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1. CELKITUZES

A 1980-as évek kozepéig a kutatok ugy gondoltalgyhosak a biokémiailag stabilabb
molekulak, mint pl. alignin allhat ellen az @élény pusztulasat kovét lebomld
folyamatoknak, mig a DNS teljes pusztulasa miath né&sgalhatd. A DNS az édmualasaval
degradalddik, azonban szerencsés korilmények Gapd®¥mérséklet) (Ottonet al, 2009),
gyors kiszaradas, magas soékoncentracio, szaradnmdmyek) kozott kevésbé karosodik
(Mateiu et al, 2008; Rambautket al, 2009), ezéltal lehéséget biztositva a®dsDNS
fennmaradasahoz. Ezért megfél&brilmények kozott a DNS tulélése biztositott (Bnat
al., 1997; Burgeret al, 2000; Pruvostet al, 2007). Az 6sDNS kutatasokkal egy Uj
tudomanyterilet, aarcheogenetikasziletett meg, amely leli®€ teszi az évszazadok,
évezredek Ota konzervaldédott novényi maradvanyokSigNek kinyerését, és a PCR
technoldgia felhasznalasaval visszanyert kis mesgafyiorokitvanyag, - akar egy kopiabol

tortérd — felszaporitasat (amplifikaciojat) (Gyulktial 2006).

A vizsgalataimban felhasznalCitrullus magvak egyrésze a debreceni volt Kolcsey
Mivelédési Kozpont terlletén feltart kutak ndovényanyageelynek kora a 13. szazadra
datalhato. A 15. szazadlitrullus magvak a budai kiralyi var (Arpad-hazi IV. Bélar&ly,
1243) Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz. eleje)ésagti feltarasa (1999) soran (Budapest |.
Ker., Szent Gyorgy tér, Teleki palota, 8 sz. kigriktek felszinre (Nyékhelyi, 2003). A
budavari asatasok soran nagy mennyiségvénymaradvany keriltde&l 195 ndovényfaj tobb
mint 3 millid6 maglelete (Gyulaiet al, 2006). A 19. szazadCitrullus mag botanikai
gyijtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apatsag botagikgteményélbl bocsatottak
rendelkezéslinkre (Mégazdasagi Muzeum, Budapest).

A DNS megmaradasanak szempontjabol a keilkéznyezeti korilmények eredmeényeképp
maradhattak a magvak j6 megtartasuak, ezaltaldségét adva a sikeres DNS-izolalashoz és
felszaporitdshoz. A molekuléris vizsgalatok Iéséget nydjtottak a kozépkori
Magyarorszagon termesztett és fogyasztédi Citrullus tipusok azonositasara. A
negyvennégy matitrullus fajjal és fajtaval (hazai-, kalfoldi-, taj- és meesztett fajtak)
tortérd molekularis és morfolégiai 0sszehasonlitds alapjegallapithaté volt azsi
ndévények morfotipusa és elkészithetolt a pontos rokonsagi kapcsolatokat feltard

molekularis klaszter analizis.
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Munkédm célja a 13. 15. és 19. szdzadi mintakbdektAt Citrullus magok archeogenetikai

feldolgozasa, mely soran az alabbi feladatokatem ki célul:

1. Kiiszapolom, kivalogatom és meghatdrozom a 13.- &5.19. szazadTitrullus dinnyemag

leleteket.

2. Kimutatom, és izolalom a magmaradvanyokban fenndtaksDNS-t, meghatarozom
degradacidjanak mértékét, és dsszehasonlitom dajtek DNS mintdinak sejtmagi (nDNS)

és kloroplasztisz DNS (cpDNS) proébaival.

3. lgazolom a sejtmagi (NDNS) riboszomédlis DNS (rDNS$P (internal transcribed spacer)
l6kuszanak elemzésével Gitrullus fajok molekuléris domesztikacidgpéseit, valamint a

magok exogén/endogén &ésmentességét, és kizdrom az exogébetittmagvakat.

4. Meghatarozom a sejtmagi nSSR I6kuszok elemzéséawekraszatellita I6kuszoknolekuléaris
evolucidjat44 mai fajtaval tortéh dsszehasonlitasban (8 magyar fajta, 10 kulfojtafeés 25

tajfajta).

5. A cpDNS Iékuszok elemzésével Qjtrullus haplotipusokat hatarozok meg.

6. Igazolom a teljes genom amplifikdlas (WGA) alkalimatbsagat aztsi DNS mintakban,

megvizsgalom a szekvencigggét, és meghatarozom a felszaporitas hatasfokat.

7. Fajtarekonstrukciot végzek #&DNS mintak SSR és cpDNS fragmentum mintazata &aapj
az 6si Citrullus noévényanyag genotipusanak meghatarozasaotekularis dendrogram

elemzéssel.

8. Rekonstrudlom a régész@&itrullus leletek fenotipusat 44 mai fajtaval valé morfoladiz4

morfoldgiai marker alapjan) 6sszehasonlitdsbanfologiai dendrogranelemzéssel.

9. Azonositom a régeészditrullus magleletek fenotipusos tulajdonsagait, kilonosmtelel a

husszinlgyb gén) meghatérozasara.
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2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Arégészeti genetika (Muzeomika) és jetsdige

Az archeogenetika a természettudomanyok egyik &ddpijudomanyterilete, amely alig két
évtizedes multra tekint vissza, ennek ellenére spmorfejbdé tertlet, allandéan megujuld
mabdszerekkel, technikdkkal.

Az archeogenetika segitségével a kihalléklyek eévszazadok és évezredek Ota
konzervalddott sejtjetil 6sDNS rekonstruédlhatd (Brown, 1999; Cooper és Ppifa0o;
Gugerli et al, 2005; Hofreiter, 2011). Molekularis mddszerek téshnikdk segitségével
tanulmanyozhatjuk a kulonbéz2lslények evolucios fefildését, valamint dsszehasonlithatjuk
a mar kipusztult élények és a mai leszarmazottainak vélt egyedek ti@nellomanyat,
meghatarozhatjuk genetikai tavolsagukat (Hofreigeral, 2001). Ezaltal fény derllhet
nagyobb lépték evollcios véaltozasokra az allat és ndovényvildgbgparant. A polimeraz
lancreakcid (PCR) kifejlesztése segitségével rmtitisé valt az akar egyetlen kiindulasi
molekulabdl térteé DNS felszaporitas, hatalmagmiépést jelentve aksDNS kutatasokban
(Paaboeet al, 1988; Paabo, 1989b; Thometsal, 1989; Woideet al, 2010; Ginolhaet al,
2012; Scuberet al, 2012; Stiller és Fulton, 2012; Fulton és Stji2012).

Az archeogenetika mint 6nall6 tudomany, éppen a-BlERast (Mullis, 1986) kifejlesét
Cetus (USA) vallalat laborjaban keibtt a 140 éves, muzeumbéreétt, kihalt |6fajta a
quagga Equus quaggabérmintajabol kivontdésDNS vizsgalataval (Higuclat al, 1984). Az
archeogenetikai kutatécsoportok az éelglészakban allati és emberi (mumia)rbol
prébalkoztak DNS kivonassal (Higuchi al, 1984; Paabo, 1985, 1989b), azonban étekr
munkakrol kéébb kiderult, hogy az izolalt DNS szamos esetbeneno@mberi (Cooper és
Poinar, 2000; Hofreiteet al, 2001; Paabet al, 2004; Malmstronet al, 2007; Gilbertet
al., 2007), vagy bakterialis, illetve gomba erédetennyeé&dés eredmeényei. Megjegyzénd
hogy a korai eredmények szakmai elfogadtatasa nelh egysze, miutan a DNS-
karosodasokban és azok kijavitasdban szakétatok szerint a mintdkban nem maradhat ép
DNS az oxidativ karosodasok miatt. Kbb bizonyitast nyert, hogy a val6baréferduld
DNS-degradacio jelebs lehet, killbndsen a feltaras helyének talajvisabmyatt, de mégsem

lehetetlen az archeo leletéklautentikus DNS-t izolalniEinlader és Willerslev, 2010)



BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

llyen kétes erdemeények voltak a ndvényi maradvabgoktobb millio évig (17-20 millio)
(Yang, 1997; Badat al, 1999) tuléb DNS sikeres izolélasat (Golenbezgal, 1990; Soltis
et al, 1992) kozb publikaciok. Tovabba a DNS izolalas tobb millicegvdinoszaurusz
csontokbdl (Woodwarekt al, 1994), borostyanbdl kinyert rovésDNS (Cancet al, 1992
a,b, 1993 a; Desallet al, 1992, 1993, 1994; Poinat al, 1993), és az életre kelthet
baktériumok izolalasa 3 millié éves leletékl§Shi et al, 1997) késbb kerult megcéafolasra
(Spencer és Howe, 2004). A publikalt eredmények eggre a kisérletalt fliggetlen
laboratoriumokban valé megismétliése nem volt sikatketve a vart eredmények elmaradtak
(Sidow et al, 1991; Austinet al, 1997 a,b). Prébalkozasok torténtek 250 milliGe®v
rétegekl feltart baktériumokbdl (Vreelandt al, 2000; Fishet al, 2002), 20 millié6 éves
borostyanba (Paabo és Wilson, 1991; Katral, 2004) zart dipterakbol (Austiet al, 1997
a,b), 40 milli6 éves borostyanba zart méhiCanoet al, 1992a), 120 milli6 éves zsizsikb
(Canoet al, 1993 b), termessb (Desalleet al, 1992) és rovargyomorbdél (Cano és Borucki,
1995), 250 és 415 millib éves sokristalyba zarté@akmokbdl (Vreelanat al, 2000; Fisret
al., 2002), tobb milli6 éves mikrobabol (Fletchet al, 2003) és néhany ezer éves
baktériumbdlbsDNS kinyerésére is (Taylet al, 2007; Stakhoet al., 2008; Johnsoat al.,
2008; Lowenstein, 2009, Preesal.,2011).

Az esetek legnagyobb részében a téves eredményei@nhues mikrobidlis eredet
szennyeédések téves felszaporitasabol szarmaztak. Kulonéageamberi régészeti DNS-
mintak ,modern” DNS-el valé szennyeese jelentett és jelent a mai napig is sulyos
problémat (Gigliet al., 2009; Deguilluxet al., 2011). Az emberi eredetszennyeédések
elkertiléese céljabdl az izolalasi folyamatok jetentejlesztéseken mentek keresztll az évek
soran (Boessenkoatt al., 2012). Ezt tikr6zi az a valtozas is, amely a \afsgknal
alkalmazand6 kontrollok szamanak alakulasaban élaék. Mig 1989-ben héarom
szempontot vettek figyelembe, addig 2005-ben maicgzabalynak kellett megfelelni a
kutatast végiknek (Paaboet al, 2004). Valészitieg ezek a rigorézus kontrollok is
eredményezték, hogy ma mar igen kevesen foglalkozamaberi régészeti leletek DNS
vizsgalataval, sokkal kedveltebb a barlangi med{rafseet al., 2008) vagy bdlénycsontok
(Gilbert et al, 2005) vizsgalata, ahol az azonos fajbdl szarniad8-el valdé szennyérés
lehetisége kizarhatd. Bar ezen mintak esetéberbferelult akar 20 kilonbdzemberi DNS-

el valé szennyeéés kimutatasa is (Hofreitet al, 2001).
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A kezdeti idsszakban szlletett és KkKéb megcafolt kisérleti eredmények ellenére
lehetségesnekiinik, akar 55 millio éves koéviletek (Yakutfold, Seéim) lenyomataibdl
(Myrtceae Paramyrtacicarpus plurilocularisés Paramyrtaciphyllum agapovii 6SDNS
kinyerése. Ezen feltevestositi az is, hogy kutatok 1995-ben Krétakori dinasanaz tojasbol
sikeresen izolaltaksDNS-t (Schweitzeet al, 2005). A legkorabbi krétakori dinoszaurusz
lelet 68 milli6 éves, mely esetében csontokbdl aigshéjbol vontak ki sikeresaisDNS-t
(Godefroit et al, 2008). A legujabb eljarasokban lebsgtg nyilik nukleinsav specifikus
festekek alkalmazasaval asDNS kimutatdsara a noveényi, allati és emberi délat
(Ozerovet al, 2006).

A muzeumokban tarolt névényi és allati maradvaniyolelents segitséget nyujtanak az
archeogenetikai kutatasok fejéséhez (Suarez és Tsutsui, 2004), és tettekolghszamos
allat és novenyfaj esetében az évszazadok, évézédadonzervalodott szovetaklbosDNS
kivonasat és rekonstrualasat (Brown, 1999; CoopePda@nar, 2000; Gugerkt al, 2005;
Gyulaiet al, 2006, 2011; Rohland, 2012; Bolniekal., 2012; Benoitet al, 2012.

* Virus
ﬁ &P Baktérium

é’. ? * ' Gomba

Moha

»x & o
* Magasabb rendii névények
m% . Lemming

", mo
6 ¥ o4 v6 & Mo

<] ezer év 2-4 ezer év 10-30 ezerév 100 ezerév  3-400 ezerév  2-3 millié év

1. abra: Az eddig feltart névényi és allati fosskilés leletek aBsDNS fennmaradasanakéfdggvényében
(Hebsgaardt al, 2008).

A 80-as évek kdzepéig a kutatok ugy gondoltak, hogpgk a biokémiailag stabil molekulak,
mint a lignin képesek fosszilizacios folyamatokfald lebomlast tulélni, mig a gének (DNS
molekulak) teljes pusztulasuk miatt nem vizsgalkafBriggs et al, 2000, Chalfoun és
Tuross, 1999; Threadgold és Brown, 2003). A nové@syidllati maradvanyokban felleliet
DNS-t (1. abra) az il muladsaval a kilénbéznukleazok lebontjak (Higuchét al, 1984),
azonban szerencsés korulmények kdzott, mint ptsatey Bmérséklet, gyors kiszaradas,
magas sokoncentracio mellett a DNS kevésbé degdidd|Shen-Miller, 2002; Poinaat al,
2003; Willerslewet al., 2003).
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Vélemények szerint a mai technikai hattérrel 1 ihidv az az ié intervallum, ameddig a
novényi és allati DNS optimalis korulmények koztghnmaradhat (Lindahl, 1972, 1993;
Wayneet al, 1999; Hofreiteet al, 2001; Paabet al, 2004; Hoet al, 2007; Hofreiter, 2007;
Hebsgaareet al, 2008; Marchant, 2011, Campbel és Hofreiter, 2@Empo<t al, 2012) és
beldle 6sDNS vonhato ki.

Az europai archeogenetikai kutatasok (Svedorszagpsgiptomi mumia-kutatasokkal (Paabo,
1985), és az eldssikeres csontbdl torténDNS kivonassal (Hagelbergt al, 1989; Sykes,
1991, 2001, 2003) ke#dtek.

Hazankban az archeogenetikai kutatasok egyrészamgikalmar, 2000; Fletchet al, 2003;
Bogacsi-Szabdet al, 2006; Mende, 2006), masrészt novényi archeotg@mnevonalon
(Lagler, Gyulaiet al, 2005; Szabd, Gyulat al, 2005a) indultak.

2.1.1  OsDNS leletek az allatvilaghdl

A régészeti genetika kezdetét azbaisamutleletek (nem kdzolt eredmények), és a 148,éve
muzeumbandrzott, kihalt I6fajta a quaggaEQuus quagga bérmintajabdl kivont6sDNS
vizsgalatatol szamitjuk (Higuclet al, 1984). Amelyll 2005-ben amerikai kutatok mtDNS-t
is izolaltak, ami segitségével tisztaztak a kihakhgga kérdéses filogenetikai kapcsolatait a 16
€és a zebra rokonsagaban (Leonatdal, 2005). Ezt kdvette az ausztralidbéshonos
ragadozo kutyaféle, a kihalt erszényes farkas (Hsoh al, 1989; Krajewskiet al, 1992,
1997) molekularis vizsgalata. Az utolso jégkorshakanikai elemzése (Taberlet és Cheddadi,
2002; Breweret al, 2002; Littet al, 2003; Stehlik, 2003), valamint a fennmaradt ggb
fagyott allatok (10-40,000 éve83DNS elemzése napjainkban is folyik, beleértve atatn
(Mammuth americanujrkutatasokat (Hagelbergt al, 1994; Hosst al, 1994; Noroet al,
1998; Greenwooet al, 1999, 2001a,b; Debruyret al, 2003; Gibbons, 2005; Bottjet al,
2006; Poulakakist al, 2006; Krauset al, 2006; Debruyne és Barriel, 2006; Binladsral,
2007; Gilbertet al, 2007; Hofreiter, 2008). Hasonl6 kisérletek fakmapjainkban 800,000
eves kihalt torpe elefanttal (Poulakalgs al, 2002, 2006; Orlandet al, 2007), gyapjas
rinocérosszal (Orlandet al, 2003b, Boeskoroet al., 2011) (2. abra), 500 évéstulokkal
(Gravlundet al, 2012), illetve a vilagon é&z6r 12000 éves gimszarvasbdl izolalt DNS-el
(Stankovicet al.,2011).
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2. abra: A 40,000 éves gyapjas rinocérosz mumiagBarovet al.,2011)

Az archeogenetikai vizsgalatokhoz a kihalt, de mézekban tarolt allatok sikeres
molekularis vizsgalatai adtak meg a kétdkést, és a tovabbiakban is nagyban hozzajarulnak
a kihalt allatok filogenetikai vizsgalataihoz (Searés Tsutsui, 2004; Bruyet al, 2011;
Taleb-Hossenkhaet al, 2012). Mara a kihalt allatokkal végzett sikeréssgalatok szama
meghaladja a szazat (Kuehal, 2002; Hoet al, 2007; Claclet al.,2012).

Az éallatokon végzett archeoldgiai vizsgalatok dseteegy probléma kikliszébolbemivel a
Kisérletek nagyrészében a szekvenciaazonossaglakidbtti azonos taxonémiai csoportba
valo tartozast tamasztja ala, illetve a mai fajokI>ével a keveredés kizart.

Emlss leletek:

Mamut (Mammuthus primigeniys A kezdeti idszakban a kutatdbk mamutcsontokbol
probaltak kivonni a csontwéil DNS-t, de a csontvél sulyosan karosodik a fagyban, a
szorszalban viszont meglépn j6l megmarad. Eé&ent 1977-ben Russel Higuchi-nak sikerilt
az utolso jégkorszakbdl (10,000 éve) fennmaradbgéfpgyott mammutborju szovetéib
DNS-t izolalni (Higuchi et al, 1984). A Mamut Genom ProjekEnek kutatocsoportja
attorésnek tekinthéteredményt ért el a kihalt allatok genomszekvehodk folderitése
tertiletén. Ujgeneraciés DNS-szekvenalo készillékgitstgével 4 milliard bazis sorrendjét
hataroztak meg a mamut genomjaban. A kutatocs@poramut nuklearis 6rokianyaganak
szekvenaladsahoz két mamutmumiérsetéldl kivont 6sDNS-t hasznalt (Poinaat al, 2006;
Debruyneet al, 2003, 2008b; Gilberet al, 2008a; Milleret al, 2008). Az egyik példany
20,000 éve, a masik legalabb 60,000 éve pusztufiseletemiket viszonylag épen riezie

a szibériai orokfagy. A €rxzetsl szarmazo DNS hasznalatanak tobbnge is van a
csontokbdl szarmazé DNS-sel szemben (Begsbral., 2011). Egyrészt kdnnyebben
eltavolithatok réla a mindig jelenldv szennye& baktériumok és gombak, illetve a
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szorszalban 1é¢ keratin védburokként ovja a DNS-t, ezdltal kevésbé karosodikidék
folyaman, mint egy csontbdl szarmaz6 minta (Camgtoal., 2011). Vélemények szerint, a
teljes mamutgenom 4 milliard bazisparbdl all, napgl ennyire becsilik a masééhfrikai
elefant genomjanak nagysagat. Noha a szekvenaias gibb mint 4 milliard DNS-bazisbol
allo adatallomany dit 6ssze, jelenleg csupan 3,3 milliard bazist tétslk a mamut
genomjahoz. Elképzelhgthogy a fennmaradé DNS egy része is a mamuthozsk#ato, de

a tobbi rész valosziteg mas szervezetekhez (baktériumokhoz, gombakhaidpzik,
amelyek szennyérésként keriltek a mintaba, amelyek elkilonitéséisszehasonlitasként
az afrikai elefant vazlatos genomszekvencigjat metak (Miller et al, 2008). A két allat
génallomanya csak 0,6 szazalékban kulénbozik, gyj@adl fele akkora, mint az ember és
legkdzelebbi rokona, a csimpanz kozoétti genetikélokbség. A felszaporitott mamut
szekvenciajat 6sszehasonlitva az afrikai elefargkwenciakkal [(oxodonta africanp
megbecsilhét volt a két faj evollcids szétvalasanak ideje, gneb millio évvel ezditt
torténhetett (Poinaet al, 2006).

Ujabb nagyszér leletként 2007-ben egy 10,000 éves mamutbébi 1§8a)akeriilt eb az
oroszorszagi Jamal-félszigeten. A hathonapos karéhausztult borju 130 centiméter magas

volt, és testét teljes egészében énea a jégtakard.

g

3. abra: A 10,000 éves mamutborju feltarasa ésddiesa Szibéridban (Millat al., 2008).

A 2007-ben Alaszkaban feltart jégbe fagyott 50-&26r éves kihalt mastodonb®&mmuth
americanum komplett mitokondridlis genomot sikerllt szekviendamerikai kutatdknak
(Rohlandet al, 2007), amely segitségével &gjestanilag sikerilt a mastodont rendszerezni
(Rohlandet al, 2010) (4. abra). Megallapithatd, hogy a tobbr éze kihalt mastodon az
evoluciot tekintve megkozetileg 24-28 millié éve kulonilt el a masétlefantoktol.

12
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Loxodonta  pMammuthus Elephas
africana primigenius  maximus ~ Mammut
. . H americanum

0.01Ms_Holocene
2 wié Pleistocene

Pliocene 5| &9
Al

7 Mé 'L'./:'

Miocene

24 Mé

34 Mél

4. dbra: A tobb ezer éve kihalt mastodon ('amerikamut’) és az eurazsiai mamut rokonsagi kapcselatea
élé elefant fajokkal (Mé - millié év) (Rohlaret al, 2007).

A kiterjedt mamut kutatasok segitségével elénet valhat a telies mamut genom
szekvenaladsa (Nogucht al, 2006; Rompleet al, 2006; Webekt al, 2007; Gilbertet al,
2007, 2008b), elssorban a legujabb technikanak, az emulziés PCR{Nekgulieset al,
2006) és piroszekvenalasnak (Ronagihal, 1996, 1998; Gowdat al, 2006) kdszdnhéen.
Ez a mddszer nem azdidényes gélelektroforézist alkalmazza, hanem a [peBmeraz
aktivitasat detektalja ELIDA mddszerrel (enzimaskluminometrias pirofoszfat beépulés
kovetésével - enzymatic luminometric inorganic pyrasphate) ugy, hogy a DNS szintézise
soran, a nukleotid beépulésekor felszabadulé pesé& molekulat (PPi) ATP-vé konvertald
ATP-szulfurilazenzim aktivitasat méri. A detektaldsziferaz (szentjdnos bogar enzime)
mobdszerrel (foton detektélas) torténik. A modszejszintjét a minimumra lehetett
csokkenteni a dATP helyett torieniofoszfat dATRS (deoxyadenosine-thiotriphosphate
syn.5’adenozin foszfoszulfatAPS) alkalmazéasaval, amelyet a DNS polimeraz éexgkel,

viszont a luciferdz enzimmel kevéshé lép keresktiéha (Ronaghét al, 1996, 1998).

