagfürt, az 1.300 éves indiai lótusz, illetve az 1-2.000 éves 
egyiptomi kamut búzalelet esetében. 
 
3.3.2. A sárgadinnye (Cucumis melo) mikroszatellita diverzitása a középkor óta 
 
A sárgadinnye (2n = 4x = 24) a fajgazdag Cucurbitaceae család (119 nemzetség, 825 faj) Cucumis nemzetségének 
morfológiailag legdiverzebb faja (Velich 1967; Molnár 1973, Nagy 2003a,b). A Cucumis nemzetségben, a két 
termesztett faj (sárgadinnye - C. melo; és az uborka - C. sativus) mellett több, kérdéses Cucurbitaceae faj került 
besorolásra. Elsıdleges géncentruma (Vavilov 1951) Afrikába tehetı. Az elsı termesztett típus a chate lehetett (i.e. 
2000 – 1500). A Bibliában (Moz. IV, 11:5) említett sárgadinnye is feltételezhetıen chate típusú volt.  
 

Számos hazai lelet közül (Hartyányi, Nováki 1975) a legrégebbiek római koriak (Budapest-Aquincum) az idıszámítás 
szerinti. 2. - 3. századból. A Budai vár területén folytatott ásatások során feltárt 13-14. századi kutak betöltéseiben, több 
sárgadinnye mag lelet is felszínre került. A jelen munkában vizsgált magleletek a Budai királyi vár Zsigmond-kori 
szárnyának (15. sz. eleje) régészeti feltárásaiból kerültek elı (Gyulai et al. 2001; Bacsó et al. 2004; Bisztray et al. 
2004a,b; Gyulai et al. 2006; Szabó, Gyulai et al. 2005ab). A magokból történı sikeres ısDNS-izolálás és genotípus 
azonosítás után a morfológiai, fenotípusos fajtarekonstrukciót 47 mai fajta összehasonlításával végeztük el.  
 

(a) SSR gln4-257 (D14577) - (ttgcg)2 
              1        10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120       130       140       150       160 

              |...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 

Z.mays    992 agcagaacggcaagggctacttcgaggaccgccgcccggcgtccaacatggacccctacgtggtcacctccatgatcgccgagaccaccatcatctggaagccctgagggctaaggcggccgttccgtcgcgttgcgttgcgttgcagggtccccgaagcga 1153 

cv.Topaz    1 ..................................-..........-.....................................................-................................ttgcgttgcg....................  159 

XV. sz.      1 ..................................-..........-.....................................................-................................ttgcgttgcg....................  159 

 

Z.mays   1154 ttgcaaagccattgttccttctgttccgtttgcttattattatcattattatcatctagctagatcatccgggggtcaggtcgtcgtggtgtgccaaa 1251 

cv.Topaz  160 ..................................................................................................  257 

XV. sz.   160 ..................................................................................................  257 

 

(b) SSR sh1-250 (AF544115) - (aag)6 
              1        10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120       130       140       150       160 

              |...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 

Z.mays   6245 atcgagatgttctacgccctgaagtaccgtagcctggtaagccgtttgatgcctgcctctgcctctgcctctgcctgccagagaggatcacgtgttcgttcccattccagcagtcttaaacgagtgaatgaactactgacgcatctctttctggaatccagg 6407 

cv. Topaz   1 ..................................................................................................................................................................  162 

XV. sz.     1 ..................................................................................................................................................................  162 

 

Z.mays   6408 caagccaggttccgctgtccttcgattagtacggggaaagaagaagaagaagaagcccaggccggagaaccatcgcctgcatttcgat 6495 

cv. Topaz 163 .....................................aagaagaagaagaagaag.................................  250 

XV. sz.   163 .....................................aagaagaagaagaagaag.................................  250 

 

(c) SSR rps28-157 (AW424565) - (tc)8 
              1        10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120       130       140       150       160 

              |...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 

Z.mays     62 agacgaacccaccatcatctttccctcgtgcttggattgaagggagctcctctctgtctctctctctctcatttccataaattatatattgtttgtagatag----tttatctttctttttatctccttgtttgcagagatatacatggagatgccaagcgc 219 

cv. Topaz   1 .......................t.a..a.......a.............----tctctctctctctctc..........t...........g.........ctag.............c......g.-................................. 157 