Erszényes farkasThylacinus cynocephalusA 20. szazad elején kihalt erszényes farkasbol
(5. abra) izolaltésDNS (egy feldtt allat erszény&ld szarmazo kélyok, amelyet szaz éve
konzervaltak, és egy szazéves erszényes fakaél) illetve a vilag mas tajairél szarmazo
erszényes ragadozok mtDNS-énedytokrom b gén, Col2al gén) vizsgalataval sikerdlt
bizonyitani (Miller et al, 2009), hogy a kihalt tasmaniai farkas kozelethbaa evollcios

fejlédésben a tobbi ausztaliai erszényeshez, mint ardélikai ragadozo erszényesekhez
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(Thomaset al, 1989; Krajewskiet al, 1992, 1997). Az eredmények tovablosétettek a
tedriat, hogy a két kontinensen az erszényes ragiddejlodése, és morfologiai
tulajdonsaginak kialakulasa parhuzamos modon mégbe (Krajewskiet al, 1997). A
kutatoknak, azota sikerilt a kolyokegyed tartosittemébBl kivont DNS-molekulak

elemzése révén szamos gént beazonositaniuk (R, 2

5. &bra: A XX. szazad elején kihalt tasman farkasntvaza és 140 éves embridja (Pask, 2008).

Vadl6 (Equus ferus A jelenkori és kulonbdz archeoldgiai (svéd és alaszkai 28,000 éves
leletek) vadlé leleteken végzett kisérletek igadolta fajon bellli nagyfoki mtDNS
variabilitast (Vila et al, 2001; Lippold et al., 2011). Ennek magyarazatat nem a 10
mitokondrialis orokibanyag evolucios ratajanak felgyorsulasaban, vagydiovak DNS-
ének a génallomanyba vald recens bejutasaban,|&isflem a vadlovak és a modern lovak
MtDNS-ének a haziasitas korai szakaszdban bekaettikdeeveredésében (Orlando al,
2003a, 2008a; ). Az utdbbi években a molekulariddigia U) eszkdzoket adott a lofajtak és
alfajtak kapcsolatat vizsgald tudosok kezébe (€ail., 2009, Kimuraet al., 2010). A
mitokondrialis DNS-ben bekovetk&zmutaciok alapjan kiszamithat6, hogy &xuus
caballus a mai hazilé@se 1,7 millié évvel ezétt alakulhatott ki Eszak-Amerikaban. Ezt még
inkadbb alatamasztja a Yukon lovdBquus lambgivégzett vizsgalat (Forstést al,, 1992). Ez

a faj volt az utolsé észak-amerikai 16faj, ndiela 16 eltint volna a kontinenét, maradvanyait
az alaszkai jéggel boritott terlletékizték meg. A vizsgélat azt deritette ki, hogy #afa
genetikailag azonos &quus caballusilfajjal (Hofreiteret al, 2001).

Barlangi medvelrsus spelaeysA barlangi medve esetében (Hofreigtral, 2002; Orlando
et al, 2002) sikertlt mitokondrialis DNS-t izolalni, &t dsszehasonlitani a m#& & és 2
kihalt medvefaj mitokondrialis DNS-ével (Krauseal, 2008). Ma mér lehetséges az utolso
jégkorszak (kés pleisztocén) ditti és alatti &vilagban felmerid populaciogenetikai

kérdések megvalaszolasa a mtDNS szekvenciak alapprorganellum DNS szakaszokat
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"konzervalddott egység’-ként felhasznélva a popdlgenetikai vizsgalatokban, sikertlt az
alaszkai barnamedvelJfsus arctoy mitokondridlis DNS tipusat kimutatni a kulonkoz
szeparalt foldrajzi helyekenébarnamedve populacioban (Valdiosetal., 2003, 2008; Bon
et al, 2011), és a 30,000 évvel exekels populaciokbdl is (Leonardt al, 2000). Ami a kis
populaciékon bekovetkezett hosszutava elkilonikéstett alacsony mtDNS variabilitas
kovetkezménye (Paabo, 2000). A kozelmultban sikedd el$ rovid nuklearis DNS
szakaszok izolaldsa, amplifikdlasa a pleisztocénbdo fennmaradt allat leletekb
(Greenwoockt al, 1999). Hasonl6 kisérletek folynak egyéb jégkakszbtti idobol szarmazo
barlangi medve Wrsus spelaeys(Valdioseraet al, 2006), és jégkorszaki barna medve
(Leonardet al, 2000; Loreilleet al, 2001; Barnest al, 2002; Hofreiteret al, 2002) leletek
mitokondrialis és sejtmagi DNS-ének kivonasaval.ilgen kutatasok lehéveé teszik a kihalt
allatok genetikai tavolsaganak kozvetlen meghatis@iz egymastol, és mas meg él

rokonaiktol.

Madar leletek:

Moa (inornis robustus Az Uj-Zélandon kihalt moa esetében a muzeumokinagsrzott
csontok adtak a lehitéget a faj evolucios kérdéseinek tisztdzasaraebasonlitva mas
ropképtelen madarfajjal (futbmadarak), mint a nayijean Uj-Zélandon élkiwivel (Shepard
et al., 2012), az afrikai struccal, a dél-amerikai nandlivagy az ausztraliai emuval és
kazuarral. A teljes DNS allomany rekonstruélas@reaz el§ sikerek 2001-ben szilettek,
amikor egy 400 éves moa teljes mitokondridlis DN8ondényanak (16,500 nt)
bazisparsorrendjét hataroztak meg (Coagteal, 2001a). A hosszu-PCR (long range PCR)
(Cheng et al, 1994) technikaval elkészitett mitokondridlis k& lehebséget adott az
evolucios fejbdési utak felvazolasahoz és segitséget nyuUjt a rapdszertani helyének
pontos feltérképezésében a futbmadarak kozott. Bi@vaikerdlt igazolni a nagyterniehoa
madarak eredetét, valamint azt, hogy ez a faj kétkalonizalta Uj-Zélandot (Bakest al,
2005).

A mitokondridlis DNS szekvencidk a moa ausztraiaarmazasat, futomadar rokonsagat
bizonyitotta, szemben a szintén (j-zélandi kihalaseszélyeztetett kiwivel (Coopet al,
1992). A nuklearis DNS szekvenciak nemhez kapdséliszainak vizsgalataval sikerult az
elé6zéleg kiulénbdd moa fajnak leirt him ésénegyedeit azonositani, és 9-re csokkenteni a

kihaltnak hitt moa fajok szamat (Bunegeal, 2003; Huyneret al, 2003). Szintén kutatasok
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folynak a Moa tojasanak morfolégiai rekonstrualasarcheo tojasleletek felhasznalasaval
(Allentoft és Rawlence, 2011; Huynest al.,, 2012). A kisérletekben sejtmagi és
mitokondrialis DNS-t egyarant felhasznaltak melyeojas kil§ és bel§ feluletétl izolaltak
(Huynenet al.,2009) (6. abra) .

6. abra: Tobb ezer éves Moa tojas (Huyatal.,, 2009)

Dod6 galamb Raphus cucullatys Csontjait csak a 20. szdzadban talaltdk megké&sr
kiderult, hogy valojdban egy ibiszféle madar vok. maradvanyokban fellelt mtDNS
cytochrome bés 12SrRNS szakaszainak vizsgalata szerint a dogk# nem a kdzelebbi
Afrikabol, hanem a tavolabbi Délkelet-Azsiabdl értek. A molekularis elemzés kimutatta
(Roberts és Solow, 2003), hogy a dodod és legkokeleona, a szintén kihalt Rodrigues-
szigeti galambRezophaps solitarjavagy remetegalamb egy k6zds, galamhistPereiraet
al., 2007)6shsl fejlédott ki. Legkozelebbi rokonaik a ma Délkelet-Azsiabéb sorényes
galamb Caloenas nicobarica az Uj-guineai koronasgalamlGdura spp) és Szamoa
szigetvilaganak fogasgalambjBidunculus strigrirostri3. A dodo ezek alapjan nem rokona
mas ropképtelen madaraknak, mint példaul az afsaiccfélék, a dél-amerikai nandufélék,
az ausztrdliai emufélék (Heupinét al., 2011), az Uj-guineai kazuérfélék, az Uj-zélandi
kiwifélék, valamint a mar kihalt moa- (Uj-Zéland} élefantmadar-féléknek (Madagaszkar).
A madarfélék genetikai vizsgalatai soran megaigp# kerult, hogy genetikai anyag
kinyerését legsikeresebben csontbdl, iletv@tsit és tojashéjl (Oskamet al., 2010, 2011,
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2012) lehetséges. A tollmaradvanyokban talalhato racddiny DNS mennyisége
szamottegen elmarad az egyéb maradvanyokban fell8IB&S mennyiségét (Olsenet al.,
2011).

Rovar leletek:

A miocén korbdl (5-25 milli6 éve) szarmaz6 borostya zart dipterakbol (Austiet al,
1997a,b; Gutiérrez és Marin, 1998), zsizélkiCanoet al., 1993b), és termesdb(Desalleet
al., 1992), valamint rovargyomorbdl (Cano és Boru&ki95), vagy sokristalybdl (Vreelarmd
al., 2000; Fishet al, 2002) nem tudtak DNS-t izolalni reprodukalhato&nszénheten
annak, hogy az igy fennmaradt allati maradvanyokfmamos fizikai, kémiai és bioldgiai
valtozas ment végbe. 1982-ben 40 milli6 éves bpémstbe zart rovarbdl izolaltak
szoveteket, de DNS szekvencidkat nem tudtak regéddu (Poinar et al, 1993). A
sziklashegységben 50 éve kihalt 400 éves szOcstekESl sikerllt kutatoknakésDNS-t
izolalni, és a kihalt rovar fajt filogenetikailagrdszerezni (Chapaet al, 2004). Hasoné
kisérleteket folytattak feltart bogar és bogar ganoaradvanyokbdl Garabidag kinyert
6SDNS-sel (Balkeet al, 2008; Kinget al.,2009) (7. abra).

7. dbra: Huszezer éves bogarpan€alrébidag leletek (méretarany: 1mm) (Balke al., 2008).
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2.1.2 0sDNS leletek Human vonatkozasai

Az archeogenetikai munkak masik izgalmas terlleteraberi leletek (Paabo, 1999, Paabo
al., 1988, 1999; Alonseet al, 2003; Cooperet al, 2001b, 2004; Jahreat al, 2004,

Malmstromet al, 2007; Kirsanow és Burger, 2012), az egyiptommiak (a legrégebbi az
i.e. 3300-bbl)6sDNS kutatasa (Paabo, 1985, 1989b), valamint azembollcié kutatasa
(Handt et al, 1994b; Noonaret al, 2006) (1. tablazat). Szintén nagy jeteétggel bird
kutatdsok az ets6sDNS klonok izoldsa volt 5600 éves (i.e. 2600-@yiptomi mumiakbol
(Paabo, 1985).

A legnagyobb nehézségekbe a kutatok az emberi mamgdkon végzett kisérletek soran
utkoztek, mivel rendkivil nehéz volt elkildnitenviasgaland&si mintat a laboratoriumok,
és mazeumok kornyezetében jeledlé@mberi DNS szennyédéssl. igy elsfordulhat, hogy a
vizsgalt mitokondridlis szekvencia nem mas, ming agklearis inszercio, és kontaminacio
eredménye (Zischlegt al, 1995a). Ennek kdszonkenh azési DNS szekvenciak valdjaban
kisebb hatassal vannak a mai ember térténelmésekyaiciojanak feltarasara (Hofreittr
al., 2003a). A vizsgalatokat tovabb neheziti, hogyna éb emberi populaciék még a
rendkivul gyorsan valtozo, mitokondrialis genomaglib is hasonlé DNS szekvenciakkal

rendelkeznek.

1. tdblazat. Néhany emberi DNS lékusz, melynek sggi leleteit tanulmanyoztak (Cavalli-Sforza, 2p03
Roviditések: mtDNS: mitokondridlis DNSCE angiotenzin konvertalé enzim, PDHAL: piruvat aleég 5
dehidrogena£1.

genomi szakasz vizsgaltidév)
MtDNS 200,000
Y-kromoszéma 200,000
Xql3.3 500,000
B-globin 800,000
ACE 1,000,000
PDHA1 1,900,000
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Mumia kutatasok:

A legrégebbi (9,000 éves) mumifikalodott emberetedz angliai Cheddar varosabadl kerilt
elé (Sykes, 2001, 2003). Ehhez a terulethezdiét napjaink hires hazai eredménye a 2-300
éves 'Vaci mumiak’ (2. tablazat) vizsgélata is (Magaroly, SOTE, Budapest kisérletei;
Fletcheret al, 2003). A mizeum embertani tarab&mott vaci mamiakbdl (8. abra) vett
DNS-minta (tudbdl, hasturegbl, bordakbdl, hajbdl, fogakbdl szarmazd mintak)sgalataval
fény derdlt arra, hogy a vaci kriptaban elteme2é egyén 70%-nal volt kimutathat6 a tbc
korokozo6 baktériuménak jelenléte. Ez azonban néantjeazt, hogybk mindannyian tbc-ben
haltak volna meg.

8. abra: A budapesti Természettudomanyi Mizeumfraitt 300 éves vaci mumiak leletei (Nagy Karoly
kutatisai, SOTE; Fletchet al, 2003).

Sok érdekes eredmény var megpitesre, mint pl. az ausztral 'Mungo Man’ lelet@&DNS
igazolasa (Adcocket al, 2001; Cooperet al, 2001b), amelyl sikertlt végil a
mitokondriumban tarolt informéacié egy kis részletéegszekvendlni. A DNS-szakasz aztan
evolucio-genetikusok kezébe kerllt, akik azt tovakikenc, 15,000 évesnél nem régebbi
ausztraliai lelettel, neandervolgyiek maradvanyaf@eenet al, 2010), ma &l emberekkel,
az emberszabasuak kozul pedig csimpanzokkal ésdgirppanzokkal hasonlitottak dssze. Az
ezen adatok alapjan felrajzolt evollciés fanak a @lia emberhez vezét agahoz az
0sszehasonlitAsba bevont fiatalabb ausztral leletdépen illeszkednek, viszont
megallapithatd, hogy a Mungo Man nem tartozik Elelsl a szakéik azt a kovetkeztetést
vontak le, hogy a modern ember nagy valdssgggel mar a mai embéseinek megérkezése
elétt felbukkant az 6tédik kontinensen, és a magadmzer éves koraval Mungo Man a
legrégebbi ismert ember, aki anatomiailag kétsédjlkinodernnek tekinthét de egy mara
mar kihalt evolucios vonalat képvisel. Hasonldé Hiték folynak a kinai Han-dinasztia

leleteivel is, ahol korabeli kétezer éves mumiaahdj sikeresen tisztitottak DNS-t (Wang és
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Lu, 1981). 1989-ben Németorszagban 2,400 éves nbdinfRaabcet al, 1989a), 2010-ben

az USA-ban 5000 éves fagyott emberi mumiabdl (IGet al., 2010), 600 éves szibériai
fagyott emberi testd (Crubézyet al, 2010; Bennet és Kaestle, 2010) és egy 4000 éves
gronlandi emberi maradvanybdl (Shapiro és Hofrei2010) vontak ki toredezett, de
hasznalhaté DNS-t.

2. tAblazat. Mumifikalodott emberi leletek (mumidiora és mtDNS tipusai (Hanelt al, 1994b; Sykes, 2001,
2003, Fletcheet al, 2003, Olivieriet al,2009; Olivieriet al, 2009). *jégbe fagyott testek.

név helyszin kor (év)
Cheddar-i ember Anglia 9,000
Chinchorro-mamiak Chile 7,000
Ginger Egyiptom 5,400
Otzi a jégember* Olaszo. 5,300
Ahmose | farad Egyiptom 3,550
Seknet-re faraé Egyiptom 3,550
Thutmose | faraé Egyiptom 3,500
Amenhotep | faraé Egyiptom 3,500
Juanita a perui lany* Peru 500
Vaci mimiak Magyarorszag 300
0O.-Magyar katona* Olaszorszag 1918-bdl

2008-ban kutatok 3,400-3,500 éves Eszak-Kanadabégbej fagyott eszkimé
hajmaradvanyokbol (Thomast al, 2008; Debruynet al, 2008a; Rasmussest al., 2010)
izolaltak DNS-t, és a mintak a masészkimé csoportok DNS-ével torteénsszehasonlitasa
folyamatban van (Gilbest al, 2008b,c).

Az 0Oroklodés folyamatdban a DNS-ben mutéciok keletkeznekrtex ma & emberek
jelentsen kiulonbdznek egymastol, ezeknek a kiulotbégeknek vagy polimorfizmusoknak
a meértéke genetikai torténetiink, rokonsagi fokugkvantartasaként szolgal. A mutaciok
eléfordulasi gyakorisdga és populaciésitintgzilése viszont az ddfuggvenye, ennek
kovetkeztében ezer évnél fiatalabb csontleletek DiNiBazata nem ad Iényeges kildnbséget
a mai mintdkhoz képest, ezért evollciés kérdésealyerz esetben nem vizsgalhatok. llyenkor
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csak a populacié egyedeinek genetikai dsszetételgbnlithatjuk 6ssze, mint ahogy azt a
magyar mintak vizsgalatanal is tették.

Neandervolgyssember kutatasok:

Az el nukledris DNS szekvencidkat 1991-ben izoléltak 800 éves pleisztocén kori
maradvanyokbol az emberrel kapcsolatos archeoldggagalatok soran. A neandervolgyi
emberi maradvanyok vizsgalata soran kapott varabib nuklearis gének I6kuszain nem tér
el a mai embernél tapasztalhatotol (Paabo, 19988rtEa neandervolgyi és a mai ember
inkdbb tekinthet a ma & emberszabasu majmokbdl kialakult alfajnak, mintbkifajnak
(Krings et al, 1999; Kaessmanet al, 2001; Coopeet al, 2004; Erminiet al, 2008). A
kézel 30,000 évvel ezdtig Eurdbaban és Nyugat-Azsiabans éeandervolgyi emberi
maradvanyok (modern ember és a csimpanz kozottimdpr vizsgalatakor sikerdlt
mitokondrialis DNS-t izolalni csontokbdl, és a szekciavizsgalatok szintén bizonyitottak
(elté6 hipervariabilis mtDNS szakaszok), hogy a neandggiées a ma € ember nincs

kozvetlen kapcsolatban egymassal (Kriegal, 1997; Schmitzt al, 2002).

A Kaukazusbol (30,000 év), és Horvatorszagbhdl @R,&v) szarmazo neandervolgyi
maradvanyok mMtDNS szekvenciainak meghatarozasatobdget ad a  kulénbéz
emberformatuma populaciok vizsgalatara (Krings al, 2000). A mai ember és az
emberszabasi majmok eltérését j0l mutatja az erlkdersebb szekvencia variabilitasa a
mitokondrialis és nuklearis DNS-ben (Kaessmanal, 2001). Mitokondrialis DNS-vizsgalat
volt az alapja annak az 1987-es szenzaciés bejslesk is, amely szerint a foldet benégesit
mai emberek feltehéen egyetlen, Kelet-Afrikaban kétszazezer évvel d&tzeélt nd
leszarmazottai (“Eva-hipotézis”). Noha az eredétilemény kovetkeztetéseinek helyességét
sokan vitattdk, azota szamos egyeéb vizsgalat rdsigeni latszik az eredményeket. Ma a
tudomanyos kdzvélemények nagy része elfogadja eariekevésnek a Iényegét, vagyis azt,
hogy a mai emberiségsei Afrikabol kiindulva népesitették be a folded9,000 évvel
ezebtt, kiszoritva, vagy kiirtva a korabban Eurépabarié@siaban élt egyéisembereket, igy

a neandervolgyi embert is (Dicksenal, 2000, 2003).

Az archeogenetika segitségével bepillantast ny@nked vilag mas tajaira (Eurdpa, Azsia)
100,000 évvel ezétt Afrikabdl szétvandorl6 mai modern ember, és ardpaban, Nyugat-

Azsiaban 300,000 évvel esdl mar éb elsdeik a neandervolgyiek kozotti kapcsolataba. A
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neandervolgyi ember kialakuldsa az mtDNS-ébert léltérések alapjan 500,000 évre
vezethebk vissza (Kringset al, 1999), mig a ma @l6sszes ember mtDNS-e egy 170,000
evvel ezedtt Afrikdban éb kozos 6st6l szarmazik (Ingmanet al, 2000). Egyes
paleontologusok régészeti maradvanyokbol kuloabdeoriakat allitottak fel, melyek
bizonyos genetikai és leszarmazottsagi kapcsolatst, folytonossagot feltételeztek a
neandervolgyi és a mai europai ember kozétt (Duertal, 1999; Wolpoffet al, 2000;
Hawks és Wolpoff, 2001; Wolpo#t al, 2001). Ugyanezt az adatsort felhasznalva a &ipbs
a neandervolgyi €s a mai ember teljes, vagy majdiedjes kicseréldéset tamasztotta ala
(Stringer és Andrews, 1988; Stringer, 2002; Hebsbeizal,, 2007)

A kozelmult legszenzacidésabb ilyen tipusi eredmérge neandervolgyi 6sember
mitokondrialis DNS-ének az elemzése. 2008-ban 3& éxes neandervolgyi csontokbol
vontak ki sikeresen mitokondrialis DNS-t, megkd@dtig 0,3g csontbdl sikerilt 4,8 Gb
nagysagu DNS-t kivonni (Greest al, 2008). Ebben az esetben sejtmagi DNS-t nemidiker
hasznalhatdé formaban felszaporitani, a mitokondriBNS vizsgalata azonban eredményes
volt és fontos tanulsaggal szolgalt. A kutatokbazcsontmaradvanybdl a mitokondrialis DNS
meg és hasonlitottak 6ssze kdzel ezer, a legklubbbonépcsoportokhoz tartozé mai ember
mitokondrialis DNS-ével. Mig a mai embereknél ezanszakaszon atlagosan nyolc
nukleotidnyi kilénbséget talaltak két egyed kdzatheander-volgyi ember szekvenciaja 20
helyen kilénb6zott a hozza legkozelebb all6 mai endii, és az atlagos kilénbség 25
nukleotid volt. Ennek alapjan ki lehetett mondambgy a neandervélgybsember minden
bizonnyal nem tekinthéta mai ember étjének, a két “faj” szétvalasa korilbeltl 600,000

évvel ezabtt kovetkezett be.

Német és amerikai kutatok csoportjanak egy 38 exess csontkoviletth sikerilt
feltérképeznilk az anyai agon Oré#kdb mMtDNS minden génjét. Most &zor sikerilt
lényegileg hibatlanul rekonstrualniuk e§si DNS genetikai szekvenciajat. A kutatok szerint
a neandervolgybsember és a modern embertipusok utols6 kézésmintegy 660 ezer éve
(plusz-minusz 140 ezer év) élt (Grestnal, 2008). Az eredmények ugyan nem zarjak ki a
40,000 évvel ezétt Eurdpaba érkézemberek, és a neandervolgyiek keveredését, éslezal
genetikai hattérre vonatkozo hatast, de erre kanki@ekularis bizonyitékot nem talaltak
(Enflo et al, 2001; Serreet al, 2004). A mai emberek kozott taldlhatd alacsortipS
szekvenciavariabilitas az 50,000 évvel éitekis populacidbdl tortéh elterjedést tamasztja
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ala (Rogers és Harpending, 1992). A mai ember sz&sdnak és adsemberek
keveredésének egyéb vizsgalati mddjai kozé tartoamauklearis gének, és #zZ&romoszéma
vizsgalata (Bouakazet al, 2007; Malmstromet al., 2012). A technikai problémakat
kikiszObblve a nuklearis gének vizsgalata rendkiddk informaciot adhatnak a

neandervolgyi és mdsember evollcibjardl és elkilonulésgis00,000 év).

A jovobeni kutatasokkal, €s U modszerekkel |élétvalik azésibb korbol szarmazo emberi
maradvanyok sikeres molekularis vizsgéalata, ésntaf@laszt kapunk asdsemberek kozt
lezajlott keveredésre és a kokgmemberek mtDNS génkészletére (Simeinal., 2011). A

legUjabb, Ausztralidbdl szarmaz6 csontokon végaedNS vizsgalatok soran kilonbdz
(Adler et al., 2010) a mai emberek variabilitasatdl eté&@zekvenciat izolaltak, amely az

dsemberBl modern emberré valas soran drift hatasamelt

Hasonlé mitokondidlis vizsgalatokat végeztek egy er éves Cro-Magnoni é&mber
maradvanyain, amely egy Olaszorszagban 2003-btmtfbarlangbdl kertlt 8l(Caramelliet
al., 2008).

2.1.3  6sDNS leletek a névényvilaghol

A novények esetében a legnagyobb probléméat a ndtgkezés jelenti, hisz rendkivil nehéz
jomegtartasu, DNS izolalasra alkalmas névénymaraghéltarni. Idbvel a néveényi szovetek

elbomlanak, és csak kivételesen szerencsés 'tarktasimenyek kdzétt maradhatnak fenn
novénymaradvanyok hosszu ideig. A noévényi archeetjeai kutatdsok egyrésze a

mezgazdasag kezdeteit (Freitesal, 2003), fejpdési folyamatait (Jaenicke-Desprtsal,

V4

Mivel a régészeti leletekben a kilénBdmmlasi folyamatok eredményeként igen kevés DNS
taldlhato, az ilyen kisérletek elvégzését nagylegitette a polimeraz lancreakcio alkalmazasa
(PCR), amely segitségével akar egyetlen DNS-szhkasz tobb millié képia allithato 8l

(Kistler, 2012). Ennek a médszernek azonban azadlge, hogy barmilyen, a régészeti lelet

kezelésekor ra-, illetve belekerilt DNS-szakaszde$zorozodhat.

A szikséges oldatkontrollok mellett &DNS jelenlétére utal az a tény, hogy az ilyen DNS
altalaban nem ad 150 bp-nal hosszabb PCR-termélahtivetkezett DNS-karosodasok miatt
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(den Texet al, 2010). Ezek az esetek nagy részében post-mdrekiivetked oxidativ
karosodasok, DNS-szal keresztkotések, szaltoréaelelyek mérteke nem éorban a

bioldgiai minta koratél, hanem a lelet megtalatéyének talajviszonyaitol fliggenek.

A gyors kiszaradas, lefagyas, magas sékoncentkési@ltethetik a karosodasok kialakulasat,
de ilyen korilmények kozott is megtorténik az ogidavagy a hidrolizis soran bekovetkez
DNS seérilés. A karosodasok gyakorlatilag kizarjaggy egymillié évnél idsebb leletbl
sikertljon a DNS-kinyerés. Probalkoztak a karosbB®dS utdlagos kijavitasaval, ez azonban

csak a DNS két szala kozotti keresztkdtések megst@seben volt eredményes.

Az archeogenetikai kutatasok csupan 7 szazalékklkogik novényi fajok kutatasaval
(Gugerli et al, 2005) (9. abra). Ennek Idifb oka, hogy a ndovényi szovetek gazdagabbak
elsbdleges és masodlagos metabolitokban (szénhidrderéd vegyiletek) melyek PCR
reakcioban inhibitorként viselkednek, mint az aNaigy emberi szévetek (Ziagenhagsral,
2003).

A novényi mitokondriumban majdnem tizszer lasabbamnnek végbe mutacidk, mint a
kloroplaszt DNS-ben, és szazszor lassabban, mirdlati mitokondriumban (Soltigt al,

1992). Ezért hasznaljak gyakrabban a mitokondnatisgalatokat novényekben.

Vad fajok Seitma
Archeologia eredete 3 49, % Kloroplaszt
3 o= 42%

13% 15%

Kihalt fajok =
15%

Régészen nivénytan _
14% Mezogazdasig fajok
eredete
43%

Ismeretlen Mitokondnalis
1 o

9. adbra: A noveényi archeogenetikai kutatdsok (&),séjtorganellum kutatdsok (b) kulonBoierileteinek
szazalékos megoszlasa (Gugetlal, 2005).
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No6vényi maglelet vizsgalatok:

A novényi régészeti genetika legkutatottabb tedllet termesztett ndéveények
domesztikaciojanak (Harlan, 1971; Ho, 1977; Broh®99; Zohary és Hopf, 2000; Blatter
al., 2002), és evoluciéjanak (Jaenicke-Deprésl, 2003; Allabyet al, 1999; Callaway,
2010; Palmeret al.,, 2012; Schlumbaumet al, 2011), valamint a mégazdasag
kialakulasanak és elterjedésének a nyomon koveéksmdan, 1971; Keng, 1974; Ho, 1977;
Walters, 1989; Freitaset al, 2003) el§sorban magmaradvanyoksDNS mintainak
elemzésével (Gismondet al, 2012). Altalanossagban elmondhatd, hogy &asat&soén
novenyi magleletek keriilnekéeh legnagyobb szamban. A novéwgDNS azonositasaban
nagy jelenésédi, a konzervativ kloroplasztisz DNS fajspecifikugiéénak (Petitet al,, 2002,
2003), kulénosen azbcL (Chaseet al, 1993) éstrnL-F (Taberletet al, 1991, 1996)
szakaszainak technikailag megbizhatdé kimutatigaany magmaradvany esetében csirazasi
eredmény is kozlésre kerult (pl. a 10,000 éveskisasillagfurt’ (Lupinis arcticu$ esetében
(Porsild et al, 1967), amely eredmény kétséges, hasonléan &0AF0es indiai l6tusz
(Nelumbo nuciferp(10. abra) magok csirazasi kisérleteinez (Shdled12002).

10. abra: A 13,000 éves kinai I6tusie(umbo nuciferpgylimoélcs lelete (Shen-Miller, 2002).

A nagy eredmeénykent kdzolt egyiptomi 1-2,000 é$sisbuzaleletek (kamut buza) csirdzasa
(Quinn, 1999) sem igazolhato, talan azzal magyatézhhogy aTriticum turgidumnagy
kalaszu tajfajtaja keveredhetett a leletek kozé.

Valoszirii, hogy csak a sokkal fiatalabb csirdzasi eredményekelesek, mint példaul a 127
eves hexaploid magyar buzaszemek (Székesfehérvastuhlweissenburger) T(iticum
vulgare var. erythrospermum Kajn Ujra csirdzasa (Ruckenbauer, 1971), valamint a

ndrnbergi szinhaz épitésénél feltart 172 éves dtpardeun) és zab Avend csirazasi
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kisérletek (Aufhammer és Fischbeck, 1964). Aztrgittéhogy a DNS megzi szerkezetét a
régi bioldgiai leletekben is, az a kisérlet bizdoga, amelyben az argentinai Santa Rosa de
Tastil mellett végzett asatasi terlleten talalthtegy 550 éve<Canna compactanagot

sikeresen csiraztattak (Lerman és Ciglidr®y,1).

A régészeti meghatarozas szerint, a égazdalkodas eredete az utolsé jégkorszak GEgét
(.,e. 11,000 év) szarmaztathatd, amikor a halasd®asz6 népek megkezdhették a
novenytermesztést Gzor talan a Termékeny Félhold (Mezopotamia, AgszFonicia és
Egyiptom) tertletén. Ennek az ogkzamitasnak ellentmondanak a legujabb ndévényi
magleletek, mint a Jordan folyd északi volgyénekdlo II) 20,000 éves vadarpEdrdeum
spontaneumés buzaTriticum dicoccoidesleletei (Nadelet al, 1994, 2006; Pipernet al.,
2004), és a 15,000 eves dél-koreai €s 5000 évas japs (Tanakat al.,2010), 3500 éves
indiai (Nasalet al, 2010) és kinai buza (lat al, 2011), lelet, melytil sikeres DNS izolalast
is jelentettek, valamint a vietnami Hoabinh-i varfabalaszo kultirdnak a mai Thaiféldig
vald kiterjedésének szamtalan novénylelete, ameiyek 9000 — 5500 évekig nyomon
kovethebek (Flannery, 1973; Gorman, 1969, 1970, 1971; Maid) 1964, 1966; Moser,
2001; Phukhachon, 1988; Shoocongdej, 2000; Soléir2; Van Tan, 1994, 1997; White és
Gorman, 2004).

A termesztett névények domesztikacido soran végbemgrasszdr valtozasara a legjobb
példat a kukorica régészeti genetikai vizsgalatalggftatta. Szaraz korulmények kozott
fennmaradt mexikoéi kukoricamagokbol sikerllt sejgm®NS-t izolalni, szekvenalni, és
igazolni a teozintéll (11. abra) vald szelekcigjat, amely alig 6,30@avezebtt mehetett
végbe a mai Mexiké tertulletén (Goloubineffal, 1993; Wangpt al, 1999; Whittet al, 2002;
Jaenicke-Desprest al, 2003). A ma ismert legkorabbi kukorica-leleteleXkobol, Kr.e.
5200-3400 kozotti igbol kertltek eb. A kezdetleges domesztikacidt kosemn a kedvex
morfologiai és biokémiai tulajdonsagok szelekcifijiytatdédott, ami a feltarasok soran talalt
kukoricacsdveken is lathatd. A mar azonositott ngggerkezetért, a raktarozé fehérjekért, és
a rosttermelésért feled gének szekvencigjanak variabilitasa (allélikugediitas) a korai
szelekcionak koszonke{Wanget al, 1999; Whittet al, 2002), és alacsonyabb a kukorican
belil, mint a teozintében. A DNS szekvencidknak zkdseten meghataroztdk a
domesztikacioban bekdvetkezett fordulat (allél afaititas csokkenése) pontos idejét (-4400
éve), és idtartamat (2500 év) (Jaenicke-Despeeal., 2003).

26



BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

QL
SALAL) SR t

11. dbra: A 2.000 évéssi kukorica Zea mays ssp. parviglunielete (Goloubinofet al, 1993).

A buza, vagy a <it6 eredetét még nem sikerult felderiteni. Buza esetgblends kutatasok
folynak vaskoriossDNS kinyerésére buza eredet vizsgalatokra (Bretad.,, 1999; Allabyet
al., 1999; Blatteet al, 2002; Schlumbauret al, 2007)

Az archeolégia és az archeobotanika régi, de makisalis kérdése a &% eredete,
domesztikacioja, elterjedése, és nemesitése sk gmzdasagi és kulturalis jelésége ie. |.
évszazadban alakulhatott ki, koszoleet az Eurdépa mediterran részén kialakulo
bortermelésnek és kereskedelemnek. Mikroszatetfitakerekkel sikertlt nuklearis DNS
szekvenciakat felszaporitani 1700 és 2600 éev@s$rsagvakbol, ami kiindulopontot adhat az
6si és ma termesztett fajtak eredetéhez (Maatral, 2003; Thomas és Scott, 1993;
Vouillamozet al, 2006, Capellinet al.,2010).

A sztratifikacio kulonleges esete a szibériai allzem fagyott (permafrost) talajrétegékb
feltart magok DNS &llomanyanak elemzése (AbboBréshmann, 2003). Szibéria allanddan
fagyott talajabol (10,000-400,000 éves) szamos mptajat sikertlt elemezni, és 19
kilonbod novényi taxonbol Roales Liliales, Ericales Malvales Brassicales Fagales
Fabales Rosaley 6sDNS-t kivonni (Willerslevet al, 2003, 2007). A talaj kulonbéz
mélységeibl (sztratifikalt) feltart novénymagvaksDNS elemzése tovabbi szamos viragos
novényfaj (McGraw, 1993; Morriset al, 2002) és pafrany (Schnellext al, 1998)

mikroevoluciods feppdését tarta fel.

NoOvényi fosszilia-lelet vizsgalatok:

Az értekes novenyi maradvanyok specialis esetben rettigaigntakhoz hasonlitanak (szenult

mintak), de nemiiztél, hanem a talaj egyedi kortlmeényei miatt szeneskdel, ennek
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ellenére a DNS, ugyan d&sen degradalt, de kivonhaté &llapotban marad feennidk

(Banerjee és Brown, 2002). A szenesedés (szenuiésyleti uton is jol modellezhit

folyamat (Chalfoun és Tuross, 1999; Threadgold éswB, 2003). Megmaradhatnak
makrofossziliak, azaz torzsek, levelek, termésddgr aa maguk valéjaban, akar pedig
lenyomat forméajaban. Am az egykori névényzet mefyjioatisahoz létezik egy paleobotanikai
eszkdz a pollenanalizis. A pollen falat alkot6 apya sporopollenin rendkivil ellenallo.
Megfeleb k6zegbe keriilve évmilliokig mégzi formajat, és a pollenmorfolégia segitségével

névenycsoportokat (csalad, nemzetség, faj) leHétiiemeghatarozni.

A szekvenciak koranak meghatarozasat nehézkesséate®gyes makromolekuldk fazisok
kozti felfelé, ill. lefelé iranyulé vandorlasa (Hefter et al, 2003b). Az Uledékid és
rétegekidl kapott DNS szekvenciak taxonomiai meghatarozaaoktdriew felhasznalasat
tovabb s#kiti, a kisebb fragmentumokat atfogé szekvencidaizal koszonhéen a DNS
degradacionak, ill. a szekvenciak eredetének, tettzégének (Hofreitest al, 2000, 2003b).

Kisérletesen nehéz terllet a régiffas névenyi maradvanyokbdl torteDNS kivonas, amely
csak nagyobb mennyis@égninta esetén lehet sikeres (Ziegenhagen, 2003;dorbapégue
et al, 1999; Deguillowet al, 2002, 2003, 2004; Burget al, 2000; Sperisert al, 2001,

Lascouxet al, 2004; Parducci és Petit, 2004; Fladehgl, 2004).

A pollenl végzett kutatasokat (Van Leeuwen al, 2008) nagyban ébegitik a nagyon
széles kdr fosszilia adatbankok (Brewet al, 2002; Taberlet és Cheddadi, 2002; Reattit
al., 2003). A novenyiésDNS azonositasaban nagybrelépést jelentett a konzervativ
kloroplasztisz DNS fajspecifikus régidinak (Petital, 2002, 2005), kulondsen dzcL, rbcS
(Chaseet al, 1993) éstrnL-F (Taberletet al, 1991, 1996) szakaszainak megbizhat6

kimutatasa.

Kérdéses, illetve téves eredmeény a novéfsDNS kutatasban is sziletett. Az 1988-ban
vizsgalt miocén kori 18 millio éves liliomfa (Magind) levéllenyomataibdl izolalt DNS
(Golenberget al, 1990) nfiterméknek bizonyult, hasonléan a miocén korbdl reaan
tundérkart Clarkia amoeng (Sidow et al, 1991), és a 17-20 milli6 éves mocsariciprus
(Taxodium distichuin(Soltiset al, 1992) lenyomathoz, ezekben még a lignin fenndéma
sem volt igazolhat6 (Eglinton és Logan, 1991; Loggaal., 1995).
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Idérendben a legrégebbi névedaDNS elemzés a japan féngollen leletekBl (pleisztocén
kor, kb. 150,000 éves) izoladlt DNS tekinthetrrn5 és trnR cpDNS szekvenciak
amplifikalasaval (Suyamaet al, 1996). SikeresdsDNS izolalast irtak le 18,000 éves
posztglacialis (Liepelet al, 2002), 10,000 éves fetiyiragpor (Elengat al, 2000; Parducci
et al, 2004) és 46000 éves pollen (Jgrgereteal, 2012) maradvanyokbdl is. Sikeres volt
egy 4,000 éves tengeri moszRoéidonia oceanida(Raniello és Procaccini, 2002) és egy
3,600 éves japan cédrusryptomeria japonica(Taniet al, 2003) illetve 11000 éves Norvég
lucfeny6 pollen (Magyariet al.,2011) maradvanyaibdl tort@€esDNS izolalas és szekvencia

elemzése is.

A Hollandiaban 2008-ban feltart pleisztocén korkgdrmaz6 130,000 éves tolgyiFerriset
al., 1993)6sDNS kivonasat és a faj filogenetikai besorolasaezték el kutatok, a masél
télgy (Quercu$ fajokkal valé 6sszehasonlitasban (Stehal, 2008). Olaszorszagban feltart
45 ezer éves keleti bukkEdgus sylvatica ssp. Orientaliselet esetébeldsDNS-t izolaltak
(Paffettiet al, 2007) és végezték el a feltart lelet rendszetianorolasat. Hasonl6 fajok és
fajtdn bellli rendszertani O0sszehasonlitdst végeamerikai kutatok tobb ezer éves
Chenopodium berlandiennagleletiél kivont DNS—&I (Kistler és Shapiro, 2011) és voros
télgy (Quercus rubrg amerikai bukk(Fagus grandifolia),cukor juhar Acer saccharumeés

sarga nyir Betula allagheniensjgnakrofossziliakbdl (Anderson-Carpemteal, 2011).

Hazankban tébb mint félmillié éves szarnyasdiie(ocarya fraxinifolid és hemlokfeny
(Tsuga mertensiana ndvénymaradvanyait talaltak meg &y hataraban. Az Eszaki-
Kbzéphegység, és a Balaton hajdani Oblei az utelg@esedés veégirnagy mennyiség

viragporanyagobriznek, amelyek feltarasra és DNS analizisre varnak

Herbariumi leletek:

A herbariumi gyijtemények is jeles meértékben jarultak hozza szamos faj mikroevokicio
elemzéséhez (Savolainen és Reeves, 2004; Hodketsaln 2007; Andreaseat al, 2009;
Leionoet al.,2009; Sohrabiat al, 2010; Paplinskat al, 2011). Egyes vélemények szerint a
herbariumi mintak nem lehetnek 6regebbek, mint &00csak igy biztosithaté a megfélel
DNS kinyerhebsége (Savolainert al, 1995). Ennek bizonyitékaként 100 éves nadbol
(Phragmites australis (Saltonstall, 2002, 2003), 4,000 éves tengéholf (Raniello és
Procaccini, 2002), 3,600 éves japan cédrusbdl (@tai, 2003), 200 éves borsdbdl (Leiab
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al., 2009), 1500 éves buzaszem@kbAsplund et al., 2010) (12. &bra), 120 éves arpabdl
(Leino és Hagenblad, 2010) és 75 éves péafrany kiiot§Lehtonenet al., 2010) izolaltak
sikeresen DNS-t.

A hazai n6vényi archeogenetikai kutatasok az 1@®@8s- (Gyulaiet al, 2006), illetve 600
eves koles (Lagler, 2007; Lagler, Gyudaial, 2005, 2006), valamint a 600 éves sérgadinnye
mikroevollciés kutatasaira Osszpontositott (SzaBgulai et al, 2005a,b, 2006, 2007).
Tovabbi jelents hazai eredmények szilettek kdzépkori maglelet®S Drizsgalataban
(Bacsoet al, 2004; Bisztrawt al, 2004a,b; Bodoet al 2004)

12. dbra: A 1.500 éves buza herbariumi leletek (4spet al, 2010).

2.1.4  Poszt-mortem DNS degradacié

A szikséges oldatkontrollok mellett &DNS jelenlétére utal az a tény, hogy az ilyen DNS
altalaban nem ad 150 bp-nal hosszabb PCR-termddehtvetkezett DNS-karosodasok miatt
(Ho et al, 2007; Axelssort al, 2008; Molak és Ho, 2011). Ezek az esetek naggében
post-mortem bekdvetkéz oxidativ karosodasok, DNS-szal keresztkotések |ttseaek,
amelyek mértéke nem élorban a bioldgiai minta koratél, hanem a lelet talédpasi
helyének talajviszonyaitol figgenek. A gyors kiseis, lefagyas, magas sokoncentracio
késleltethetik a karosodasok kialakulasat, de ilkénilmények kozoétt is megtorténik az
oxidacié (Ottoniet al, 2009), vagy a hidrolizis soran bekdvetk@®NS sériilés (Mateiat al,
2008; Rambauet al, 2009), hasonl6 médon degradalodik a mtDNS isb@giet al, 2007,
Lamerset al, 2009) (3.tablazat).
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3. tblazat. A poszt-mortem DNS degradacio kénolgiaimatai (Ottonet al, 2009)

a karosodas tipusa folyamat A DNS-re kifejtett hatas

DNS szaltorések mikrobdk altali lebontas DNS mesdyenek és
méretének csokkenése

elhalt sejtek nukleazai

egyéb kémiai folyamat

Oxidativ karosodas DNS-bazis, cukorkarosodas Fragm® és
nukleotid-médosulas

DNS keresztkotés DNS-en belili és Maillard-termék
makromolekulak kozotti
reakciok

Hidrolitikus aminocsoport-vesztés A genetikai kédgwaltozasa

Az 6sDNS kutatasok legbb problémaja és héatraltatdja a poszt-mortem DNfBadi&cio. Az
aktiv anyagcserével rendelkeszovetekben, sejtekben a DNS-ben bekovétlesetleges
sérilést (tbrés, baziscsere, stb.) a javitO meehargok gyorsan és nagy hatékonysaggal
kijavitjak (Lindahl, 1993), az inaktiv sejtekbenv(@ halott) azonban spontan hidrolitikus és

oxidaciés mechanizmusok indulhatnak el.

A sejt szerkezeti alkotéi mellett maga a DNS isrddglodik a sejten belul (Eglinton és
Logan, 1991), ezaltal a sejlb késsbb nem amplifikalhatd DNS, illetve nagyfoku
degradaltsaganak eredményeképp csak nagyon row@;1d00 bp hosszu szakaszok
szaporithatok fel (Paabo, 1989b; Hareit al, 1994a; Hosset al, 1992, 1996b). A
lizoszomakban &y nukledz enzimek is &bvel kiszabadulnak és elbontjak a DNS-t. A DNS
megmaradasanak szempontjabdl szerencsés korilmények az alacsony dmérseklet,
anaerob kdrnyezet, gyors kiszaradas, magas soOkinacenkarositjak, illetve inaktivaljak
ezeket az enzimeket igy elkerllve az enzimatikuls;ahbialis degradéaciot (Hosst al, 1996a;
Willerslev et al, 2003, 2004) Ismereteink kulonkbzizsgalatokbol szarmaznak: (1) DNS
bomlas kontrollalt laboratériumi korilmények kozditzsgalata (Lindahl, 1993) (Threadgold
és Brown, 2003); (2) kuldonbézfajok archeoldgiai mintainak biokémiai vizsgaldRaabo,
1989b; Tuross, 1994); (3), a sejtalkotokban fellwedatt, és tarolt kilonbdz katabolikus
enzimek, mint a lizoszémalis nukledzok a& eéjt haldla utdn kiszabadulnak és a DNS-t az
id6 mulasaval elbontjak. A folyamatéeehaladtaval a DNS elveszti sértetlenségét, felikoml
és a nukleotid szekvencia informacio elvesztéseszaiwrdithatatlanna valik. Azonban
szerencsés korulmények kdzott, mint pl. dzséjtekben végbemaérwvaltozasok, igaz a DNS-
en lassabb, de megallithatatlan folyamatok soréggymégbe (4. tablazat).
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4. tblazat. A%sDNS degradacidjanak folyamatai: oxidacio, diréetindirekt hattérsugarzés okozta poszt-
mortem kémiai valtozasok és kovetkezményei (Hasd, 1996b).