XV. sz.     1 .......................t.a..g.......a.............----tctctctctctctctc..........t...........g.........ctag.............c......g.-................................. 157 

 
(d) SSR rps15-146 (AW062092) - (cag)5 
              1        10        20        30        40        50        60        70        80        90       100        110       120       130       140     

              |...|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 

Z.mays     33 aagaagaaagagaagaagcacggggagggccatgaccatgg-tgatggtgacggccacagcagcagcagcagcgacagcgactgatctcgcctcgccgagcgccggacgcacaaatgcaccgcgcaggttataatacgagctgtcc 177 

cv. Topaz   1 .........................................a...............cagcagcagcagcag.................................t........................................ 146 

XV. sz.     1 .........................................a...............cagcagcagcagcag.................................t........................................ 146 

 

5. ábra. SNP elemzés a középkori köles (15.sz.) és a mai cv. ‘topáz’ kölesfajta (Panicum miliaceum) négy SSR lókuszán (a 
– d) (összesen 810 nt), és a kimutatott G → A tranzicíó az rps28 lókuszon (Gyulai et al. 2006) 
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A sárgadinnye mikroszatellita diverzitása: Az ALF-SSR elemzéseinkben 34 primer-párt teszteltünk, ebbıl 20 primer-
pár bizonyult hatékonynak a mai fajtákban, amelyek közül csak nyolc primerpár volt aktív a középkori mintában. A 
nyolc lokuszon elvégzett SSR elemzéssel összesen 40 SSR allél 485 szekvenciáját azonosítottuk a 47 mai és a 
középkori mintában. Az egyes lokuszok alléldiverzitása eltérı volt (2 és 7 allél/lokusz, átlag értékük 5.7 allél/lokusz): 
CmCT44 (2 allél), CmAG59 (5 allél), CmGA104 (5 allél), CmCT134 (4 allél), CmTA134 (6 allél), CmCTT144 (7 allél), 
CmTC168 (6 allél) és CmCT170 (5 allél). A 8 SSR lokuszból hét dinukleotid, és egy trinukleotid ismétlıdéső volt 
(CmCTT144 - 7 allél). Két SSR lokusz (CmCT170, CmTTT144) teljes szekvenciaelemzését végeztük el a középkori és 
a mai sárgadinnye fajtában. Megállapítottuk, hogy az SSR allélek hosszúság polimorfizmusa mindig egy teljes SSR 
alapszekvencia, egyszeres vagy többszörös kiesésébıl (deléció) illetve beépülésébıl (inszerció) adódik (indel), és 
sohasem a lezáró szakaszok mutációjából (Szabó, Gyulai et al. 2005ab). Egyetlen esetben sem tapasztaltunk 
rekombináns (tört) SSR szekvenciát, amelyben a belsı ismétlıdı szekvencia változott volna meg (Szabó 2006). 
 

Igazoltuk, hogy a középkori sárgadinnye lelet SSR allél hosszúsága köztes értéket mutat (sem nem a legrövidebb, sem 
nem a leghosszabb), amely feltételezi, hogy a középkori sárgadinnye nem a legısibb fajtatípus lelete (Szabó, Gyulai et 
al. 2007). A 485 SSR fragmentum alapján molekuláris dendrogrammot (SPSS14) készítettünk, amellyel megállapítottuk 
a molekuláris rokonságot a mai fajták (20 ısi tájfajta, és 27 termesztett fajta) és a középkori lelet genetikai állománya 
között. 
 