Sérilés tipusa Folyamat Hatas a DNS-re Megoldas

Mikrobidlis lebomlas
Halott sejten beldli
nukledz emésztés
Mas kémiai valtozas

DNS mennyiség
csokkenése
Méretcsdkkenés

Nukleotid bazis
Nukleotid bazis sériilések fragmentaciod

A cukor-foszforsav lanc
torése (a foszfodiészer
kotés degradacioja)

PCR rovid szakaszokra
tervezett atfed primerekkel

PCR rovid szakaszokra
. tervezett atfedl primerekkel

Oxidativ léziok D'ez__ozq-rlboz maradvanyok Cukor f(agrr]epta0|oMulti PCR, klonozas,
sérilése Nukleotid bazis . e
el és szekvenalas
modifikacio
A DNS 6sszekapcsolodasa
mas DNS, PTB (N-fenil

vagy egyéb Mailard termekek thiazo6lium-bromid)

biomolekulakkal
Amino csoportok

DNS 6sszekapcsolddas

atalakulasa:
. .. o adenin- hypoxantin Hdold ké $ i 0 2
Hidrolitikus 1ézi6k o ypo KPdOI(? kepesség Multl PCR, Ifl(?nozas,
citozin - uracil valtozasa és szekvenalas

5-metil-citozin - timin
guanin - xantin
Az oxidacid, a direkt és indirekt hattérsugarzaggvadioztatja a cukor-foszfat lancot, és

elsdsorban hidrolitikus folyamatokat, depurinaciot, araint deaminéciét okozva karositja,

majd feldarabolja a DNS lancot (13. abra).

Hidrolizis
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13. abra: A poszt-mortem DNS degradacié leggyakoiémiai folyamatai (A) hidrolizis, (B) nukleotid
mdédosulasok (Paakat al, 1989a).
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A maradvanyokbdl izolalt DNS-en leggyabrabban bekkez valtozas a degradacioé, amely
soran a DNS molekuldk kismétiet tlagosan 100-500bp nagysagu fragmentumokka
téredeznek (Paaket al, 1989a; Hofreiteet al, 2001, Rizzet al, 2012)).

A méretcsdkkenés kdzvetlen oka a halélt kéestzimatikus folyamat, és a hidrolizis (Paabo
et al, 1990; Lindahl, 1993). A hidrolitikus folyamataoran a nukleotidok6feg purin (A,
vagy G) és cukor bazisok kozott, a foszfat-cukar feszfo-diészter kotései felszakadnak, és
a kapott egyszali DNS-en a nyitott lanc poziciG@akkal konnyebben kévetkezik be torés
(Lindhal, 1993). A glikozides kotések a nitrogéreisék és a cukor vaz kdzott a hidrolizis
soran felbomlik, és nem-bazikus véget eredménye@nekhal et al, 1973, 1993; Schaaper
et al, 1983). A nukleotid levalasakor a nem-bazikus Wégniai atrendemlésen mehet
keresztil, ami hasonld, vagy kisebb aranyban mipézaskieséskor (Friedberg al, 1995;
Shapiro, 1981) ébkegiti a szaltorés gyakorisagat. A folyamat sorékdbetked degradaciod
mértéke a mefgzés jellegdil, sajatossagatdl fligg, és eltdehet még a hasonld korokbal
fennmaradt mintak esetében. Az ilyen, és ehhezni@as$olyamat rendkivil megnehezitik az
6si DNS kivonasat (Moriret al, 2001), és komoly problémakat okoznak, mivel &P0ran
gatolja a DNS-polimeraz tikodését, ezaltal az egész PCR reakciét (Hosa., 1996b). A
legfrissebb vizsgélatok azt is bizonyitottak, hagyDNS-ben végbeménsérilések nem
véletlenszdien térténnek, hanem tobbnyire a genomban koncarirdlalalhatd ’forrod
pontok’-ban (hotspots) mennek végbe (Gilletral, 2003a, 2005).

A PCR reakcié soran felszaporithatd DNS szekventiéketét a szaltdrésen kivil kiulonBoz
sérulések befolyasoljak, amelyeket a hattérsugamsisegyeb okok miatt keletkiez
szabadgyokok, a peroxid §0a hidrogén peroxid (#D.), és a hidroxil (OH) okoznak a PCR
soran tortéé szalndvekedeést blokkolva. A DNS lancban az oxidséirtilésekre hajlamosabb
purinok és pirimidinek keds kotései feldarabolddnak, éstugyszakadast (Lindahét al,
1993; Friedbergeet al, 1995), valamint magas C - T aranyt eredményeZpgidalédva
hydantoinokka alakulnak). A maradvanyokbol izol&INS-bsl az oxidalt pirimidinekre
specifikusEndonukleaz lllenzimmel (Paabet al, 1989a) vald6 emésztést koden sikerdlt
szekvenciat izolalni. A paleontoldgiai mintak nafgpomennyiség oxidalt pirimidineket (5-
hidroxi-5-metilhydantoin, és 5-hidroxihydantoin)rttdmaznak, amelyek blokkoljdk a Taq
DNS polimerazt a PCR soran, igy teljesen leheteiddve a DNS amplifikaciot (Hoss al,
1996b). A Taq polimerazt blokkolo sérilések masdjtdia a DNS 0Osszekapcsoldédasa
(Maillard-termékek), amely medfigyellietaz archeoldgiai DNS elektromikroszkopos
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preparacioja soran (Paaket al, 1989a). A fehérjékben és aminosavakbarbdédges
aminocsoportok és cukrok kozt végbemdiondenzacids reakciok termékeit, a Maillard
termékeket élszor az 6ési fekaliakbol (koprolitok) mutattdk ki gazkromatégaval, és

tdmegspektrometriaval (Poinar al, 2001).

A Maillard termékeket N-phenacylthiazolium bromidbasitasat kovéen (Vasanet al,
1996) sikerllt az addig nem lehetséges >20,000héPet al, 1996) és 40,000 (Krings al.,
2000) éves mintakbol DNS-t amplifikalni. Asi szévetekben bekdvetkiefragmentacion és
DNS modifikaciékon kivil mas ismert és ismeretledrigések akadalyozhatjdk a DNS
polimeraz niikodését. A leggyakoribb sértilések az adenin, citdimetil-citozin, és guanin
aminocsoportjanak hidrolitikus elvesztése, és akatantin, hypoxantin, uracil, thymin
keletkezése. A deaminalddott termékek, mint azilufatozin), xantin (adenin), 5-metil-
citozin (thymin) hibas bézisparosodast okoznak & POran (A helyett G, C helyett T)
(Paaboet al, 1989a, Briggset al., 2009; Llamaset al, 2012). Az archeoldgiai mintakon
végzett szekvenciakutatasok soran, a mai mintakkiszonyitva nagyobb szamban
tapasztalhatok véletlenstetbaziscserék (Hansemt al, 2001; Hofreiteret al, 2001),
koszonheten a bazisok deamindlodasanak. Ugyanezt tamadéja aégi DNS mintdk
érzékenysége a DNSbaz uracilt eltavolitdé uracil-DNS-glikozidazra @i, 1989b), és a
nagyszamu G T, G- A nukleotid csere (Higuchét al, 1984). A Taq polimeraz #kodése
soran bekovetkéz T-C, A-G baziscseréek az adenin deaminalédasaval keletkez
hypoxantin &ltal kivaltott citozin szarmazékok biképélsl kovetkezik (Gilbertet al, 2003
a,b).

Hosszu idt kdvetben a DNS degradéaciéo olyan mértékbebrethaladotta valik, hogy nem
marad egyetlen hasznalhat6 DNS fragmentum sem. rHabi#ioldgias koncentracionak
megfeleb sétartalomnal, semleges pH-n és 15 C°-on mért Hxidsodperces spontan
depurinaciés (purin bazisok elvesztése) rata atagaDNS csupan 100,000 év alatt
degradalédna teljesen, és ez a degradacid senriding@abo és Wilson, 1991; Lindahl,
1993). Az extrém kdrnyezeti feltételek, kdztik d&caony lbmeérséklet, kinyudjthatjak ezt az
idokorlatot, mas esetben épp az elledj@lz is okozhatjak. Az archeoldgiai, és
palaeontologiai fajtakbol izolalt DNS mennyisége ndieivil kevés, és miisege
toredezettsége miatt joval elmarad a mai fajokbdléilt DNS-6I. A vizsgalat rendkivil nagy
koriltekintést igényelnek, mint a mai és archeotakirelkilonitett kezelése, az eszkdzok

sterilezése (UV, hip0), véduha és maszk viselése, hogy megtasl sterilizaljuk az egyes
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munkafolyamatokat, munkaterileteket, és elkerijiikiNS kontamin&ciét (Malmstroet al,
2007). A mintdk feltdrasakor és taroldsakor konnyelifordulhat a human DNS
kontaminacioja, amely ismert és ismeretlen moddigaeredmeényezhet. A mai human mt
DNS indukalta mutaciét allapitottak meg a PCR sdimsch és Bachmann, 2004), amely
valGsziriileg néhany a Taq polimerazt befolyasolo, és hibajmmossa tévmég nem ismert
faktornak koszonhét

A DNS izolalast megékéen a legfontosabb a hasznalhaté mintdk gyors lkgedésa és
elkilonitése a DNS-t nem tartalmazo rossz megtaftakciotol. A maradvanyok aminosav
elemzésével, amely figyelembe veszi a mintdkbamrfemadé teljes aminosav tartalmat,
Osszetételt, és a térszerkezetében bekovetkezétbzdsokat, a DNS izolalas o
megallapithatd a nukleotid szekvencidk fennmarad@ainar et al, 1996). A DNS
fragmentumok amplifikalasaval és szekvenalasavahgyv a pirolizissel kombinalt
gazkromatogréfiaval és tdmegspektrometriaval (GQ/MBtamaszthaté az eredeti archeo
makromolekuldk meiyzése azési mintaban. A PCR-technika felfedezé$éatapjainkig, a
muzeumokban kontrollalt korulmeények koz@itzott 200 éves novenyek és allatok DNS
szekvenciainak vizsgélata szinte mar rutinézek mondhaté. A PCR amplifikaciot
megebzéen azési DNS molekulak mennyiségének, és a templatok dnaknmeghatarozasa
(Kvantifikalasa; Kompetitiv PCR, Real time kvantitaPCR) elengedhetetlen a megmaradt

szekvenciak mitségének meghatarozasahoz.

El6fordulhat, hogy a reakcid6 néhany koépiabdl indul kijy az el§ par ciklusban
bekovetkezett hibak, melyek a DNS sériuléseibzarmaznak a teljes PCR termékben
megtalalhatoak lesznek (Hanet al, 1996; Morinet al, 2001). A templat DNS alacsony
szama kulonbdz specialis kritériumokat (5. tablazat) fogalmaz nfegabo, 1989b; Lindahl,
1993; Hofreiteret al, 2001; Willerslev és Cooper, 2005) az archeo DhBtakon végzett
vizsgalatok soran, mivel ha kevés molekulabdl (€)0hdul el a reakcid, kiulénbdz
kivonatbdl tobb ismétléses PCR, valamint klonozaszekvenalas szikséges (Haeidal,
1996, Winters et al.,, 2011). Az ebfordulhaté kontaminacio és az archeo DNS
nukleotidsorrendjében taldlhatd, vagy a PCR ank@iifi6 soran bekovetkézbizonyos
nukleotidok hibas beépitésének elkerliléséhez (Hefret al, 2001). Manapsag rengeteg
kutatas indul annak kideritésére, hogy a rendetkezéll6 PCR technikak kozul melyik a
legmegfelebbb a téredezett, degradalédott DNS mennyiség fetsit@sara (Avila-Arcoet
al., 2011).
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5. tAblazat. A régészeti DNS mintadkon végzett \afsgk sziikséges kritériumai (Hofreitral, 2001).

1. Igazolni kell biokémiai vizsgalatokkal (aminosav)reakromolekulak (DNS) mégzésének,
és fennmaradasanak allapotat (Powtaal, 1996).

2.  Ellenérizni kell a DNS extrakciot, és PCR amplifikaci@kvkontrolokkal és legalabb harom
ismétléssel (Paaket al, 1990).

3. Akiindulasi templat DNS mennyiségi és rba@gének meghatarozasa (Setral, 2004).

4.  Amplifikacio ismétlése egy Ujabb izolalasbal.

5. Amplifikaci6 termékeinek klénozédsa, és kulonBoxlonok szekvendldsa, a DNS
sérulésekdl, vagy PCR amplifikacids hibabdl eredheterogenitas kiszésére (Paabet al,
1990).

6. Negativ korrelaci6 az amplifikacié hatékonysagaaéBNS fragmentumok mérete kozott
(Lambertet al., 2002)

7. A nuclearis mtDNS inszercidk kigeése (Timmiset al, 2004)

8. A laborspecifikus szennyédések kiséirésére mas laboratériumban meg kell ismételni a
kisérletet (Zischleet al, 1995).

A PCR reakcio soran néhany szaz (Coogteal, 1992, 2001a; Haddrath és Baker, 2001),
vagy ritka esetekben akéar tobb mint 1 kilobazisifbartet al, 2002) amplifikalhatdé. A DNS
degradacioja 1 millié év alatt (6zonviz®l DNS; Lindahlet al, 1993) meghaladja, a DNS
szekvencia menthgtégének fokat. A fajok filogenetikai vizsgélataithaploid genomban
egyszer szerepl nuklearis DNS lokuszok helyett aisi maradvanyokbdl a legnagyobb
hatékonysaggal a tobb szaz kopidban jelefi ldaroplaszt- (nbvénytl) és mitokondrium-
(n6vényekil, allatokbdl, és embed) DNS nyerhet ki, ezért talalkozhatunk legtdbbszor —
az organellaris DNS szekvenciakat célzé kisérletekik cpDNS, mtDNS felhasznaldsa a
filogenetikai vizsgalatok soran ma mar teljesemmgdilott, a nem tul kozeli fajok rokonsagi
0sszehasonlitasakor, mert elég idit el az elkulonilés eseményéiés a genom 0sszes része
hasonlo torzsfefidést mutat. Kozeli fajok és populaciok 6sszehatisdkor, dleg ha
gyorsan kulonultek el, vagy az egyes genomrészekréeka filogenetikaja, problémat jelent,
hogy az organellaris DNS minddssze egy I6kuszatti&ndzi hien a teljes genomot, igy nem

lehetséges a kulénallé I6kuszok vizsgalataval élogtikai kovetkeztetéseket levonni.

2.1.5 Maillard-reakcio kdvetkezményei

A kollagén rostok keresztkotései exponencidlisapsmdnak a korral, ami még ma is igaz.
A novekedés-fefidés alatt létrejav keresztkotések szama csak adfifls végéig szaporodik.
Utana egy Uj mechanizmus jon létre, ami az éleénggoveli a keresztkotéesek szamat. Ezt,
az akkor még nem ismert folyamatot a Maillard ré@kal lehet magyarazni. Ez a reakci6
magyarazza a keresztkdtések ndvekedését.
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Ez egy nem természetes, de kémiailag magatébdétetakciod, egy redukald cukor (aldehid)
€s egy amino csoport k6zott, ami az Amadori atrefaies utan tébb, komplikalt policiklikus
molekulahoz vezet, melyeket igionéven "Advanced glycation End Product"-nak (vagy
roviditve AGE-nek) neveznek. Tobb ilyen AGE féla kollagén és mas fehérjek
keresztkdtésekkel valé megvéltoztathatosagaert.

A Maillard-reakciot a francia L.C. Maillardrél nextgk el, aki 1912-ben leirta a glikéz és
glicin kozotti reakcidt. Ennek sordn a monoszaduk altalanossagban pedig a redukalo
szénhidratok szabad aminocsoporttal reagélva, nebgf&orilmények kozoétt, bonyolult,
tobbiranyu reakciokbol allé véltozason mennek kaxés

A folyamat soran aroma komponensek és barndi gaggmentek, melanoidinek keletkeznek
(Whitfield, 1992; Csap0, 2000) Az atalakuldst neneimes barnulasnak is nevezik, a
karamellizacibhoz hasonld folyamat. A reakcid soféa. abra) els Iépésként az amin a

karbonilcsoportra addicionalodik.

(A)
H-C=0 [?H CHED[%-I
—L= H-C=N-F
ll?{ * HN-R —» H—[lj- NH-R—= 11{ — [CH MHR
0
D-Glucose R OH
+ H0 D-Glucogylamin e
(B)
H H H
| @ H | |
C@H—R O —MNH -E H—C-MNH -R
HBZI—DI—I |Ij|_EDlH Cll':[:l

l-armino-1-deoxyletose

14. abra: A Maillard reakci6 két (A, By 1épése (Whitfield, 1992; Csap0o, 2000).

Kbvetked leépésben vizkilépéssel imin, ezt ke ciklizalodassal glikozil-amin képdik.

Savas katalizis esetén végbemegy az ,Amadori-&@mddsként” ismert folyamat, melynek
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soran az alddz tipusu vegyuletek 1l-amino-l-dezesddza alakulnak, amelyet ,Amadori-
vegylletnek” is hivunk.

Ezek a vegyulletek szamos élelmiszerben, kulonoszdardtott gyimolcs- és zdldségfélékben,
valamint a tejporban is kimutathatok. Az Amadorgygletek azonban csak kiindulasi
vegylletek a Maillard-reakcioban. A dominéns redlsoran aldozil-aminbél 3-dezoxi-gluko-
diulozon keresztul hidroxi-metil-furfural keletkézi A diuléz a rendszerben jelentev
aminokkal reagal, és barna pigmentek Keélpek. Egyéb atalakulasok soran maltol, izomaltol
és kulonbod egyéb bomlastermékek is keletkezhetnek, tovabbansmokkal is reakciéba
|éphetnek szinanyagok kémlése kozben. Az atalakulasnal keletkezittikarbonil-
szarmazeékok tovabbi reakciosort inditanak el. Arsavakkal reagalva lejatszédik a Strecker-
féle lebontas, melynek soran aldehidek és aminokétgelennek meg a rendszerben, melyek

aromajelleg vegyuletek.

A folyamat minden olyan kdzegben végbemegy, ahalukélé szacharid és szabad
aminocsoport jelen van. Az atalakulasokat a rendsaaersekletének emelkedése rendkivil
felgyorsitja. A Maillard-reakcié sebessége a pHi®lfligg, a barnulasi minimum pedig
pH=3-5 kozo6tt van ( Willerslev és Cooper 2005) @bra).

alkilacié / Maillard-reakcio

szalak kozotti kereszkotés molekulak kézotti kereszkotés

(crosslink) T} N}f‘lﬂl'/ T ‘ fehérje
i APUN /TN &Q@/‘}‘\j}@ T
\ /

sikertelen amplifikacio

v

szennyeze€s, kontamindcid

15. abra: A DNS molekulak kozétt kialakuld keresitéisek és amplifikadcios kovetkezményei (Willerslev,
Cooper 2005).

2.1.6 ITS

Az (Internal Transcribed Spacer) moédszer (ITS1-88B%) a sejtmagban koédolt,
riboszémalis rRNS-t kodold, evolaciésan rendkivibngervativ rDNS szekvenciak
elemzésére ad leléseget, amely a mMtDNS elemzések mellett a legelfmttmiob

markerrendszere az evolucié genetikanak (Hsiaal, 1995; Garcia-Magt al, 2004). Az
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rDNS ITS-szakaszainak citoldgiai elnevezése a NQRI€olus organizer regions), mert ezek
alkotjdk a genom citolégiai felbontdsdban a sejtraagkat (nucleolus). Nem minden
kromoszoman van rDNS szakasz, pl. a human genoogadntt kromoszoma (a 13., 14., 15.,
21. és a 22.) hordoz NOR rDNS szakaszokat (H#li®&on, 1991) (16. abra).

NTS NTS

[ es T, I ] 283 [ T18s T, [T ] 28S
ETS 5,85 ETS 5,88/

ITS ITS

(A)

16. &bra: Az rDNS ITS1-5.8S-ITS2 szakaszéanak fedépi(Hsiaet al, 1995).

Az ITS elemzés célja a sejtmagban kdédolt rRNS gérledszémalis rDNS-e. Felépitése
altalanos: a 18S, 5.8S és 28S (a névéenyekben 2y)émcsoportban irodik at a nem-kédolo
szpészerekkel egyutt (~ 10 kbp hosszu; 1,300 -04k@dpia/sejt); a nbvények sejtmagi 5S
rDNA-e més lokuszon talalhaté. NTS (nem &tirodoészpr szekvencia - nontranscribed
spacer) ETS (ks atirodé szpészer szekvencia - external transcripedter), ITS (bels

atir6do szpészer szekvencia - internal transcréipeder).

217 SSR

A szatellita DNS szakaszok bélszekvencia isméitiése alapjan kapta az 'egysZesimple
sequence DNS (Walker, 1971), illetve, a mara @t#rjiSSR - simple sequence repeat
(Jeffreyset al, 1985) elnevezeést. Bélsismétbds szekvencia hosszusaguk alapjan az egyik
csoportjuk a SSR-miniszatellitek, illetve midisabiiek, melyekben az alapszekvencia 10-15
bp hosszu, 3-4 szeres (miniszatellitek), vagy 10-4fbros (midiszatellite) egymas utan
kovetked (tandem) ismétidéssel (Jeffreyst al, 1985). Szinonim elnevezésik: HVR - hiper
variable region (Jeffreys, 1987), ahol a hipenldligis az egyes SSR szakaszok hosszara
utal, figgetlentl a belsismétbdé szakasz (di-, tri- oligonukleotidok) szekvenci@latA
szatellitek masik csoportja a SSR-mikroszatellitek]yekben az alapszekvencia csak 1-5 bp
(mono — pentanukleotid) hosszusagu, 10-80 kopiasednftandemszam), 100 bp végs
hosszusaggal (szinonim elnevezésik: SSR - simpjeesee repeats, STR - hort tandem
repeats, VNTR - variable number of tandem repé&slitdDR-variable number of dinucleotide
repeats) (Nakamuret al, 1987)
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Az SSR-mikroszatellitek balsszekvencidjuk alapjan tovabb tagolhatok a tokél@erfect)
SSR, pl. [ATG]g; a megszakitott (imperfect) SSR, pl. [AJGACA[AT] 10 (ennek az elemnek
kialakult egy masik szinonim elnevezése: IRS -rggersed repetitive sequence); valamint az
Osszetett (compound) SSR, pl. [AJCA]e (Walker, 1971; Jeffreyet al, 1985; Jeffreys,
1987; Nakamurat al, 1987; Téthet al, 2000).

A mikroszatellitek gyakorisaga eltér a novényekb&n az allatokban. Korabbi adatok
atlagosan 1 SSR / 10 kb DNS gyakorisaggal szam¢haltz, 1989). A névényi genomban
Otszor kevesebb SSR talalhatd, pl. egy kdzel 20dgszi SSR, amely az emberi genomban 6
kbp-ként fordul &, aBrassicafajokban csak 19 bkp-ként talalhaté (Lagercrattal, 1993).

A novényi genom legelterjedtebb dinukleotid SSRkseaciaja az AA/TT motivum, ennél
kevesebbszer fordulnakéebz AT/TA és CT/GA motivumok. Ez a harom dinukldo8SR
(atlag 1-6-szoros ismétléssel) teszi ki az 6ssz ndvényi SSR-szakaszokl KtzeYo-at
(Lagercrantzet al, 1993). Az allati genom legelterjedtebb SSR seekidja a GT/CA
motivum, 10 - 60 tandemszammal, 50,000-100,000 &k&zémban (Hamadeat al, 1982;
Weber, 1990). A trinukleotidok kozil a rizsre a [GJd8 SSR elfordulasa a jellemz n=13
tandem szdmmal (Zhao és Kochert, 1993).

A trinukleotid mikroszatellitak genetikai jeldigege kiemelkedik a human orvoslasban, mert
bebizonyosodott, hogy szamos, igen sulyos és deiklbetegségben a defektiv gének
regulator régidinak mikroszatellita ismédesi szama 0Osszefiiggésben all a betegség
tlneteinek sulyossagaval, mint pl. a térekeny kremdmajusag (Fragile-X syndrome) CCG-
ripitie, a nyirokmirigy-daganat (Huntington’s dised CAG-ripitie, a skizofrénia
(Schizophrenia) CAG-ripitje, az izomsorvadas (MywtoDystrophy) CTG-ripitje. A genom
SSR szakaszainak eredete, és &lt@nssza, amely a PCR polimorfizmust eredményezi,
feltehetien a DNS replikacio, illetve javitasa (repair) sofélléps csuszasi mutacié (slippage
mutation) eredménye (Schlotterer és Tautz, 1992)a Ehechanizmus eltér a miniszatellitek
variabilitasanak feltételezletokatol, amelynek eredményeként a valtakozo purindin
bazisok, mint pl. a [GT] és a [GC], a DNS Z-alaki térszerkezetének kialakitasat
eredményezi (Z-DNS), tovabba a génregulacibban dgomoszéma kondenzacidjaban
jatszhat szerepet (Lagercraetzal.,, 1993).
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Az SSR-fingerprinten a DNS-savok elhelyezkedésenyar® az SSR szakasz hosszaval
(hanyszor ismétdik benne az alapszekvencia). Természeitagregy hosszabb SSR-rdl
hosszabb PCR masolat készil, ez pedig az elvalggttd egy nagyobb molekulatoniieg
savot eredményez. A kapott sdvok szama egyéitgina genomban léy az alkalmazott
primerrel komplementer SSR szakaszok szamanak éinygv(Zhao és Kochert, 1993). Az
egyes savok intenzitdsa (az egyes savokban fut6 Di8nyisége) pedig az azonos
hosszUusagu és azonos alapszekvencigju SSR szakssroknak, illetve az ezékrPCR-
ezett DNS mennyiségének az eredménye. (Elméledldgmigracid, a kiulonbdz bazis
Osszetétdl, de az agardz gélben egyitt haladé DNS szakaspaktbaladasanak letistege
nem kizart, amit szekvenalassal szikséges igazditindezek mellett alapvét feltétel,
amely a PCR-moOdszer adottsaga, hogy a primér h@lyekl (a genom SSR szakaszai) csak
akkor készithét PCR reakcié ha ezek min/max 50-2,000 bp tavolsaglamnak egymastol
(Quelleret al, 1993; Goldsteiret al, 1995; Blouinet al, 1996; Jarne és Lagoda, 1996;
Griffiths et al, 1996; Dakin és Avise, 2004; Turnpenny és Ell&a05).

2.1.8 cpDNS

A go6rogdinnyében szigortan anyai Owikédi citoplazmas klorplasztisz gének legbiztosabb
genetikai markerei a mikro/evollciés kutatasoknadelyek segitségével tébb millio évre
visszavezethét 6si anyai vonalak adhatok meg (Daeé al, 2004). A mikro/evolulcié
eltérnek a kilonbdzvizsgalatokban: az 1,3 x 2ot / év (Ma és Bennetzen, 2004), az 1.5 1,3
x 10° nt / év (Kochet al, 2000), és a 6,5 x Tt / év (Gauet al, 1996) értékekkel, sejtmagi
DNS evollciés mutacids ratara vonatkozéan. A cpDMNSacios 6raja, azonban lassabban jar
mint a sejtmagi szekvenciaké (Daee¢ al, 2004), mégis a sejtmagi adatok tampontot,
viszonyitasi alapot nyujtanak (Wicker és Keller,02)) figyelembe véve a zarvatefm
novények atlagos kloroplasztisz méretét (120-210>bp) ( Palmer, 1985).

Mindezek alapjan atlagban 1 Mrd ¢ @v alatt mehet végben egy szubsztitlcié a cpréle
sejtmagi genomban. Ez az érték, azonban nagysé&idegidfelgyorsul a nemesités, illetve
szelekcid sordn (mikroevolucio). Amennyiben az @sdben vizsgaltclp-12 I6kuszon
kimutatott szubsztiticiok nem csak egy polimorf SBIFKloroplasztisz genomban (Id. az
uborka és a dohany cpDNS szekvencia kulonbségekatlyek természetesen szintén

alkalmasak evollcids tavolsag elemzésekre), aGitaillus fajtak, illetve a régészeti leletek
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elté citotipus vonalakat mutatnak (a mintaszam novetdéhebség nyilik a teljes hazai

citotipus vonalak meghatarozasara is) (Toth, Gyatlal, 2007a).
2.1.9 Lcyb szingén

A go6rogdinnye Citrullus lanatud szamos kulonbdz karotinoidot tartalmaz melyek a
kilonbd® husszin (lazac sarga, narancs, kanari sarga és)\Wialakitasaban vesznek részt.
Napjainkra mar ismert, hogy a szinoéroklés egy kexgdolyamat, melyben szamos gén
befolyasolja a gyimdolcshas szinének kialakulasatinflye esetében is szamos gén vesz részt
a gyumolcsszin kialakitasdban (Poole, 1944). Taamymk ravilagitottak arra, hogy szamos
geén all kapcsolatban a szin kialakulassal, melyatiknémelyik az episztazison alapszik (17.
abra). A vorosY) dominal a narancs) és lazac sarga szinek felett (Henderson, 1998), m
a narancs (y dominal a lazac sargg)(szin felett, tovabba a kanari sar@ dominal a voros
szin felett (Poole, 1944). Tovabba kidertlt, hog® ésY l6kuszok kblcsdnhatasban vannak
egymassal mégpedig ugy, hogyCagatlodik, abban az esetben Yihomozigota recessziv
formaban van jelen, ez voros szint eredményez flegge attdl, hogy aC allél milyen
form&ban van (Kanda, 1951; Henderson, 1998).

DOM. rec. pP1 P2 Fi1 F2
Narancs Sfll‘gil narancs X | sdrga narancs 3 narancs : 1 sirga
rw AT r'w " o=~
L0 30 s 3 E o\ ey £ .- i -
¥ vy 3 } f. > i } ol [ D
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% ’ | | b
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¥
b
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Narancs viiris narancs X viiritis narancs 9 narancs : 3 sirga : 4 viris

yl'l )-‘0 T ’ ;s .} '

17. &bra: GorégdinnyeCftrullus lanatug hisszinének éroktiése (Henderson, 1998).
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Paradicsom L{ycopersicon lycopersicdnszinmutacidéja €s karotin bioszintézise esetén
figyelték meg a szintetikus folyamatokat, azonbadrtgdinnye eseténben meég nem
alkalmaztak ezen géneket a gyumolcsszin vizsg@atdteét likopin ciklaz dycopin g-ciklaz
(LCYB és alycopin e-ciklaz (LYCE ismert, amelyek a lycopinf£ illetve a -karotinna
alakitjak at (18. abra). Aycoping-ciklaznakkét forméjat talaltak mar meg paradicsomban,

az egyik azLCYB a masik pedig a kromoplaszt-specifikigopin g-ciklaz (CYCB
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(Armstronget al, 1996). NarancssZinparadicsom mutansok2elta ésBétalycopin ciklaz
géneknek koszonh&n alakultak ki (Roneret al, 1999, 2000)Béta mutaciét aCYCB
upregulacioja okozza, amely esetében a mutanshiaafezodik ap-karotin, mig aDelta
mutansban azYCE upregulacioja figyelhét meg melynek a kdvetkezményedarotin
felhalmoz6dasOld-gold (og) egy recessziv mutacio, mely soran likopin halndizdel egy
kereteltolodasos mutécié (frameshift) kbvetkeztéadlly CB génben, amely egy végtermék
visszahato gatlas hatast idés @ karotinoid szintézisben am mutansokban. (Bramley,
2002). Ennek a végtermeéknek a hianya, mint péld#dkarotin hianyaog-ben, névelheti az
enzim aktivitAst a korai szintetikus folyamatokbaegzaltal likopin akkumulaciot
eredményezve. A mai napig nem bizonyitott, hogpwa paradicsom karotinoid keletkezés
regulaciojaban részt vesz ela2YBgén. Az ortolog gének, mint azt, B ésog paradicsom
mutansok jelen vannak, amelyek a go6rogdinnye gydssdin  kialakulasban

valészirﬁsithetileg szintén részt vesznek (Tadmeﬁr al, 2004). Mindegyik paradicsom
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18. abra: A karotenoidok bioszintézisének enzimatifolyamatai (Cunninghaet al., 1996).

A gorogdinnye karotinoid bioszintézise mas novéjpffiaal mar megfigyelt karotinoid
bioszintézis Gtvonalakon alapszik (Giuliamb al, 2000; Hirschberg, 2001; Isaacsenal,
2002, 2004). Mivel a kanari sarga szin domindl edsdelett (Poole, 1944), valésilag a
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korai enzimatikus folyamatoknalfaoén szintdZPSY), a (-karotin deszaturazo(ZDS és a
karotin izomerdadCRTISQ, mind a kanari sarga mind a voros szinek esatémalisan aktiv
allapotban van a likopin felhalmozdédas folyamataildagyébként ez & fkarotinoid forma a
voros tipusokban. EIBb kdvetkezik, hogy egy voros és kanari sarga széghmatarozasara
alkalmazando jel6lt gén esetében a gén kodzvetlamstoeam iranyban lenne megtalalhato a
likopin szintézis utvonalon. ALCYB vagy CYCBfelelds lehet a szin kialakulasért a kanari
sarga és voros gyumolcshuas szinek kozott. A madelsuinarkerek kifejezetten alkalmasak az
allélszelekciokhoz. A CAPS markerek kodominansatekealapjan heterozigdta egyedek
kozott is alkalmasak a kulonbésggek felderitésére, ezaltal hasznosak a nemesitési
programokban. Az esetlinkben a kanari sarga és giidgdinnye gyimolcshus szinek
elkllonités kivalo eszkozei (19. abra) (Baatal, 2007).
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19. abra: A gordgdinnyeCitrullus lanatug sarga/vorés husszinért félelLCYB/Icyb (likopin-szintdz gén
allélspecifikus nukleotid szubsztitlciéi (Baagal, 2007).

2.1.10 WGA

WGA (Whole Genome Amplification) (GenomePlex WGA&igma), teljes genom
felszaporitds: Az archeoldgiai mintakbdl todéizolalas soran korlatozott mennyisegs
toredezett DNS nyerh&ki, ezért a régészeti magvakbol izolalt DNS tokbée WGA- teljes
genom felszaporitast végeztiink. Amely médszerrettad) kiindulasi DNS-8l kb. tizszeres
ng mennyiség terméket szaporithatunk fel. (Kittlet al., 2002; Barkeet al, 2004). A WGA
modszer alkalmas csekély mennyisdgNS-forrasbdl vald felszaporitasra, anélkil, hagy
felszaporitott mintaban barminémszekvenciavaltozas torténne. (Seh al, 2005). Az
eljarasnak jelenleg két valtozata van alkalmazasbgymas utan tobb PCR-reakciot magéban
foglal6 eljaras, valamint egy izotermikus felszdfim. Az amplifikaci6 random hexamer
primerekkel torténik, ezekhez adaptor szekvendgdddnak és igy kapcsolodnak a genomi
DNS-hez. Az

tobbszorés szal-denaturalas (MSD, multiple stramsplaicement vagy MDA, multiple

izotermikus felszaporitas alapja az nago lémérsékleten végbemén
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displacement amplification) a nagy hatékonysagupéstossagi DNS polimerdz enzim
segitségével (Deaat al, 2002) (20. abra).

sajat DNS
_—
+ + dNTPs + *
Phi29 random hexamer-S il e
DNS polimeriz primerek fragmentalds
il — - — — ——
P St »
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20. abra: APhi29 fag DNS-polimeraz segitségével végedlimitermikus DNS felszaporitas Iépésgigma.

2.2 A gorogdinnye genetikai jellemzése

2.2.1 A gorogdinnye Citrullus lanatug rendszertani besorolasa, fajtatipusai

A gordgdinnye Citrullus lanatus 2n = 2x = 22; 4.25 - 4.54 x 108 bp; 0.42 pg DiShara,
1951; Arumuganathan és Erle, 1991) a rendkivil ripikos Citrullus nemzetség tagja,
melybe mindo6ssze négy faj tartozik: a gorogdinryergllus lanatug, és két alfaja a valodi
gorégdinnye Citrullus lanatus lanatusés a takarmanydinnye€itrullus lanatus citroidels
valamint harom vadfaj: a sartoKifrullus colocynthi¥ a Citrullus ecirrhosusés az alig 30
éve leirt 0] faj &Citrullus rehmii(De Winter, 1990) (21. abra).

Plantae(Novények orszaga)
Tracheobiontgd Edényes névények)
Spermatophyt@dMagvas ndévények)
Magnoliophyta(Virdgos névények)
Magnoliopsida(Kétszikiek osztalya)
Dilleniidae (alosztaly)
Violales(rend)

CucurbitaceadUborkafélék csaladja)

Citrullus (dinnyefélék nemzetsége)

Lanatus(alnemzetség, szekcid, sorozat)

Citrullus lanatusL. (faj)
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A gordgdinnye evollciés kutatasanak kiemelt jele@gét az adja, hogy két alfaj&arullus
lanatus var. lanatusés acCitrullus lanatus var. citroidesmaig fennmaradt parhuzamos
evoluciojuk soran (Maggs-Kollingt al, 2000; Leviet al, 2001; Sairet al, 2002; Bisognin,
2002).

A Citrullus nemzetség jelenleg négy fajjal szamol, amelyekbbtanikai irodalom ismer:
Citrullus lanatus, Citrullus colocynthis, Citrulluscirrhosus, Citrullus Citrullus naudinianus.
Kozulik sokalakunak mutatkozik @itrullus lanatus amely nem csak vadon nfjvhanem
termesztett forma i€zt a fajt 3 alfajra oztottak:

- subs. lanatus

- subs. vulgarigSchrad.) Fursa

- subs. mucosospermesrsa

A harom alfaj kdzul anucosospermufyalkasmagvu dinnye) a botanikai irodalomban is
Ujnak szamitott. Ez az alfaj Nyugat-Afrikabéshonos. Termése kemeény, fehér, iztelen vagy
kesefi, ehetetlen. Ez az ,egusi melon”. Magja apr6 vaggyn(0,5-2,0 cm), sok fehérjét
(30%), és olajat (60%) tartalmaz. Nemesitésben tetggtiséget jelent ennek az alfajnak a
hasznalata, elsorban apaként. A dinnyék két csoportra oszthatidgpedig étkezésvdr.
lanatus, var. capensi®s takarmanydinnyékredr. citroideg, szrozottekre €s nem 8@ zott

felUletiiekre.

2.2.2 A goérogdinnye jellemzése

Formaja gombolly vagy hosszukas, héjanak szine sotétzold vagyoslagld csikos, husanak
szine piros vagy sarga. dsr fejlett Hgyokere, a sargadinnyéénébtedjesebb és mélyebbre
hatolé gyokérzetének nagy része a talapf@ld-25 cm-es rétegében helyezkedik el.

Hajtasrendszere a ndvekedési tipustol sigggvaltozo. Megkilonboztetiink hosszu, kdzepes
és rovid hajtasokat fejle€ztcsoportokat. A hajtast 1 m-ig révidnek, 1,1-1,5 kdeott
kozepesnek, 1,6-2,0 m-ig nagynak, 2,1 m felett iggynak mondjuk. Egy-egy névényen 3—
7 db hajtas is kifefldhet. A szar lehet ritkhn édirn szrozott. Az étkezési fajtak
hajtascsucsa kevésbé, a takarmanydinnyélserrsérozott. Erbl is megkulonbdztethéek.

A kacsok lehetnek elagazas nélkiliek, 2—3 iranydagazédoak.
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A levelek 5-10 cm-es levélnyélen UlInek. A levéllengyengén vagy ésebben szeldelt,
tobbszorésen tagolt. A levél (a legnagyobb atmér mérve) 12 cm-ig kicsi, 13-18 cm-ig
kozepes, 19 cmit nagy. Szine zo6ld, so6tétzold, ezistos zold. A lerediletét viaszréteg
boritja. A viragok kicsik, zoldessargak. A haromragtipus: him, him#s, 6 itt is
megtalalhat6. A termesztett fajtak zome monoikusgramonoikus viragzashabitusu. A
termds virdgok zome idegenmegtermékerdyid termékenyitést méhek és rovarok végzik.

A termés alakja igen valtozatos, a goéhbd megnyult gomliél a megnyult hengeres formaig
valtozik. Egy-egy termés tomege 2-15 kg. A héj eZiehéres, vilagoszold, kdzep zold,
kékeszold, feketés zold lehet. Felllete sima vagghén bardzdalt, rajzolata lehet csikozott,
marvanyozott. A héja 1-2 cm vastag. A hus szinérfetérga, citromsarga, sotétebb sarga,
vildgos rozsaszin rozsaszith, piros, vervoros (a fehér és a sarga isdinel$sorban

takarmanydinnyek).

A bels husos ehét rész a placentabdl féfik, eltében a sargadinny@t melynek a
perikarpium alkotja a terméshusat. A magok a pepikenban elszértan helyezkednek el. A
mag mérete 0,5-2,0 cm kozott valtozik. Szine fekemsziri, barnas, szirke, fekete stb.
lehet. Egy-egy névényben 300-600 db mag talall@sirazOképességét 6-8 évig megtartja.
Ezermagtomege: 20-150 g.

A nagyfoku morfologiai variabilitdsat a héj-, a hugs a mag szine és formaja adja.

Termesztésbe vonasa i.e. 2000 évvel&z&bzddhetett, ahogy ezt a magleletek igazoljak
(Zhang és Jiang, 1990). Eurdpaban csak a kozéploalhn valt ismertté torok kozvetitéssel.
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Citrullus rehmii Sartok Citrullus colocynthiy  Citrullus ecirrhosus

TakarmanydinnyeGitrullus lanatus citroides Gorogdinnye vadltipus&itrullus lanatug

Gordgdinnye Citrullus lanatus lanatus

21. abra: A monotipiku€itrullus nemzetség fajai és alfajai.

2.2.3 A gorogdinnye Citrullus lanatug domesztikaciéja €és mikroevollcidja

A Citrullus nemzetség géncentruma egyériedm a tropusi Afrika, az Abesszin 6vezetben,
mivel itt O0sszpontosul a legnagyobb fajtavaltozségs egy feltételezett masodlagos
géncentrummal BelsAzsiaban és Indiaban talalhato (Id. kdZetaecitrullus nemzetséget)
(Vavilov, 1951). A kevé<Litrullus fajszam ellenére, a gorégdinnye rendkivili mordodd

variabilitast mutat a termeés héj-, hus-, magsziegiter, 2006) és forma tekintetében.

Termesztésbe vonasa 4,000 évvel @retezdbdhetett (i.e. 2000 korul) (Zhang és Jiang,
1990). Eurépaban csak a kozépkorban terjedt elkddvetitéssel az Ibériai félszigetde(Al
Awwam, 1158), illetve egy feltételezett keleti kétwéssel a hazateérKeresztes hadak
nyoman (Fischer, 1929). Ld. a Keresztes hadjaatdk (1095-1099) Godefroy de Bouillon,
Francia lovag vezetésével, aki megalapitja a Jélems kirdlysagot; 2. (1147-1149) VIL.
Lajos francia kiraly, és lll. Conrad német fejedeleezetésével; 3. (1187-1192) II. Filip
francia-, I. Richard (az Oroszlansijv angol-, és |. Frederik német-romai uralkodo
vezetésével. 4. (1199-1204) I. Imre (1174-1204)a8rhazi kirdly részvételével; 5. (1217-
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1221) 1. Endre (1177-1235) Arpad hazi kiraly és Méopold Ausztria kirdlya vezetésével; 6.
(1228-1229); 7. (1248-1254) és 8. (1270) IX. Ldjamcia kiraly vezetésével; és 9. (1271
1272) utols6 nagy Keresztes hadjarat, Edward amgaleg vezetésével.

2.2.4  Reégészeti és kulturleletek

A legésibb (6,000 éves) gordgdinnye maglelet az afrikeatagi asatasokbdl kerlt cel
(Libia) egy i.e. 4000-8 szarmazo telepllés feltardsanal (Barakat, 1¥#9r évvel fiatalabb
(5,000 éves) lelet kertlt @IEgyiptombdl egy Neolit-kori (i.e. 3000) telepul@delwan)
asatasai soran (Wasylikowaal, 1995; Wasylikowa és Veen, 2004) (22. abra).

Az egyiptomi (farad kori) civilizacio leletei képéza kovetked allomast a gorégdinnye
régészeti leleteiben, amelynek legjetesatbb eleme egy ugyancsak kozel 5,000 éves sirkamra
festmény (i.e. 3100 — 2100) az &lgoérogdinnye abrazolassal. Ezen a falfestményen egy
csikos mintazatl, hosszukas (és nem gonibdlgorogdinnye lathaté (Manniche, 1989;
Janicket al, 2007). Az el§ nagy mennyiség piramisokbdl feltart maglelet 3,500 éves (i.e.
1550) (Warid, 1995), mivel azokban azokthen a temetkezés soran nagy mennyiség
gorogdinnyével lattdk el a halott faraot a talvilétetére. A hires Tutanhamon (i.e. 1341 —
1323) piramis (i.e. 1323) féltarasa (Carter és Md®&¥7), és a tovabbi sirleletek szamos
gorogdinnye magleletet hoztak felszinre (Vartauik890, 1993; Vartavan és Amorés, 1997).
Kdzel 3,000 éve festették a bibliai Salamon kirdllgp templomat (i.e. 960 — i.e. 586) digzit
sartokoket Citrullus colocynthi¥ (Biblia, I. Kiralyok 6:18).

A rémai kor legjeleritsebb természettudomanyiiwe a 37 kotetes (mai értelemben flizete)
miive a Naturalis Historiae (Historia Naturae) (PI;\2B8-79), melynek XX. kotete targyalja a
gorégdinnyétColocynthis néven. Plinius emlit mar egy termeszt€wlocynthist (a mai
gorogdinnyét) és vadolocynthist (a mai sartokotCitrullus colocynthiy, 5t megemliti,
hogy a vilagos szin’dinnye’ jobb, mint a soététzold sih(,Colocynthis vocatur alia, ipsa
plena semine, sed minor quam sativa. Utilior pallgpham herbacea. Arefacta per se inanit
alvum. infusa quoque clysteribus intestinorum oragikitiis medetur et renium et lumborum
et paralysi. eiecto semine aqua mulsa in ea detwocad dimidias; sic tutissimo infunduntur
oboli quattuor” Gaius Plinius Secundus: Naturaltéig, Book XX.) (Gilmore, 1919; Blake,
1981). Ugyancsak az élsszazadbdl szarmazik Dioscorides Kodexe, és eniekl k400
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noévény szines festményét abrazold masodik kiada$a),(amelyben a sartolCitrullus
colocynthi§ szerepel (valoszin hogy a gyogyhatasa miatt).

1 2 3

22. abra:Osi Citrullus magleletek: (1) 6,000 éves sartok magja, Egyipt@arakat, 1990); (2) 5,000 éves,
gorégdinnye mag, Libia, és (3) sarték (colocynthmg)glelete (Wasylikowa és Veen, 2004); (Tétlal, 2007b).