Középkori sárgadinnye fajtarekonstrukciója: A fajtarekonstrukcióhoz meg kellett határozni a fajták típusát és rokonsági 
körét egy morfológiai dendrogramm elkészítésével. A vizsgálatokhoz 47 mai sárgadinnye fajtát és tájfajtát 
felvételeztünk 28 morfológiai tulajdonság alapján. Az elemzés szerint, a magyarországon termesztett 47 fajta kivétel 
nélkül besorolható volt az Európában elterjedt három fı terméstípusú csoportba: a cikkelyesen barázdás Kantalup 
(cantalupensis), a hálózatos-recés terméshéjú Retikulatusz (reticulatus), és a simahéjú Inodorusz (inodorus) csoportba. 
Európai fajta győjtemények elemzéseiben is ez a három típus elterjedése igazolódott. Az elvégzett morfológiai elemzést 
összevetve molekuláris dendrogrammmal a középkori minta fajta-típusa meghatározható volt, amely szerint az egy 
inodorusz típusú, sima héjú, zöld húsú sárgadinnye lehetett, átmeneti formával a ’Hógolyó’ és a ’Kısárga’ mai 
termesztett fajták között (Szabó, Gyulai et al. 2005ab, 2007; Horváth, Gyulai et al. 2007). 
 
3.3.3. A görögdinnye (Citrullus lanatus) archeogenetikai jellemzése 

 
A görögdinnye (Citrullus lanatus; 2n = 2x = 22; 4.25 - 4.54 x 108 bp; 0.42 pg DNS) a rendkívül monotipikus Citrullus 
nemzetség tagja, melynek kevés faja közeli morfológiai rokonságban áll egymással: Citrullus colocynthis, Citrullus 
ecirrhosus, Citrullus rehmii vadfajokkal. A görögdinnye evolúciós kutatásának kiemelt jelentıségét az adja, hogy két 
alfaja a Citrullus lantaus var. lanatus és a Citrullus lantaus var. citroides máig fennmaradt párhuzamos evolúciójuk 
során. Elsıdleges géncentruma az Abesszíniai övezet, illetve trópusi Afrika, másodlagos géncentruma Kína, Belsı-
Ázsia és India (ld. Praecitrullus fajokat) (Vavilov 1951). Nagyfokú morfológiai variabilitását a héj, a hús, és a mag 
színe és formája adja. Termesztésbe vonása i.e. 2000 évvel ezelıtt kezdıdhetett, Európában csak a középkor óta ismert. 
 

A régészeti genetika, illetve botanika speciális területe a nagyszámú piramaisokból elıkerült görögdinnye-maglelet, 
különös tekintettel a leghiresebb Tutan-kamon-i ásatásokra. A nagyszámú magyarországi középkori magleletek szerint 
(Gyulai et al. 2006; Tóth, Gyulai et al. 2007) a görögdinnye (Citrullus lanatus) és a sárgadinnye (Cucumis melo) 
különösen kedvelt konyhakerti növények voltat már a középkorban (Hartyányi, Nováki 1975). A középkori 
Magyarországon termesztett görögdinnyék többnyire sárgabelőek lehettek egészen a 18. sz.-ig (Gyulai F vizsgálati 
eredménye), a pirosbelő fajták csak a törökkor elmúlása után kezdtek terjedni. Itáliában viszont a piros bélő fajták már a 
16. században közkedveltek 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 igazolják (J. Janick, www.hort.purdue.edu; 
 

A vizsgálatainkban két 15. századi ásatásból származó maglelet, a Budai királyi vár Zsigmond-kori szárnyának (15. sz. 
eleje) régészeti feltárásaiból (Gyulai et al. 2006)-, illetve a debreceni Kölcsey Mővelıdési Központ területén végzett 
ásatásokból származik, a 18. századi mintát az un. Pannonhalmi Apátság botanikai győjteményébıl (Mezıgazdasági 
Múzeum, Budapest) származik. A 44 mai fajtát az Agrobotanikai Központ, Tápiószele, génbanki anyagából (Tóth, 
Gyulai et al. 2007) gyüjtöttük össze. A magleletekbıl és a mai görögdinnye fajtákból DNS-izolálást, molekuláris (nSSR 
– nuclear simple sequence repeat; cpDNS – kloroplasztisz DNS) elemzést, és retroranszpozon izolálást végeztünk 
 
Szekvencia-elemzés: (ct)3 deléció és (ct)4 inverzió a (ct)27 görögdinnye (Citrullus lanatus) mikroszatellita 
lokuszán a középkor óta 
 