Az elss herbériumi préselt gorégdinnye névény Bauhidjggményélsl maradt meg (Bauhin,
1623) (Id. Mark Spencer, The Natural History Muselmondon szives pdf. képét). Bauhin
(1560 -1624) hires botanikai konyvében (Pinax Tind&aitanici), melyben mar alkalmazza a
kétnevi (binomialis) elnevezést (130 évvel megele Linnét). A gordégdinnyéAnguira
citrullus-nak irja le. Linné (Linnaeus, 1753) a gorogdinngétok nemzetségbeéC(curbita
citrullus), a sartokot az uborkahoZycumis colocynthjssorolta. (Linné herbariumaban
sajnos nem maradt fenn a gérogdinnye). Linné tanita Thunberg (1794) Blomordika
nemzetségbe sorolta a gérogdinnydiofnordica lanata (Hanelt, 2001). A ma is hasznalt
telies rendszertani besoroléSitrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai var. Lanatus
(1916) Ninzo Matsumura (1856) és Takenoshin Nak@82-1952) rendszerét kdveti (Hanelt,
2001).

A nagyszdmu magyarorszagi kézépkori magleletekirdzérartyanyi és Novaki, 1975) a
gorogdinnye Citrullus lanatu3 és a sargadinnyeC@cumis melp kuléndésen kedvelt
konyhakerti névények voltak (Gyulat al, 2006; Téth, Gyulaet al, 2007a). A dinnye név
legkorabbi magyarorszagiébrdulasa egy 11. szazadi oklevélben talalhatéedpm quad
vocatur dinna” (Szamota és Zolnai, 1902-1906), hakkor még nem kilonboztették meg az
uborkat a sargadinny#t A 15. szazad elején irddott Besztercei-sz0szenditi elsszor név
szerint a gorogdinnyét: ,gereg dyne”. Szikszai katims Balazs Nomenclaturajaban (1590)

is igy szerepel. Igen jeleid volt a dinnyetermesztés a kozépkori magyar lsédyteriletén,
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Lippai JAnos (1664) talan erre utal, amikor megeniiogy 1. Albert kirdlyunk 1439-ben a
mértéktelen dinnyefogyasztasban lelte halélat. &ép#iori Magyarorszagon termesztett
gorogdinnyék tobbnyire sargaliek lehettek egészen a 18. szazadig (Gyulai F. &iasg
eredménye), a piroslielfajtak csak a torokkor elmulasa utan kezdtek demijeltaliaban
viszont, a piros bélfajtak mar a 16. szdzadban kozkedveltek lehettegy ezt Caravaggio
(Still life with fruit on a Stone Ledge and caradé white wine; és Still life with melon,
watermelon, pomegranate, grape and other fruitssiBeaute del Saraceni, 1603) festményei
igazoljak (Janick, 2006; Maynaet al, 2007). A legkorabbi eurdpai gorégdinnye abrazola
(1515-1518) Romaban taldlhato (a Villa Farnesinatpdreskoi), melyet Giovanni da Udina
festhetett (Parist al, 2006).

2.25 A gorbégdinnye hazai nemesitése

Magyarorszagon kivalé dinnyeteéninelyek talalhatok Heves megyéeben ami torténelmaleg
legrégebbi termesitkorzet. Az elmult évszazadban a hevesi te&ngyakorolta a hazai
ezen belll is hiresen finom a vékony héju, csamyiyke. Az innen szarmaz6 gyumalcsok a
Matra vulkanikus hordaléktalajanak koszonhetik egymmatukat. A hevesi dinnyefajtak a
fekete héju Szigetcsépi és a csikos héju Crimswazdzadokkal ezéit kialakult a sajatos
magyar igény a kivaldé mirsédi, vékony héjua, vérvords hass#imapré magva fajtak irant
(6.tdblazat). Korabban a nagy terinémjtak (Hevesi, Csanyi, Marsowszky stb.) voltak
divatosak. Az 1960-as éveékta kisebb terméseket fejleéztajtatipusok kerultek étérbe
(Szigetcsépi 51 F1, Hevesi FUTO F1 stb.) A jeleriegnesztésben lévfajtak valasztéka
altalaban megfelel a kulonb&ztermesztéstechnoldgiai valtozatok diktalta igémdd
Hianyoznak az egészen kis tegt—2 kg/db), hajtathato fajtak. Magyarorszagorbtjbentis
termétajat tartanak szamon, ilyenek példaul Hevesi-gagza legfontosabb, a Kecskemét-
nagykérosi; az Eszak- pesti, a Miskolci, a Békés- csar@dizentesi, a Makoi és a Ngidi
korzet csak a helyi piacokllatdsat szolgalja. A hazai nemésihunka az 1800-as évek
kozepén kezédott Szontagh élettani és utddvizsgalatokon alapelbesitési modszereivel.
1808-tdl tobb kivalé ra jelent meg a gorogdinny@r Foglalkozott vele Bél Matyas (1724),
Pethe (1808), Szontagh (1853), aki megirta a Diremgeesztést. Katona (1860) a Dinnyészet
cimi, Girokuti (1975). A dinnye termelése melegagyabam szabadban cinkdnyve sokat
segitett a magyar termes$knek. Jelertis a Magyar dinnyenemedit névsora: Barna Béla

(1931-1979) (Id. Szigetcsépi 51 F1 gorogdinnye itibramely vilagviszonylatban is
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kiemelked sikereket ért el), Mozsar Kalman, Barsony Cs, Bisz Gyorgy, Nagy Jozsef
(Ajtay et al, 1981; Barna és Koleda 1971; Barsatyal, 1995; Barsony és Bisztray 1996;
Bisztrayet al.,1976; Bisztray 2000a,b; Nagy 2003 a,b).

6. tablazat: Magyarorszagon termesztett jélegbrogdinnye fajtak és jelleiizulajdonségai (ABI, Tapidszele)

Névekedési Témege

Fajtanév . Viragzés habitusa Tenyészid6 ~ Termés alakja Hdsszine Termelési mod
tipusa (kg)
Korai kincs kozéperds monoikus * rovid gémb piros 34 szabadfoldi
andromonoikus

Sugar Baby gyenge monoikus rovid gémb sotétrozsaszin = 34 korai szabadféldi

. - il monoikus + - . - . - -
Szigetcsépi 51 F1 kbzéperds andromonoikus kézépkorai nyUjtott gdmb  vérvérds 4-6 szabadfoldi
Hevesi FUTO F1 kozéperds monoikus kézépkorai tojasdad sGtétpiros 4-6 szabadfoldi
Goémb FUTO F1 kozéperds andromonoikus kézépkorai gombolyd élénkpiros 3-5 szabadfoldi
Kecskeméti voroshist  kozéperds monoikus kézépkorai gémb vervoros 3-5 szabadfoldi
SargahUsti (Szentesi) ~ kbzéperds monoikus kézéphosszu g'g;ebmeg”y“” vidgossérga  3-5 szabadfoldi
Marsowszky erds monoikus hosszu megnyult gémb  piros 8-12 szabadféldi
Hevesi (Csanyi) erds monoikus hosszu megnyult gémb  vérvéros 8-10 szabadfoldi
Crimson S. kozéperts, monoikus + hossz( megnyilt gomb  PIrosas 6-8 szabadfold

erés andromonoikus rézsaszin
Charleston-H erds andromonoikus hosszu ovélis rézsaszin 6-8 szabadféldi
Hungaria-8 kbzéperds monoikus rovid gémb €élénkvoros 34 szabadfoldi
Napsugar kézéperds monoikus kozépérésii  goémb sarga 4-5 szabadfoldi
Oroshazi F1 erds monoikus * rovid tojasdad sbtétrozsaszin - 67 szabadfoldi
andromonoikus

Ideal kbzéperds andromonoikus kozépérésli  megnyult kozéprozsaszin  5-6 szabadfoldi
Favorit F1 kbzéperds monoikus kézépkorai gémb élénkpiros 5-6 szabadfoldi
Kobalt F1 ers monoikus kézépkorai ovalis gémb élénkpiros 5-6 szabadfoldi
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1 Arégészeti nbvényanyag

A 13. szazadi debrecefiitrullus lelet, a volt Kdlcsey Mvelédési Kézpont teriletén feltart
kutak ndvényanyaga (Gyulai F. anyaga). A 15. szaullus lelet a budai kiralyi var
(Arpad Hazi IV. Béla Kiraly, 1243) Zsigmond-kori &nyanak (15. sz. eleje), régészeti
feltarasa soran (Budapest I. Ker., Szent GyorgyTéleki palota, 8 sz. kut) kerilt felszinre
(Nyékhelyi, 2003). A 18. szazadCitrullus lelet botanikai gffjtemény anyaga, az un.
Pannonhalmi  Apéatsdg botanikai {geményélbl  bocsatottdk  rendelkezésiinkre
(Mezégazdasagi Muzeum, Budapest).

A hideg, nedves allapotbanskerilt magvakat, flotadlasos modszerrel dolgoztulofg -, 1,0

-, 2,0 - és 4,0 mm lyukisédi szitasorozaton, az esetleges mai névénymaradvkalyekld
keveredés elkerilésére, zart laboratoriumi koruyakrkozott (2006-ban). A magvak tarolasa
-20 °C-on tortént. A magokat flotdlasos modszeiszglapoltuk ki, majd laboratériumi
korilmények kozoétt hataroztuk meg (Schermann, 1966juleti (Hofreiteret al, 2001)
sterilizalas utan a magokat harom hénapig F6 dtgrthlajon (Gyulaet al, 2006) inkubaltuk

a kilonbo? eredel fertézések elkertlésének kizarasara. A nenbiért régészeti magokbal
valamint a mai termesztett fajtdkbol (Agrobotanikaiézet, Tapidszele) DNS-izolalast

végeztunk.

3.1.1 Magbiologiai meghatarozas

A magbioldgiai meghatarozast szamitogépes képamalszoftver segitségével (a tapidszelei
Agrobotanikai Intézet segitségével) végeztik. Add&jozas soran sztereo-binokuléris
mikroszkop alatt a magvakat €s a terméseket azegpayves és szervetlen maradvanyoktol,
szennyeé&désekdl elkilonitettik. A szervetlen maradvanyok mellstbk és valtozatos
szervesanyag maradvanyt is taléltunér, baszén, csigahéj toredék, rovar téredéki/iogb,
giliszta maradvanyok, csont, hajszalak, stb. Ezglkeri hulladékok vagy véletlenszemn a

kutakba kerult szennyédések lehettek. Ezt kovietn kerult sor a ,finom valogatasra”.
A mag- és termésmaradvanyokat - megtartasuktoléirgg kilonbo# taxonokig hatéroztuk

meg. A meghatarozas hatarozékonyvek (pl. Scherma866) és archeobotanikai cikkek

segitségeével tortént, és a meghatarozott novéngiayagot minden esetben 6sszehasonlitd
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mag- és termésdgjteményben talalhatdé recens magvakkal és termékekkettiik egybe. A
hatarozokonyvek és a szakcikkek alapjan azonban mémden darab volt azonosithat6
biztonsaggal. Ezért azokat minden esetben recemgs émtermésdijteményben talalhatd

dsszehasonlito anyaggal vetettik egybe.

3.1.2 In vitro inkubacio

Az ép régészeti magvak fellleti féttenitését koveéten (HgCh, Na-OCI) félsteril
kordlmények kdzoétt 20°C-on csiraztattuk az esedlégkb embridk izolalasahoz (Gyulai
al., 1992). A sejttenyészetek inditasahoz, adfiemitést koveten tovabbra is az aerob
korokozoval ferdzott magvak kisiréséhez steril szoévettenyészeti technikat, és ndvén
hormonokkal kiegésziteith vitro taptalajt alkalmaztunk (Gyulat al, 1995).

3.1.3 0sDNS-izolalas

A genomikus DNS kivonasahoz CTAB extrakcids eljarasalapuldé (Bernatzky, 1986)
modszert hasznaltunk. Ezen moddszert kiegészitditd&l a poliszacharid, illetve PVP
(Polyvinylpyrrolidone) (Hanania, 2004) hozzaadasavaolifenol (Lodhiet al, 1994) szint
csokkentése érdekében. A fenol oxidacidjanak (LepriB74) megakadélyozéasa céljabdl
Natrium biszulfatot hasznaltunk. 0,1 g magot panitck cseppfolyds nitrogénben, majd 1000
ul Homogenizacioés pufferben (1M hexilene-glicolydM Tris (pH 7.5), 10mM MgGl 0.5%
triton, 5mM B-mercaptoethanol) szuszpendéltuk. A mintakat 100Q0gpercig 4°C-on
centrifugaltuk, majd a fetsfazis eltavolitasa utan 1000 ul Mosoé puffert allthonzza (0.5 M
hexilene glycol, 10m Tris (pH 7.5), 10 mM Mg£D.5% triton, 5mMpB-mercaptoethanol),
majd centrifugaltuk (10 perc 4°C-on 10000q). Eliéettuk a feliszo réteget. A mintakhoz
1000 ul Extrakcios puffert (0.35 M sorbitol, 0.1 ™is,5mM EDTA, 4% sodium biszulfat) +
1000 pl Lizis puffert (0.2 M Tris, 2% CTAB, 50mM HIB, 4M NacCl, 1% PVP) és 4 pl
Sarcosilt adtunk. Ezutan 30 percig 65°C-on inkubdltmajd ezt kdvéen azonos
mennyiség kloroform-izoamilalkoholt adtunk hozza. Centriflg@g (20 perc 4°C-on 10000g)
utdn a fellszo tiszta réteget Uj Eppendorf csovelipettaztuk, majd 500 ul Izopropanollal
mostuk. 10 perc 10000g 4°C centrifuga, ezutan 88%:thanollal mosas, és 4 pl RN-az
kezelés. Az izolalt DNS miiségét 0,8%-0s agardz gélen EtBr-os festésseloeltdik, majd

a pontos DNS koncentraciot a NanoDrop ND-1000 U¥-Spectrofotometerrel (NanoDrop
Technologies, Delaware, USA — BioScience, Budapestjik meg (Gyulagét al, 2006).
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3.2 Osszehasonlit@itrullus fajtak és tajfajtak

Az vizsgalataink soran a régésze@itrullus leletek genotipusanak, fenotipusanak
azonositasanal, és fajtakdri besorolasanal a t#d&s genbankCitrullus gyijteménye
képezte az dsszehasonlitas alapjat. 5 magyar 8ldii#s 30 tajfajtat vizsgaltunk meg (7.

tablazat).

3.2.1  Morfologiai vizsgalatok

A mai fajtdk morfologiai felvételezését 24 fenotipas bélyeg (Agrobotanikai Kozpont,
Tapidszele) alapjan végeztik el (8, 9. tablazakjsBarcellas kisérletben ismétléssel.
7. tablazat. A fajtarekonstrukciéban vizsgalt marték (1-3, Citrullus colocynthiy takarmanydinnye (4-6,

Citrullus lanatus citroidels és gorogdinnye (7-44Citrullus lanatu3 fajtdk és tajfajtak, eredete és kédszama
(ABI Tapibszele) (Toétret al, 2007b).

# Fajtanév Tipus Koéd

1 Finn 168 Citrullus colocynthis RCAT036168
2 Belga 172 Citrullus colocynthis RCAT036172
3 Portugal 547 Citrullus colocynthis RCAT035547
4 Szeged 099 Citrullus lanatus RCAT036099
5 Roman 235 Citrullus lanatus RCAT035235
6 Ujszilvas 816 Citrullus lanatus RCAT055816
7 Bécsbokod 917 Citrullus lanatus RCAT035917
8 Napsugar 257 Citrullus lanatus 00257/05

9 Sandorfalva 105 Citrullus lanatus RCAT036105
10 Dévavanya 101 Citrullus lanatus 5101./02

11 Szentesi sugarhast 260 Citrullus lanatus 00260/05

12 Belyj Dlinnij 152 Citrullus lanatus RCAT036152
13 Réackeve 812 Citrullus lanatus RCAT055812
14 Csardaszallas 113 Citrullus lanatus RCAT035113
15 Tura 389 Citrullus lanatus RCAT035389
16 Biri 114 Citrullus lanatus RCAT035114
17 Klondike R7 096 Citrullus lanatus RCAT036096
18 Charleston gray 263 Citrullus lanatus 00263/05

19 Taktaharkany 790 Citrullus lanatus RCAT034790
20 Turkeve 112 Citrullus lanatus RCAT035112
21 Ukrainskij 545 149 Citrullus lanatus RCAT036149
22 Szirma 782 Citrullus lanatus RCAT034782
23 Marsowszky 256 Citrullus lanatus 00256/05

24 Haromfa 754 Citrullus lanatus RCAT034754
25 Debrecen 111 Citrullus lanatus RCAT035111
26 Sibiriak 098 Citrullus lanatus RCAT036098
27 Nagyecsed 775 Citrullus lanatus RCAT034775
28 Nagykallo 785 Citrullus lanatus RCAT034785
29 Hevesi 258 Citrullus lanatus 00258/05

30 Nagyvérad 767 Citrullus lanatus RCAT034767
31 Nyirbator 155 Citrullus lanatus RCAT035155
32 Oros 862 Citrullus lanatus RCAT035862
33 Rékéczifalva 145 Citrullus lanatus RCAT035145
34 Koémaré 762 Citrullus lanatus RCAT034762
35 Nyiregyhaza 778 Citrullus lanatus RCAT034778
36 Kecskeméti voréshusa 259 Citrullus lanatus 00259/05

37 Ik 236 Citrullus lanatus RCAT035236
38 Pusztadobos 146 Citrullus lanatus RCAT035146
39 Gyodngyos 969 Citrullus lanatus RCAT034969
40 Crimson sweet 262 Citrullus lanatus 00262/05

41 Kibéd 172 Citrullus lanatus 5172./02

42 Sugar baby /Génbanki 261 Citrullus lanatus 00261/05

43 Lipét 970 Citrullus lanatus RCAT034970
44 Korai kincs 255 Citrullus lanatus 00255/05
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A bedllitott kisérlet parcelldi 2X5 méter nagysdgualtak. A vizsgalatokban felhasznalt faj,
illetve fajtakat parcellanként 3 ismétlésben Ultketel. Az egyes parcelldkon beldl 1,5x1,5
méter terllet jutott egyedenként. Az egyes parkelidzott egy-egy 40 cm szélesiveld

attal, mely6l a novényvédelmi munkakat végeztek.

8. tablazat. A maCitrullus mintak morfolégiai jellemzéséhez alkalmazott 2dopusos bélyeg (OMMI és ABI

Tapidszele).

1. Novény - fejpdési erély
3 gyenge
5 kézepes
7 eBs
2. Szé&r - §inda hossza
1 nagyon révid
3 rovid
5 kbzepes
7 hosszu
9 nagyon hosszu
3. Szér - sérozottség
3 gyenge
5 kézepes
7 eBs
4. Levéllemez - alak
3 keskeny
5 kbzepes
7 széles
5. Levél - szin
1 sérga
3 zo6ld
5 sotétzold
7 szurkészold
9 galambszirke
6. Levél - hossz
1 nagyon apré
3 apré
5 kézepes
7 nagy
9 nagyon nagy
7. Levél - szeldeltség
1 nincs
2 nagyon gyenge
3 gyenge
5 kézepes
7 eBs
9 nagyon &is
8. Levél - lebeny
3 keskeny
5 kbzepes
7 széles
9. Virag szirom - méret
3 apré
5 kézepes
7 nagy

3 kerek széles
5 kerek keskeny
7 kihegyesed

10. Virag sziromlevél - alak

11. Terméskezdemény - alak
3 gdmbolyi
5 ovalis
7 hengeres
12. Terméskezdemény&bzottség
1 nagyon ritka
3 ritka
5 dird
7 nemezes
9 tovises
13. Termés - alak
1 lapitott
2 gdmbolyi
3 tompa elliptikus
5 ovélis
6 korte-alaka
7 hengeres
14. Termés - felszin
3 sima
5 barazdalt
7 érszeli kidudorodasok
9 egyenetlen
15. Termés - héj szine
1 fehéres
2 sargas
3 krém
4 szalmasarga
5 narancs
6 vilagoszold
7 z6ld
8 sotétzold
9 feketészold
16. Termés - héj rajzolat
1 nincs
2 van
17. Termés - héj rajzolat tipus
1 hélézatos
2 hélés csikok
3 fonalas csikok
4 marvanyozott
5 keskeny tovis-alaku csikok
6 széles tovis-alaku csikok
7 fuzérszel csikok
8 széles elmos6do csikok
9 mozaikos
18. Termés - héj szilardséag
3 nem szilard
5 k6zép szilard
7 szilard

19. Termés - his szin
1 fehér
2 citromséarga
3 aranysarga
4 halvany rézsaszin
5 r6zsaszin
6 narancssarga
7 skarlatvoros
8 karminpiros
9 malnaszifi
20. Hus - konzisztencia
1 szemcsés
2 zsenge, lagy
3 nyalkas
4 durva
5 telt, kemény
6 kemény
7 vattaszdr
21. Has —levesség
3 szaraz
5 kevésned¥
7 nedvdus
9 nagyon leves
22. Hus - iz
1 kesei
3 iztelen
5 gyengén édes
7 édes
9 nagyon édes
23. Mag - szin
1 fehér
2 krém
3 sziirke
4 dohényszith
5 vilagosbarna
6 olajzold
7 barna
8 piros
9 fekete
24. Erési csoport
1 korai nap
3 kdzépkorai
5 kozépérds
7 kdzépkései
9 kései
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3 - Virdg . :
. . Nn\yen}» \Smr Szar Levéllemez | Levél Leve Levél Levél szirom- Virdg o | Terméskezdemény | - Ienne’:\ Termés | Termés | Terméshéj | Terméshéj | Termés héj ler'mes kgl':g Terméshéj Terméhis Hus Hus Hus
Sorszim Nev fejlodési foinda e . hossz e o . sziromlevél © | kezdemény i - o " A Vastagsig o . - . .
ol - sz0rozittség alak szin szeldeltség | lebeny méret ) alak - alak felszin szine rajzolat | rajzolat tipus vastagsagsag szin konzisztencia | levesség | iz
erély hossza/m/ oy e alak sz0r0z0ttség oy
Citrullus lanatus var, Lanatus
Magyar fajtak
1 Hevesi 5 3 7 5 7 19 3 7 1,7 3 5 3 5 3 9 1 15 7 7 1 9 5
N 5 4 5 7 19 7 5 1.6 3 5 5 2 3 7 2 3 1 7 7 7 5 7
3 Korai kincs 3 4 5 5 7 19 3 7 1,7 3 5 3 2 5 B 2 2 15 7 5 7 7 7
4 Marsowszky 7 35 7 5 7 7 7 3 18 3 3 3 5 3 8 2 7 14 7 4 5 5 3
3 Napsugar 3 3 5 5 7 20 9 3 13 3 5 3 2 3 6 2 3 1 7 2 1 7 9
6 Suene 3 3 5 5 7 16 9 3 16 5 3 5 2 3 7 2 6 15 7 2 7 9 5
) Charlston 5 35 7 5 7 18 5 7 17 5 7 5 7 3 6 2 9 15 7 5 1 7 5
8§ gray
Crinson 3 35 7 7 7 17 5 5 14 3 5 5 5 5 7 2 6 15 7 5 7 9 7
9 sweet
10 Klondike R7 3 3.5 7 5 9 16 5 5 1,7 3 5 5 5 3 8 2 2 1 5 7 2 3 5
11 Sibiriak 3 3 5 5 5 17 9 7 18 3 3 3 2 3 B 1 1 5 7 1 5 7
12 Sugar baby 3 3 7 5 9 16 3 3 1,6 3 3 3 2 3 8 2 12 5 7 1 5 7
13 Ukrainskij 5 45 7 5 7 20 7 3 K 3 3 5 2 9 7 2 1,2 5 5 7 7 7
Tajfajtak
14 Bicsbokod 7 43 7 7 9 17 7 3 1.9 3 3 7 2 5 0 2 4 1.2 7 2 0 3 3
15 Biri 7 4 7 5 7 20 7 5 2 3 3 3 5 9 8 2 8 1 5 7 7 7 7
16 3 3 7 3 5 19 7 3 18 3 5 3 2 9 9 2 8 1.6 7 2 7 5 7
17 3 43 7 5 7 19 7 7 2 5 3 3 2 3 7 2 2 0.5 5 4 1 5 3
18 3 3 7 7 7 20 7 3 1.8 3 3 5 2 3 0 2 3 1,2 7 2 4 7 3
19 5 4 7 5 7 18 7 3 15 5 3 3 2 3 6 2 2 1 3 5 1 7 7
20 5 3, 7 5 9 20 9 3 1.0 3 3 3 2 3 7 2 7 13 7 8 7 5 7
21 3 45 7 5 7 20 9 5 1.9 3 5 5 2 3 6 2 2 1.4 7 5 1 7 7
22 Kibéd 3 3 7 7 5 19 5 3 18 3 3 3 2 9 7 2 6 15 7 5 1 7 9
23 Kémord 7 3 7 3 7 2 9 3 21 3 3 3 2 3 B 2 1 15 7 7 1 7 7
24 Lipot 7 3 7 5 5 19 3 3 1.9 5 7 3 7 3 0 2 9 1.2 7 7 2 7 7
25 csed 3 3 7 5 7 18 5 7 1,7 3 5 5 2 3 7 2 8 0,9 5 5 1 7 5
26 kallo 5 33 3 7 7 20 7 3 1,7 3 7 3 5 3 8 2 7 1.2 5 5 7 5 5
27 Nagyvirad 7 45 5 5 7 21 9 3 19 3 3 3 5 3 8 1 1,6 7 7 1 7 5
28 Nyirbator 7 3 7 5 7 2 7 3 22 3 3 3 2 3 7 2 7 13 5 7 2 7
29 Nyiregyhaza 7 4 7 5 7 20 7 3 2 3 3 3 2 5 0 2 0 25 5 bl 7 3
30 Oros 5 3 5 5 9 20 5 5 1.9 3 5 5 2 9 8 1 1.7 5 7 1 5
31 Pusztadobos 7 45 5 5 7 18 9 3 19 5 5 3 5 3 B 1 12 7 7 1 7
32 Rickeve 7 3.3 3 5 7 19 7 3 1,7 3 3 3 2 3 6 2 6 1,5 7 2 7 7
33 Rakdczifalva 5 5 5 7 7 19 3 El 17 5 7 7 5 3 6 2 2 0,5 3 7 3 5
34 Sindorfalva 7 43 7 5 7 22 9 3 2 3 7 3 2 5 6 2 3 1 7 3 1 7 7
35 Szirma 7 5 5 5 7 23 3 3 2 3 3 3 2 9 7 2 8 1.2 7 5 1 7 7
36 Taktaharkany 5 35 3 5 7 19 5 5 2 3 5 5 3 3 7 2 6 1.5 7 5 5 7 3
37 Tura 7 35 7 5 9 23 7 3 2 3 5 3 2 3 6 2 2 12 7 7 1 7 7
38 Turkeve 7 35 5 5 7 19 7 3 1S 3 7 3 5 3 8 2 2 1 5 7 7 3 3
Citrullus lanatus var. Citroides
39 Roman 7 75 5 7 7 20 3 7 26 3 7 7 7 3 7 2 4 23 7 1 0 3
40 Szeged 7 [ 5 7 7 21 3 7 2.6 5 7 7 7 3 0 2 9 3 7 1 0 3
41 Ujszilvis 7 9 5 7 7 22 5 7 25 3 3 7 2 3 7 2 8 4 7 2 6 3
Citrullus colocynthis
42 Belga 7 8 3 7 9 16 7 3 2 5 3 7 2 3 7 2 H 17 7 1 0 3 1
43 Finn 7 7 3 7 9 17 7 5 15 5 5 7 2 3 7 2 5 1,5 7 1 0 5 1
44 Portugal 7 9 3 7 9 17 7 3 15 3 3 7 2 3 7 2 5 1,5 7 1 6 3 1

9. tdblazat. A maCitrullus mintak morfologiai jellemzéséhez alkalmazott 2ddigpusos bélyeg (OMMI

és ABI Tapioszele) és ddggra jellems mutatok.
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3.3 Molekuléris vizsgalatok

3.3.1 ITS

A munkank soran egy korabban egysizséett PCR amplifikacio és szekvenald modszert
(Hsiao et al, 1995) hasznaltunk az alabbi mddositasokkal: l&alraazott primerekkel
(ITSL/ITS4) a teljes ITS szakaszt (ITS1-5.8S-ITS2pporitottuk fel (Garcia-Mast al,

2004). A primerpér szekvenciaja (Hsiaioal,, 1995):

ITS L: 5’-cgcgtttacaaacaaattgtcc-3’

ITS 4/1: 5’-acactacggtggttgatccg -3’

ITS4/2: 5’-gtccccccaaaggatgacge-3’

332 SSR

Az 0sszehasonlitd SSR vizsgalatokban 47 mikrositateligonukleotid-parbol 12 bizonyult

hatékonynak (10. tdblazat).

10. tdblazat. Az SSR vizsgalatokhoz alkalmazotpr@erpar szekvencija (Katat al, 1996, Smittet al,

1997, Jarreét al, 1997).

# I6kusz primer-par szekvenciak Hivatkozas
1. | cmTC 51 atiggggtictitgaggiaa | oiret al, 1996
ccatgtctaaaaactcatgtgg

*
2. | cmTC 168 atcatiggalgtgggatictc i et al, 1996
acagatggatgaaaccttagg
3. | CMACC 146 |  CRAccaccgactactaagic i et a1 1996
cgaccaaacccatccgataa
4. | Bngl 339 ccaaccgtatcagcatcage Smithet al, 1997
gcagagctctcatcgtcttctt
5. | Bngl 118-2 geceticeagecgeaacect Smithet al, 1997
cactgcatgcaaaggcaaccadc
6. | Bngl 161 gctttcgtcatacacacacattca Smithet al. 1997
) atggagcatgagcttgcatattt V
7. | Phi121 aggaaaatggageegglgaackay i et o 1997
) ttggtctggaccaagcacatacar V
8. | Phi118-2 ateggalcggetocegieaaa | g i et a1, 1997
) agacacgacggtgtgtccatc V
9 | cl1-06 caccctcctccagttgtcattcg Jarretet al. 1997
' aaggtcagcaaagcggcatagq '
10.|Cl 1-20 cgegegtgaggacectata. |- o et a1, 1997
aaccgcctcaatcaattgc
11.|Cl 2-23 gaggcggaggagttgagag Jarretet al, 1997
acaaaacaacgaaacccatagf
12.|Cl 2-140 ctittictictgatttgactgg Jarretet al, 1997
) actgtttatcccgacttcacta ’
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A PCR reakci6t 25 ul végtérfogatban végeztik en§@emplat DNS, 10-20 pM primer, 1x-
es koncentraciéju PCR puffer (50 mM KCI, 10 mM TR4E€I pH 8,3, 1,5 mM MgGl
0.001% zselatin), 1-2 mM Mg&l0.4 mM dNTP és 1 egység (U) Taq polimeraz (Sigma)
felhasznalasaval. A reakciokorilmények kozul a uskdbket és a Bmersekletet a
kovetkedképpen mobdositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 x iséuégn: 10 mp 95°C, 30 mp
62*°C, 1 perc 72°C, majd 30 x ism&iben: 10 mp 95°C, 30 mp 55°C, 1 perc 72°C, végll 5
perc 72°C (*-Touch down 65°C - 55°C). A reakciotékek elvalasztasat horizontalis (1,5%)

agaréz geélen végeztik EtBr-os festést alkalmaz@a\(61 ora).
3.3.3 cpDNS

A kloroplaszt molekularis elemzést két cpDNS (ycf@nVAL) (11.tAblazat) primer
felhasznalasaval végeztik. A PCR reakciot 25 ptérémgatban végeztik el 30 ng templat
DNS, 10-20 pM primer, 1x-es koncentraciéju PCR eufb0 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI
pH 8,3, 1,5 mM MgGJ, 0.001% zselatin), 1-2 mM Mg&10.4 mM dNTP és 1 egység (U)
Taq polimeraz (Sigma) felhasznalasaval. A reakdidlkidények kozil a ciklusiiket és a
hémérsékletet a kdvetkéképpen maodositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 x iséuégn: 10 mp
95°C, 30 mp 62*°C, 1 perc 72°C, majd 35 x iseien: 10 mp 95°C, 30 mp 57°C, 1 perc
72°C, végul 5 perc 72°C (*-Touch down 65°C - 55°@).reakciotermékek elvalasztasat
horizontalis (1,5%) agar6z gélen végeztik EtBrestést alkalmazva (60 W, 1 6ra).

11. tdblazat. A cpDNS vizsgalatokhoz alkalmazathprpar szekvencidja (Al-Janadtial., 1994; Danet al,
2004).

# | l6kusz| primerpéar szekvenciak hivatkozas

1. | clp1z | 29ttcgagectgattatece | gananiet al, 1994
gatgaacgctggcggcatgc

2. | ycf9 aattagagggaggggtctcttg:: Daneet al, 2004
ataataggctagctctgcactgatg

3.3.4  Lcyb szingén

Az Icyb szingén molekularis elemzését egy szingérybl (12. tablazat) primer
felhasznalasaval végeztik, A PCR reakciot 25 ptérémgatban végeztik el 30 ng templat
DNS, 10-20 pM primer, 1x-es koncentraciéju PCR eufb0 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI
pH 8,3, 1,5 mM MgGJ, 0.001% zselatin), 1-2 mM Mg&10.4 mM dNTP és 1 egység (U)
Taq polimeraz (Sigma) felhasznalasaval. A reakaidlkienyek kozul a ciklusiiket és a

hémérsékletet a kdvetkéképpen maodositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 x iséuégn: 10 mp
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95°C, 30 mp 65*°C, 1 perc 72°C, majd 35 x iseien: 10 mp 95°C, 30 mp 60°C, 1 perc
72°C, végll 5 perc 72°C (*-Touch down 65°C - 55°@).reakciétermékek elvalasztasat

horizontélis (1,5%) agardz gélen végeztik EtBrestést alkalmazva (60 W, 1 oOra).

12. tablazat. A gordégdinnyeCitrullus lanatug LCYBIcyb szingén vizsgalatokhoz alkalmazott 2 primerpar
szekvenciaja (Bangt al, 2007).

# |6kusz primerpar szekvenciak hivatkozas
cctgttcttctggagttctt

gaaaaagtgagtggtgtgaggaBanget al. 2007
aatgatggtgtgaccattcaag v
cttacaatccaggctaccagg

1. | LCYB 314

2. | LCYB 1134

335 WGA

A WGA felszaporitas lépéseit a kovetkkappen hajtottuk végre:

oldatot készitettiink, a mintakhoz 1 pl 10 x fragtéken puffert és 9 pl DNS-t (1 ng/ul)
adtunk, és pontosan 4 percig 95°C-on denaturalRBR(készilékben, amit révod jégen
tartds, és rovid centrifugélast kdvetett).

(b) Genomi kényvtar készitése: A mintankhoz 2 xlKonyvtar Preparalo Puffert, majd 1 pl
stabilizal6é puffert adtunk. Enyhe vortexelés, madjdid centrifugalas utan 2 percig 95°C-on
denaturaltuk, révid centrifugélas utan ismét jégebyeztiik a mintakat. A kdvetkétepésben

1 pl Kényvtar Preparalé Enzimet adtunk a mintakhoajd enyhe vortexelés utan ismét
jégfurdst alkalmaztunk. Ezt kovéen egyetlen ciklusbdl allé PCR reakciot inditottak
kovetked paraméterekkel: 16°C/20 perc, 24°C/20 perc, 30 @R@rc, 75°C/5 perc, tarolas
4°C.

(c) PCR amplifikalas / 2: Az ét6 lépésekben elkészitett genomi kényvtarhoz mintange

pl PCR mastermix-et adtunk, ami a kovetkezt tartalmazta: 7.5 pl 10X Amplification
Master Mix, 47.5 ul nukleaz mentes viz, 5.0 ul WE#H29 DNS polimeraz. Az igy kapott 75
ul végtérfogata oldatbdl Gjabb PCR reakcidt inditot 95°C/3 perc (denaturalas), 14
ciklusban: 94°C/15 mp, denaturalas, 65°C/5 pergd shC tartas, tarolas -20°C.
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336 ALF

Az ALF SSR primer péarok egyik tagjat Cy5 fluoreszeenolekulaval jel6ltik (Gyulat al,
2006). A Cy5 abszorbcidja 643 nm-en, emisszidja B@ifen veszi fol a maximalis értéket.
Az SSR fragmentek szeparalasat ALF express Il DNAalyser (automated laser
fluorometer) készllékkel ReproGel High ResolutiolAGE geél (24%) (Amersham
Bioscience) alkalmazésaval, rovid thermoplate-egezéik. A futtatast 850 V-on, 50 mA-el,
50 W teljesitménnyel, 3C-on 120 percen keresztil alkalmaztuk. Az adatddtofgozasa
ALFwin Fragment Analyser 1.03 szoftverrel tortéaAtfuttatdsokhoz Cy5-el jeldlt kidsés
belss molekulatomeg markereket alkalmaztunk standardi@walaiet al., 2005).

3.4 Szekvenciaanalizis

Az ITS, SSR és cpDNS PCR termékek szekvenalasaagméntumok gélld tortens
visszaizolalasat és tisztithsat kdeat BigDye Terminator szekvenald kit felhasznalasava
végeztik el (Applied Biosystems BigDye v3.1) egy IABism 377 DNS szekvenatorban
(Applied Biosystems). A fragmentumokat a szekvemaétt kibnozd vektorba épitettiik
(P GEM- TEasy vektor kit). A geld torténd visszaizolalas utan, 10 percig 14,000
fordulatszadmon, 4°C-on centrifugaltuk. Steril kinények kozo6tt 5ul templathoz az alabbi
klbnozd mixet adtunk (Rl desztillalt viz, 1ul pPGEM- TEasy vektor (23. 4bra), l T4 DNS
ligaz és 1ul 2x Rapid Ligation Buffer).

pGEM -T Easy

Vecior

VT s

23. abra: A PCR fragmentumok klonozasahoz felhdsB@em T-EAsy klonozé vektor felépitése (Promega)
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Ezt kdveten 3 oran at inkubaltuk a mintakat 22°C-on, majdiatakhoz 50ul Escherichia
coli IM109 sejtet valamint 1Ql plazmid DNS-t mértiink. 20-25 perc jégen tarté&snué0
méasodperc 42°C-os5hokk kovetkezett, majd jégre helyezve 280olyékony LB tapoldatot
adtunk a mintdkhoz. 12,000/perc fordulatszammagrtig toményitettilk a sejteket, és |H0

tapoldatban szuszpendalva antibiotikummal kiegéizéiptalajra szélesztettik.

A klbnozas sikerességét a kirdokoloniakbdl inditott kolonia-PCR-rel ellériztik, és ezt
kovetben mintanként 3 klont szekvenaltunk meg. A szeklashéz az ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Hungary) rég alkalmaztuk. A szekvencia
illesztéeshez a BioEdit Sequence Alignment EditorC8WU, USA) (Hall, 1999) és
CLUSTALW EMBL-EBI (Thompsoret al, 1994); a blast elemzéshez a BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), a szekvencia elemzéshez N&Bl (National Center for

Biotechnology Information) programokat alkalmaz{@tschulet al, 1997).
3.5 Statisztikai feldolgozas

A statisztikai elemzéseket a Microsoft Excel, valamaz SPSS 16 programcsomaggal
veégeztik. Az egyes lokuszok variabilitasat a Pl@lkér(polymorphism index content)
meghatarozasaval végeztik, amelynek kiszamitasahoxndersoret al, (1993) formulat
alkalmaztuk : PIC = 1 3,; P? ahol a pi érték az i allél gyakorisaga. A kladogr
elemzéshez az SPSS-16 (Jaccard Similarity Indecadé, 1908; Average Linkage, within
group), MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Aysis; Tamuraet al, 2007) és
CLUSTAL W (Thomsoret al, 1994) programokat alkalmaztuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 Gorogdinnyemagok feltarasa

A 13. szazadCitrullus magok a debreceni volt Kdlcseyiivelodési Kozpont terliletén feltart
kutak asatasai soramskerilt névényleleteil szarmaznak. A 15. szazdditrullus magvak a
budai kiralyi var (Arpad-hazi IV. Béla Kiraly, 124Zsigmond-kori szarnyanak (15. sz. eleje)
régészeti feltardsa (1999) soran (Budapest |. aent Gyorgy tér, Teleki palota, 8 sz. kut)
(Nyékhelyi, 2003) keriiltek feltarasra. Az asatasokin nagy mennyiségovénymaradvany
kerllt eb, 195 novényfaj tobb mint 3 milli6 maglelete (Gyiukt al, 2006). A régészeti
kormeghatarozas alapjan (pénzek, edények stBijrallus magok eredete a 15. szazadiels
felére volt azonosithatd (Nyékhelyi, 2003). A 18azadiCitrullus lelet botanikai gffjitemény
anyaga, az un. Pannonhalmi Apatsag botanikéjtggyényéldl bocsatottak rendelkezésiinkre
(Mezégazdasagi Muzeum, Budapest) (Voros, 1971) (24al)

z-.o:ﬁumo

24, abra: A vizsgalt régészeti magleletek mintéi3aszazadi, Debrecen (a), 15. szazadi Budai Waég a 19.
szazadi, Pannonhalma (c). Méret: 1mm. (Teithl, 2007a).

25. abra: Eurdpa térképe az asatasok helyének ibléggvel: 13. szazad, Debrecen (1), 15. szazadaiBear
(2) és 19. szazad, Pannonhalma (3) (Edtal, 2007b).
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4.2 A mai fajtak morfoldgiai 6sszehasonlitasa goroggatipusok szerint

A régeészeti mintadk fenotipus rekonstrukciéjdhozmddi fajtat vizsgaltunk meg kisparcellas
kisérletben. A parcellak 2X5 méter mdéek voltak. Faj illetve fajtakat parcellanként 3
ismétlésben Ultettik el. Koralbelul 1,5 x 1,5 méemniilet jutott egyedenként. A mai fajtakat
mag (26. abra), héj (27. abra) és husszin (28) &zexint csoportositottuk. A morfoldgiai
felvételezést 25 bélyeg (Agrobotanikai Kozpont, ibapele) alapjan végeztik el.

41 42 43 44

o e [ AL
“‘.E:b. 0‘:"&“ ?‘0“:‘ P 3:5.:.,% o
- 9..'. :.d "l ‘:'zs “s Y
o3I vy Vo

26. abra: Az 6sszehasonlité elemzésekhez alkaltnamatsartok (1-3Citrullus colocynthiy, takarmanydinnye
(4-6, Citrullus lanatus citroidesés gorégdinnye (7-44itrullus lanatu$ fajtak és tajfajtak magtipusai (szines
méret 1cm) (Tothet al, 2007b).
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27. abra: Az 6sszehasonlité elemzésekhez alkalinamat sartok (1-3Citrullus colocynthi}, takarmanydinnye
(4-6, Citrullus lanatus citroidesés gordgdinnye (7-44€itrullus lanatu3 fajtak és tajfajtak terméstipusai (szines
meéret 25cm) (Tétlet al, 2007b).
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N nEne

28. abra: Az dsszehasonlité elemzésekhez alkalmamotsartok (1-3Citrullus colocynthi¥, takarméanydinnye
(4-6, Citrullus lanatus citroidel és gorogdinnye (7-44Citrullus lanatug fajtak és tajfajtak hisszin tipusai
(szines méret 25cm) (T6#t al, 2007b).

Az elemzés sordn a Jaccard (1908) indexek segisiegékészitettik az 6sszehasonlitd
dendrogrammot (Szabét al, 2005a,b). A gorogdinnye fajtatipusokba toétdresorolasat

megneheziti a rendkivili szin és forma gazdagsagrmés héj, terméshis és a mag
tekintetében. A felvételezett adatok alapjan a 4#sgalt gordgdinnyefajta és tajfajta
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elkilonithed volt a Citrullus lanatus lanatusa Citrullus lanatus citroidesés acCitrullus
colocynthiselterjedt 6 tipusok szerint (29. &bra).

CARSE u] 5 10 15 20 25
Fajta L S S
Finn 1&8 1 ]7

Portugal 172 3

Belga 547 2z

Bacsbokod 917 7

Romén 235

5
Szeged 93 4 g —-

Ujazilvds 816 &

Rakoczifalwa 145 33

Hagyvarad 767 30

Pusztadobos 148 38 Q

Flondike 96 17 —
Sugar baby 26l 4z -—-

Oros 862 32

Sikbiriak 38 28

Crimson Z62 40

Eibéd 172 41

Forai kinecs 255 44

Csardasz&allés 113 14

Charleston 263 18

Nagyecsed 775 27

Hewvesi Z58 Z5

Debrecen 111 Z5

Hagykalls 785 28

Turkewve 112 0 | —
Belij dimij 152 1z

Marsowszky 256 23

Taktaharhény 730 13 |

Szentesi 260 11

Réckeve 812 13 |

Kecskeméti 253 36

Haromfa 754 Z4 |

Biri 114 la —
Hyiregyhéza 778 35 |

Ukrainskij 145 21

HNyirkétor 155 31 -
Napsugéir 257 2]

Devavanya 101 10 |

Kombro 762 34

Séndorfalwa 105 5 | —
Szirma 782 22

Tura 389 15 |

Gybingyos 965 35

Ilk 23@ a7 |

Lipdat 970 43

29. abra: Morfolégiai dendrogram (SPSS16) a maibkafl-3, Citrullus colocynthi¥ takarmanydinnye (4-6,
Citrullus lanatus citroidesés gorogdinnye (7-44Citrullus lanatug fajtak és tajfajtak rokonsagi kapcsolatainak
meghatérozésara (Togh al, 2007a).
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4.3 DNS izolalas az archeologiai, és a mai fajtakbdl

A régészeti mintdkbdl szarmazo, valamint a @arullus magokbol izoldlt DNS (30. abra)
mennyiségi és misegi jellemsit NanoDrop UV spektrofotométerrel mértik meg (13.
tablazat), amely alkalmas volt a legpontosabb absikis elemzésekre is (A260/280 és
A260/230).

19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

30. abra: A mai sarték (1-Fitrullus colocynthiy, takarmanydinnye (4-6Citrullus lanatus citroides és
gorogdinnye (7-44Citrullus lanatug fajtak és tajfajtak levélmintaibdl izolalt DNS néségének ellefrzése
EtBr-agar6z (0,8 %) gélen.