A vizsgálatokhoz mikroszatellita primer párokat alkalmaztunk. Az elemzésben 47 primer-párt teszteltünk, ebbıl 26 
primer-pár bizonyult hatékonynak a mai fajtákban, amelyek közül 16 volt aktív a középkori mintában, és szekvencia 
elemzést végeztünk a Cl-1-20 (CT)26-30 nSSR lokuszon. Megállapítottuk, hogy mindhárom régészeti mintában még 
megtalálható (CT)3 (115-121 nt) SSR szekvencia szakasz a mai fajtákban delécióval kiesett az elmúlt 600 év során. A 
(CT)26-30 nSSR lokusz (190 bp) 122-130 bp szakaszán egy további (CT)4 inverziót is azonosítottunk, a régészeti és a 
mai fajtákban (6. ábra). Ez az eredmény (CT)27 egyszerő mikroszatellita lokuszból kialakuló (CT)17-C-(TC)4-T-(CT)5 
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összetett mikroszatellita születését igazolja, amely eredmény a mikroszatellita lokuszok evoluciójának jelentıs 
eredménye (ld. „mikroszatelliták születése és halála”). 
 

LTR retrotranszpozonok izolálása görögdinnyében 
 
A növényi transzpozonok, retroelemek, ugráló gének: Az eukarióta és a prokarióta genom igen nagy mennyiségő virus-
eredető DNS-t hordoz, amelyek önszaporodásra, helyváltoztatásra (transzpozició) képesek (transposable elements, TE-
k), ezáltal nagy szerepet játszanak a mikro/evolúcióban. Az áthelyezıdı gének (transzpoziciós elemek – TE; 
transzpozonok; a prokariotákban Inszerciós Szekvenciák - IS) a genomból ki tudnak vágódni, majd áthelyezıdni a 
genom egy másik pontjára és ott újból beépülni (Olasz et al. 1997). Felfedezésük nem baktériális, humán- vagy 
állatgenetikai kutatásokhoz kötıdik, hanem tisztán növénygenetikai eredmény: kukoricában (Zea mays) fedezte fel 
Barbara McClintock (1942; Nobel-díj 1983). Az evolúció során a sejtben legnagyobb mennyiségben elıforduló tRNS a 
mt-tRNS-t felhasználó retroelemek szaporodtak fel legnagyobb számban a genomokban. A met-tRNS 3’-végi, 
aminósav kötı tripletje CCA, melynek komplementer szekvenciája a PBS-ben GGT. A tervezett PBS-specifikus 
primereink 3’-vége ezért minden esetben a CCA volt (Kalendar, Schulman 2006). Összesen 51 PBS primert teszteltünk 
melybıl mindegyik mutatott amplifikációt. Mind a két 15. századi, és a 18. századi mintában is sikerült kimutatni 
retrotranszpozon eredető fragmentumokat, még a nagy mol tömegő (3 Kbp) frakciókban is. 
 
LTR retrotranszpozon izolálása, klónozása és szekvenálása  
 
Új LTR retrotranszpozonok izolálásához klónoztuk a PBS fragmentumokat, majd kolónia PCR-ben amplifikáltuk, 
pGEM-T easy vektorba ligáltuk, E. coli baktériumba klónoztuk, majd plazmidot tisztítottunk és univerzális primerekkel 
az inszerteket megszekvenáltuk. Összesen 30 klónt szekvenáltunk (20.997 nt), melyek közül 18 szekvencia (60 %) 
mutatott LTR eredetet az általános LTR szekvencia alapján (primer-CCAnnnTGCGnnn…). A 18 LTR szekvencia 
lehetséges teljes hosszának további amplifikálására 34 IRAP (Inter Retrotransposon Amplification Polymorphism) 
(Kalendar, Schulman 2006) primert terveztünk, melyek mindegyike alkalmas volt LTR alapú IRAP-polimorfizmus 
meghatározására görögdinnye fajták között. Az LTR-retrotranszpozon szekvenciák (1-18) BLAST elemzésében 
génkapcsoltságot találtunk a leírt szekvenciák között, ugyanis a retroelemek nagy számban épülnek be funkcionális 
gének promoter közeli szekvenciáiba. A görögdinnye teljes genom szekvenciája messze nem ismert, azonban a BLAST 
elemzésünk során a 18 szekvenciából három LTR-retrotranszpozon mutatott génkapcsoltságot. Az egyik (2251. sz.) 
LTR retrotranszpozon szekvenciájának (1.163 nt) ) 284 nt hosszú szakasza megtalalható volt a görögdinnye gyümölcs 
magi nucellusz-specifikus fehérje gén (WM403) határoló (flanking) szekvenciájába épülve (AF008925) (1.711-1.408 
nt). A 284 nt hosszú retrotranszpozon szekvencia elemzése (dot plot) azt igazot, hogy TRIM (terminal repeat 
retrotransposon in miniature) típusu szóló-LTR-t  azonosítottunk, elsıként a görögdinnye genomban (Tóth, Gyulai et 
al. 2007).  
 
Az új LTR terotranszpozon a CiLa-1 (Citrulus lanatus) elnevezést kapta, az NCBI adatbázisába feltöltöttük. A másik 
LTR-klón 1.070 nt hosszú (2296 primer) szekvenciájának 286 nt szakaszát (107 – 393 nt) szintén egy Cucurbitaceae 
faj, a tök (Cucurbita maxima) floém fehérje (PP1) (NCBI U66277) génjébe ágyazottan találtuk. 

 

6. ábra. (CT)3-deléció (115-121 nt) a dinukleotid (CT)26-30 nSSR (Cl.1-20; Jarret et al. 1997) mikroszatellita (82-141 nt) 
lokuszon (190 bp) a vizsgált mai görögdinnye (Citrullus lanatus) fajtákban a 15.századi és a 18.századi minták 
összehasonlításában; valamint összetett mikroszatellita születése egy feltételezhetı ısi szekvenciából levezethetıen a (CT)4 
szakasz inverziójával (122-130 nt) mindegyik mintában (a primereket aláhúzás jelzi) (Tóth, Gyulai et al. 2007). 
 
 

   
                                  10          20          30          40          50          60          70          80          90         100 

                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ráckeve (13.)      CGCGCGTGAGGACCCTATAGACTCTTCTGGTTCCTTCTTCCCTCCGAAGCGTGCCTTCTTTCTTCTCATTAGTAGCCTCCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTC 

Turai (15. )       .................................................................................................... 

Ukrainskij (21.)   .................................................................................................... 

Háromfa (24. )     .................................................................................................... 

Nyírbátor (31.)    .................................................................................................... 

Lipót (43.)        .................................................................................................... 

15.sz. Budai       .................................................................................................... 

15.sz. Debrecen    .................................................................................................... 

18.sz. Pannonhalma .................................................................................................... 

 
                             110        120         130         140         150         160         170         180         190  

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ráckeve (13.)       TCTCTCTCTCTCTCT------CCTCTCTCTTCTCTCTCTCTCGAGAGGAGCGTCTATAGAGAGAGATATAAACCGCCTCAATCAATTGCT 

Tura (15.)          ...............------..................................................................... 

Ukrainskij (21.)    ...............------..................................................................... 

Háromfa (24.)       ...............------..................................................................... 

Nyírbátor (31.)     ...............------..................................................................... 

Lipót (43.)         ...............------..................................................................... 

15.sz. Budai        ...............CTCTCT..................................................................... 

15.sz. Debrecen     ...............CTCTCT..................................................................... 

18.sz. Pannonhalma  ...............CTCTCT..................................................................... 
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4. Új tudományos eredmények – A gyakorlati alkalmazás lehetıségei 
 
1.  
Az ivaros- (pollen, portok, ovárium és ovulum), valamint a vegetatív biotechnológiai módszerek 
(mikroszaporítás, klónozás, szomaklónok, protoklónok, cibridek) segítségével új klóntípusok állíthatók elı a 
növénynemesítés számára: szomaklónokat (Poaceae); gametoklónokat (paprika, fekete nyár), vegetatív 
klónokat (szürkenyár) és DHAC-indukált epigenetikai klónokat (szürkenyár). Igazoltam a szomatikus 
embriógenezis folymatát szkenning elektron mikroszkópos (SEM) elemzéssel egy és kétszikő fajokban: sziki 
mézpázsitban (Puccinellia limosa); vadgesztenyében (Aesculus hippocastanum), és szójában (Glycine soya). 
További fajok elemzésére, helyszőke miatt, csak utaltam: új tarackbúza klón (Agropyron repens cv. Purdue) 
és lignintartalomban csökkentett zöld pántlikafő (Phalaris arundinacea) klónok elıállítására, valamint az 
ivarsejt eredető, dihaploid paprika (Capsicum annuun) klónok molekuláris elemzésére. 
 
2.  
Igazoltam a fitoremediációs célra elıállított gsh1-transzgénikus szürkenyár klónok (11ggs, 6lgl) 35S-gshI- 
klónstabilitását 682 AFLP-fragmentum kimutatásával. Hatékony génexpresszió növekedést értem el a gshI-
transzgén, valamint a nyárfa endogén gsh1 gének aktivitásában DHAC-indukált demetilálóval: a 6lgl-
klónban a gshI-transzgén expressziója 1.8-szorosára, míg a nyárfa saját gsh1 génjének expressziója 8.7-
szeresére emelkedett; a kontroll WT-klónban 19.7-szeresére nıtt az endogén gsh1 nyárfagén aktivitása. 
Eredményeimmel egyben alternatív módszer lehetıségét adtam a GMO – kontra nem-GMO kérdéshez. 
 
3.  
Új mikroszatellita klóntípusokat azonosítottam feketenyárban (Populus nigra) 35 haploid eredető klón 
populációjában, öt SSR lokusz, 20 SSR allél 280 szekvenciája alapján. Az SSR polimorfizmus egyik 
okaként, a nyárfa wpms-20 lókuszán egy 5-szörös (ctggtt)5 szekvencia-deléciót mutattam ki a (ttctgg)8 
lokuszon, igazolva a gametoklónális variabilitás molekuláris fixálásának lehetıségét. 
 
4.  
A növényi archeogenetikai kutatásokban a köles, sárgadinnye és görögdinnye régészeti leleteinek 
feldolgozását végeztem el. A köles (Panicum miliaceum) archaeogenetikai elemzésében molekuláris 
régészeti kormeghatározási módszer lehetıségét írtam le az AFLP-lokuszok degradáció mértékének 
meghatározásával 1.600-, és 600 éves köles magleletek ısDNS mintáiban (2 AFLP fragmentum /4. századi; 
158 AFLP fragmentum / 15.századi és 264 AFLP fragmentum / mai fajta). Az ISSR fragmentum elemzéssel 
fajtarekonstrukciós módszert dolgoztam ki 600-éves köles ısDNS mintája alapján, 20 mai fajta 7 ISSR 
lokusz 157 ISSR allél összehasonlításával. 
 
5. A középkori (600 éves) sárgadinnye (Cucumis melo) maglelet DNS mintájának fajtaspecifikus ITS1-5.8S-
ITS2 szekvencia elemzésével molekuláris módszert dolgoztam ki a régészeti leletek kereszt-fertızött 
mintáinak kiszőrésére. Valamint, 8 SSR lokusz 40 allél, 485 fragmentum szekvenciájának meghatározásával 
fajtarekonstrukciót végeztem 600 éves sárgadinnye fenotípusának meghatározásában. 
 
6.  
Középkori (600 éves) görögdinnye (Citrullus lanatus) sejtmagi és kloroplasztisz (cpDNS) ısDNS mintáinak 
valamint a mai fajták összehasonlító elemzésében új rDNS-ITS és haplotípus csoportokat határoztam meg. 
Valamint, a mikroszatellita DNS szakaszok evolúciója kérdésében, kísérletesen igazoltam, hogy a 600 éves 
domesztikációs idı során egyszerő SSR szekvenciákból hogyan alakul ki összetett mikroszatellita a (CT)27 
egyszerő mikroszatellita lokuszon a (CT)17-CC-(TC)3-TT-(CT)4 szekvencia kialakulásával. Görögdinnyében 
(Citrullus lanatus) leírtam a görögdinnye elsı LTR-retrotranszpozonját (Cila1; NCBI EU009625), amely új 
marker rendszert nyújt a molekuláris fajtaazonosítás számára. 
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