13. tablazat. A mai sartok (1-&itrullus colocynthiy, takarmanydinnye (4-6Citrullus lanatus citroideks és
goroégdinnye (7-44Citrullus lanatu$ fajtak és tajfajtak izolalt DNS mintainak menrgs (ng/ul) és miéségi
(Azs0r280 Aze0i230 Ertékei.

minta # ng/ul Asor2s0 | A260/230 Minta # ng/ul | Asorso | Azeorzso
Gd1 396,51 | 2,16 2,02 Gd 23 688,91| 1,98 1,54
Gd2 44253 | 1,9 1,33 Gd 24 173,01| 2,12 2,12
Gd 3 533,41 | 1,87 1,29 Gd 25 428,89 2 1,37
Gd4 399,11 | 2,13 2,09 Gd 26 568,27 | 1,96 15
Gd 5 509 1,82 1,11 Gd 27 565,78 | 2,15 1,99
Gd6 553,85 | 1,88 1,44 Gd 28 795,93| 1,66 1,12
Gd7 130,12 | 1,93 2,75 Gd 29 199,22| 2,17 1,3
Gds8 338,72 | 2,15 2,05 Gd 30 568,68 | 2,16 1,87
Gd 9 350,39 | 2,17 1,5 Gd 31 255,35| 1,62 0,58
Gd 10 403,03 | 2,16 1,88 Gd 32 275,24 2,09 1,56
Gd 11 675,84 1,95 1,42 Gd 33 551,94 | 2,17 2,03
Gd 12 281,69 2,11 1,53 Gd 34 246,1 2,04 1,69
Gd 13 83543 | 2,19 1,88 Gd 35 138,38 2,03 1,29
Gd 14 669,44 | 2,08 1,72 Gd 36 224,86 2,09 1,26
Gd 15 806,84 | 2,2 2,07 Gd 37 481,1 2,17 1,77
Gd 16 761,39 | 2,06 1,77 Gd 38 489,75| 2,18 1,69
Gd 17 418,73 | 2,11 1,68 Gd 39 124,16| 2,05 0,73
Gd 18 383,59 | 2,15 2,13 Gd 40 255,09| 2,01 0,82
Gd 19 131,42 2,12 1,91 Gd 41 176,45| 1,6 0,81
Gd 20 631,95 | 2,18 2,1 Gd 42 168,39| 1,84 0,85
Gd21 294,1 2,21 2,23 Gd 43 336,08 | 1,49 0,38
Gd 22 836,09 | 1,97 1,42 Gd 44 268,99| 1,66 0,5
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A mai DNS mintdk minden esetben j6 abszorbcidskékigt és ardnyokat mutattak, melyek

alapjan a molekularis elemzés tobb ismétlésbenalaitgezhé.

A régészeti mintakbdl kis mennyidégtoredezett DNS-t kaptunk (31. abra), 100-3000 bp
nagysagban, mig ezzel szemben a mai fajtakbol memnyiséd, kompakt DNS-t izolaltunk
(14. tablazat).

31. &bra: A 13. sz. (45), 15. sz. (46) és a 19(4%).Citrullus magvakbdl izolalt DNS elvalasztasa EtBr-agaréz
(0,8 %) gélen (100bp MW).

14. tdblazat: A régészdiitrullus magokbdl izolalt DNS mintdk méségi és mennyiségi értékei.

Sample ID ng/ul Bso2so | A 260230

13. sz. Debrecen 15,09 1,65 0,18
13. sz. Debrecen 11,23 1,57 0,14
13. sz. Debrecen 88,3 1,51 0,79
13. sz. Debrecen 68,44 1,73 1,65
13. sz. Debrecen 21,15 1,59 0,42
13. sz. Debrecen 36,6 1,63 0,42
15. sz. Buda 49,76 1,65 0,65
15. sz. Buda 23,65 1,76 0,75
15. sz. Buda 52,32 1,92 0,61

19. sz. Pannonhalma 91,8b 1,87 0,84
19. sz. Pannonhalma 30,22 1,64 0,71

19. sz. Pannonhalma 65,32 1,71 0,89
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4.4 Teljes genom felszaporitasa (WGA)

A felszaporitas hatékonysagat minden esetben agatém elletiriztik.

Az egységnyi (9 ng) DNS mintakbdl tortételjes genom amplifikalas (WGA) hatékonysaga
(32. abra) a régészdgitrullus leletek (13. sz, 15. sz, 19. sz); és két mai @), valamint a
kontrol huméan DNS (1) és a DNS-mentes minta (3}rdatijdban

E==2 S==4=—0-—-6-—-FWM

32. dbra: Teljes Genom Amplifikacié (WGA) a 13.,,1és 19. szazad@itrullus DNS mintakban (5-7) egy mai
fajta (2, 4) és DNS-mentes minta (3) kontrolljaban.

A teljes genom amplifikacié (WGA) hatékonysaga aalalt (a) és WGA amplifikalt (b)
Citrullus DNS mintdk mennyiségi (ng/ul) és UV-spektrofotoridest mirbségi értékeiben
(A260/A280, A260/A230) valamint (c) a WGA- ampliéikié hatékonysaga (15. tablazat).

15. tablazat. A Teljes Genom Amplifikacioban (WGHIszaporitottCitrullus DNS mintdk mennyiségi és
mindségi értékei.

G (b) (©)

DNS ng/pl Asoia280 Az60/a230 DNS ng/pl Aeo/azs0 Az60/a230

huméan 81,14 2,11 1,97 human 910,72 1,77 1,64 X1,
gd1l 396,51 1,88 2,02 gd1l 954,82 1,76 2,12 X265
gd 6 533,41 2,46 1,44 gd 6 971,77 1,86 2,09 X1,8
13.sz./1 | 15,09 1,65 0,18 13.sz./1  803,2 1,77 1,59 X 53,2
13.sz./2 | 88,3 1,51 0,79 13.sz.[2 988,14 1,79 1,61 X11,2
15.sz./1 | 49,76 1,65 0,65 15.sz41  953,1p 1,87 2,13 X 19,2
15.sz./2 | 23,65 1,76 0,75 15.sz.f2 1071,p5 1,88 2,1 X 45,3
19.sz./1 | 91,85 1,87 0,84 19.sz./1 11046 1,96 321 X 12
19.sz./2 | 30,22 1,64 0,71 19.sz41 10748 1,86 2,12 X 35,5
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4.5 Osszehasonlit6 molekularis vizsgalatok
45.1 ITS elemzés

A molekularis vizsgalatokban &zor ITS elemzést végeztink a régészeti ésCitaillus
mintakban. Az alkalmazott primerek (Hsiagt al, 1995) alapjan az alabbiak szerint
maodositottuk:

ITS L: 5’-cgcgtttacaaacaaattgtcc-3’

ITS 4/1: 5’-acactacggtggttgatccg -3’

ITS 4/2: 5’-gtccccccaaaggatgacgce-3’

Amely primerek hasznélatdval egy kozel 610 bp éy &ebb 130 bp nagysagu
fragmentumot (33. 4bra/a,b) szaporitottunk felggseeti és a ma&itrullus mintakbol.

2 5 20 35 4245 46 47

a |

33. abra: A régészelitrullus leletek (13. sz.- 45; 15.sz. - 46; 19.sz. - 473 észai fajtakbdl izolalt DNS mintak
tobb ismétlésben elemzett ITS-PCR vizsgalata ITigmparral. (a) 610 bp hosszu ITS fragmentum, pratke
(Hsiaoet al, 1995), (b) 130bp hosszu ITS fragmentum priméfeith et al, 2007a).

45.2 SSR elemzések

Az SSR analizis soran 47 mikroszatellita oligonakepart teszteltiink, amelgb 16
bizonyult hatékonynak (Katzet al, 1996; Danin-Polegt al, 2001), a primerek 80%-aval,
azaz 12 primerrel kaptunk megismétethamplifikaciét a mai, és a régészeti mintakban (34.
abra. A mikroszatellita |I6kuszokat ALF mddszerrakbnlitottuk 6ssze. A vizsgalt 44 mai
Citrullus fajtat és a régészeti mintdkat 12 SSR markerraigéttuk, melyekben 23 I6kuszon

0sszesen 701 fragmentumot azonositottunk (16.zaf)lavegul a 12 SSR primer adatainak
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felnasznaldsaval molekularis dendrogram (35. alelejnzést végeztink a mai (1-44),
valamint a régésze@itrullus leletekben (45-47), az ubork&ycumis sativysgénbanki adat

0sszehasonlitasaval.

bngl339 cmtcl168

5 12 17 25 36 43 45 46 47

2 15 23 32 39 42 45 46 47

L

cl2-140

3 & 15 2328 32 334245464?.
—

phi121

16 24 43 45 46 AT

13 25 36 44 45 46 47

cl2-23 bngl118-2

34. abra: A régészeti és m@itrullus mintak vizsgalata SSR primerekkel (#1-44 mai nkipes #45, 46, 47
régészeti mintak).
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16. tablazat. Az ALF-SSR (automata laser fluoromedemzés mintazata 12 mikroszatellita (SSR) lak@8
allél, 701 fragmentum alapjan a 44 mai és a régiégztb, 45, 47) mintakban.

SSR cmet168 | bngllel | bngll18-2 | phill8-2 | bngl339 | phil2l | cmaccldé | cmctdl cll-06 cl1-20 cl2-23 | cl2-140
a|bja|b|a|b|la|b|al|b|alb|lalb|al|lb|c|alb]|a b Total
nt 126 130 | 146 | 124 | 132 132 | 136 | 113 ] 030 | 124 | 130 | 124 | 136 | 306 | 300 | 130 | 145 | 150 | 81 [ 187 [ 178 | 183 | 190 N2
PIC értek 0 049 037 049 048 049 030 044 0,64 0,38 048 0
i o|ov
. |Cc ] o0 0|0 o0 0|0 0 0 [ B N N ) |0 L 18
2 | Ce L] o 0 0 o 0|0 0|0 0 0 [ ] [ ] [ L 16
3 |Ce ] o0 0|0 o0 0|0 0 0 [ B N N ) |0 L 18
4 | Cle L] Q|0 0|0 0 0|0 00 0 0 0 0 0 [ ] o 0 |0 L] 20
5 |Clc [ ] O 0 0|0 0 0 0 0 o 0 0 0 |0 [ ] [ N ) [ ] 18
6. |Clc ] o 0 0 o 0 0 o 00 0 0 |0 ] [ N I L] 18
7 |ClLL [ ] o 0 0 [ ] o 0 0 0 |0 [ ] o0 0 0 L I L 1§
8 |CLL ] o 0 0 o 0|0 0|0 0 0 ¢ [ I BN L] L 17
9. [CLL [ ] o 0 0 o0 0 0 0 0 0 [ ] 0 L L 15
10. | CLL ] o 0 0 [ N [ B ] L] ¢ [ I ) [ ] L 14
1. |CLL (] o0 0 [ (] (] [] [] [] [ L L 14
12. | CLL ] » 00 o 0|0 0 0 o 0 0 0 0 0 L 16
13. | CLL [ ] o 0 0 [ ] o 0 0 0O [ ] 0 L L 13
14. | CLL ] [ N ] o 0|0 0 o 0 0 [ NN BN ¢ 0|0 |0 L] 18
15. | CLL [ ] o 0 0|0 [ ] [ ] o0 [ ] L 12
16. |ClL L 0|0 L L L [} [} LK ) 11
17. |CLL L o0 0O o 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 L 20
18. | CLL ] N L] o 0 ] [ N ] [ ] L] ] 13
19. | CLL L] o 0|0 0 L] L] o0 [ ] LN L] 13
2. [CLL ] o 0 0 o 0 0 o 0|0 0o 0 ¢ L] ] 15
2. [ CLL L] L] o 0|0 0|0 0 0 L [ N L 13
2. |ClLL ] o 00 L] o 0 0 L [ N ¢ L] ] 14
2. |CLL L] ¢ o0 0 0 |0 o0 0 0 Q [ ] L] L] 15
X |CLL ] ] L] o 0|0 0 [ N [ N BN L] L 14
2. | CLL [ ] [ N [ N o0 L] L [ N L 12
2. |CLL ] o 0 0 L] o 0|0 0 0 L [ B NN LN ] 18
2. |CLL L] N o0 0|0 ¢ [ N L 11
28. |CLL ] L] L] L] o 0 0 ¢ [ I ) ¢ L] ] 13
29, |CLL L] N o 0 0 L] [ ] [ BN L L 13
30, |CLL ] o0 0|0 L] [ N ] L] ¢ [ I ) [ ] L 14
3. | CLL ] o0 0|0 0 L] o 00 [ [ ] L] 13
32| ClLL [ ] [ ] [ ] o 0 0 0 { I [ ] [ ] ] [ ] 13
B[ CLL ] o 0 0 o 0 0 ] ] ] [ ] [ L] 13
M| CLL [ ] [ ] o 0 |0 o 0 |0 [ ] ] [ N ] L 13
3. | CLL [ ] o 0 0 0 0 [ N L [ B ) [ ] L 13
36. [CLL [ ] o 0 0 o 0 0 0 |0 o 0 0|0 0 0 0| L 18
3. CLL ] o 0 0 o 0 0 o 00 [ B ) [ ] L 14
3. [ CLL [ ] O 0|0 0 0 0 0 0 0 [ ] [ ] 0 ] [ ] 15
3. [ CLL ] [ N ] L ] L [ B NN [ L 12
40. | CLL [ ] o 0 0 o 0 |0 o 0 |0 o0 0 |0 [ ] ] [ ] 17
41. | CLL L] N o0 0|0 0 [ ] [ ] [ N L 13
42, | CLL [ ] [ ] { N o 0 0 0 [ N ] ] L 12
3| CLL L] o 0 0 L] L] o 0|0 0 [ BN L L] 15
44, |CLL [ ] o0 o 0 |0 o 0 |0 [ [ N | ] L 14
45 | Cll [ ] [ ] [ ] (0 0 00 0 O o0 |0 0 0|0 L] 17
46. | CLL [ ] o 0 0 o] o0 0 0 0 0 0 0 0 o 0|0 0o 0 19
41. | Cle ] o 0 0 o 0|0 0|0 0 0 ¢ [ ] [ N L 16
N 47 M 42401336 31|39 28|36 |38 |80 B 8|0 |B]194]13]20]15 47 701
¥ 47 76 53 67 67 74 47 53 81 53 6 47
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Ce.

Cle.

Ll

40 BN |

C sativus

0.8 06 0.4 0.2 0.0

35. abra: Molekularis dendrogram elemzés a maid{l-valamint a régészeti (45-4Cjtrullus mintakban a 12
SSR mikroszatellita 16kusz, 23 allél, 701 fragmemiualapjan, az uborkaC(@cumis sativysgénbanki adat
O0sszehasonlitasaval (SPSS16).

74



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

77 Lz

A molekuléris dendrogram elkészitése utan lathat@ta hogy a harom régészeaitrullus
lelet, harom egymastdl eltér csoportba rendédodtt a mai Citrullus fajtéakkal. A
dendrogramm elemzése soran elmondhaté, hogy a ZZadi debreceni lelet a #17
(Klondike) és #36 (Kecskeméti voroshusu), a 15zadabudai a #12 (Belyj dlinnij) és #14
(Csardaszéllas), mig a 19. szaz@idirullus maglalet a #4 (Szeged), #5 (Roman 235), #6
(Ujszilvas) mai fajtakkal mutatja a legkdzelebbkoasagot (36. abra).

36. abra: A régészetitrullus és a legkdzelebbi rokonsagot mutatdé (SSR dendmogre85. dbra) maCitrullus
fajtak magjainak 0sszehasonlitdsa (a — hasi éshéti-oldal). (1) 13. szazadi debreceni magleletés(4)
kecskeméti voroshug#36) - (7) Klondikg#17); (2) 15. szazadi budai maglelt és a B&lyj dlinnij (#12) - (8),
Csardaszallag#14); (3) 19. szazadi pannonhalmi maglelet és)ar@nan-235#5) — (9) Ujszilvas (#6) mai
mintdk 6sszehasonlitasaban. (méret: 1mm) (€b#i, 2007b).

453 cpDNS elemzeés

A kloroplasztiszt DNS-t két 16kuszon elemeztikyc9-orf62(a PSIl PsbZ protein kézponti

alegységét kodolo génje) &mVAL-rpsl2(a valin tRNS-t és a 12S riboszémalis protein-t
kodol6 gének) szakaszain. Az ycf9-orf62 primer &seh egy 640 bp hosszusagu fragmentet,
mig a trnVAL-rps12 kloroplaszt primer esetében BpGzakaszt szaporitottunk fel (37. abra).
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trnVAL-rps12 ycf9-orf62

4 35 44 45 46 47 13 5uRNBEHA

!

37. abra: A régészeti és n@itrullus mintak kloroplasztisz-DNS vizsgalata két cpDNSusékon, #3, 35,44 és 1-
32 mai mintakban, valamint a #45, 46, 47 régésagtiakban.
45.4  Icyb szingén szekvencia elemzése

A sejtmagilcyb szingén szekvencia elemzése soratcy@z gén (2146 bp) két szakaszanak
(314-591 bp; 1134-1233 bp) PCR felszaporitasatzékvencia elemzését végeztik el. Az
lcyb gén esetében egy 277 és egy 99 bp hosszUsaglefregrezaporitottunk fel (38. abra).

3 13 25 29 32 43 45 46 47 3 24 32 42 45 46 47

o e S P B e e

38. abra: A régészeti és maitrullus mintak vizsgalata &yb gén két I6kuszan dzyb-specifikus primerekkel
(Banget al, 2007) , #3-43 mai mintak, #45, 46, 47 régégnaitak.
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4.6 Szekvenciaanalizis és fajtarekonstrukcio klasztatias alapjan
4.6.1  Sejtmagi DNS analizis
46.1.1 ITS szekvenciak

ITS elemzés az ITS1-5.8S-ITS2 rDNS I6kuszon (39aalAz evollciésan konzervativ ITS
szekvenciak elemzése alapjan kirajzolédott @ddap Citrullus fajta a cv. Turkeve (#20),
amely annak ellenére, hogy piros hasu fajta, adkaitl-3) és a takarmanydinnye (#4-6)
fajtdkkal valamint a 19. szazadi (#47) mintaval atott kdzeli genetikai rokonsagot az #1-6
mintakra jellem# (C)s delécios-allél hordozasaval (385 bp - 392 bp), lgnhékuszon a
Tarkeve (#20), és a 15. szazadi (#@&ullus heterozigodta: (G)/ (C). Az #5 sartok minta
szintén heterozigéta ezen a lékuszon, amely egg édel sartokfajtat feltételez, tovabbi
szelekciora (afrikai uti leirasok és magyar termgstapasztalata szerint is). A #7-18, 21-22,
24, 26, 28, 29, 31, 32, 34-45 gorogdinnyékbeny @@Jécié van a (G@)delécios lokuszon. A
sartokokre és takarmanydinnyékre és a #47 (19adpamintara egy tovabbi (ATT) delécio
(45-47 bp) jellemd, amely I6kuszon az #5, a #20 mai, és #46-0s (d&zagli) régészeti
Citrullus mintak heterozigéték. Egy tovabbi g@)elécidt (385 bp-392 bp) mutattunk ki az #1-
6 fajtakban sartok, takarmanydinnye és a 19. sz&#dd) mintdban, amellyel molekularisan
igazoltuk a 19. szdzadi magminta fajtabesorolasditaimanydinnye:Citrullus lanatus

citroides.

Ezt az eredményt a mag morfologiai vizsgalatoldsegjelezték. Ezen az ITS lokuszon az #5
sartok, a #20 gorogdinnye (cv. Turkeve), valamintlm szézadi archeo minta (#46)
heterozigéta allél megoszlast mutatott, amely eddmjelzi, hogy a 15. szazadi (#46)
régészeti dinnye a domesztikacioh#gibb fajta lehetett, mint a kétszaz évvel korab®i 1
szazadi (#45) dinnye. A #19, 23, 25, 30, 33 és atakban nem (G) hanem csak (&)
delécidt azonositottunk, amely eredmény Kkijelolt8 a rokonsagi koért a vords hasu
gorogdinnyéken belll. Tovabbi négy SNP valtozastattunk ki: egy T-inszercioval (393.
bp) és harom szubsztitaciéval{€I a 407. nt-on; és kétHC az 545. és az 575. nt-on). Ezek
az SNP-szubsztituciok az #1-6 mintakban, valamint exeken az SNP pontokon is
heterozigdta mintakban (#20, cv. Turkeve; és sst&zadi #46) archeo minta; Id. az #5 sartok
minta is heterozigota) van jelen. Végul a haromésegti és 44 maitrullus szekvencigjanak
felhasznalasaval elkészitettiik az ITS dendrogranfMBGA4) (40. abra)
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39abra: A régészeti és a 44 radtrullus minta (7. tablazat, 55.o0ld.) elemzése az rDNS 58B-1TS2 lokuszon (SNP pontok kiemelésével)
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40. dbra: Molekuléaris dendrogram elemzés a maii-#alamint a régészeflitrullus mintdkban az ITS1-5.8S-
ITS2 lbkuszon (MEGA4) az AJ488232 gorégdinnyeCitfullus lanatus lanatus génbanki adat
0sszehasonlitasaval.

46.1.2 SSR elemzés

A (CT)26.30 NSSR (CI1-20) I6kuszon (183 bp) végzett teljekezercia elemzés (41. abra),
illesztés és BLAST analizis soran egy (€Tnverziot (133-140 bp) azonositottunk, a
régészeti és a mai fajtdkban amely (GT0gyszeit mikroszatellita |6kuszbdl kialakuld
(CT)1-C-(TCh-T-(CT)s 0sszetett mikroszatellita sziiletését igazolja,lpm@hatéan tovabb
fragmentalodik majd az elkdvetkezZvszazadokban. Ez az eredmény kilbnlegesen fantos
mikroszatellita kutatasokban (,|d. mikroszatellitékuletése és halala”: Weber, Wong, 1993;
Messier et al.1996; Kutil, Williams, 2001; Or#t al 1997; Tayloret al 1999; Téthet al
2000). Tovabba, egy (C3) deléciot (126-131 nt) mutattunk ki csakGatrullus lanatus
lanatus gorogdinnye mintakban, szamos heterozigéta fdjtai¥a nSSR dendrogram
elemzések a 15. és a 19. szazadiullus a mai sarga hasCitrullus-ok kézé, mig a 13.
szazadiCitrullust a mai vorés husu gorogdinnyékhez sorolta. Enneler@dménynek a
megebsitésére, a hasszin fajtarekonstrukcio igazolasahéz/b gént elemeztiik, ugyanis az
Icyb gén két allélje szelektiv markere a sarga és wvdirisyehis megjelenésének (Bagtal,
2007).
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41. abra: A régészeti és a 44 ragrullus minta (7. tablazat, 55.old.) elemzése a cl 1-&idaon. A (CT) inverzié (132-140
bp), és a (CRydelécio kiemelésével.
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4.6.1.3 A kloroplasztisz DNS (cpDNS) elemzése

A kloroplasztiszt (cpDNS) két I6kuszon elemeztik:ye9-orf62 (a PSIl PsbZ protein
kozponti alegységét kodold génje) esVAL-rps12(a valin tRNS-t és a 12S riboszomalis
proteint kédol6 gének) szakaszain.

A Kkloroplasztisz DNS (cpDNA) vizsgalataval tovabbtotipus azonositast végeztink (42.
abra). Azycf9-orf62 (640 bp) l6kusz 320. nt-jan azonositott transzve(Z=A — A=T)
mege#bsitett (Daneet al, 2007) egy fajspecifikus, citoplazma-marker atkathatéosagat a

genotipus azonositasaban.

A vizsgalt takarmanydinnyékbenCitrullus lanatus citroides és a gorogdinnyékben
(Citrullus lanatus lanatus kimutatott 132 bp hosszu szakasz delécidja &BPbp) (Danet
al., 2007) elkulonitette a sartokdCifrullus colocynthiy a takarmanydinnyeéét (Citrullus
lanatus citroide} és a gorogdinnyéét (Citrullus lanatus lanatus Ezen felll egy inszerciés
pontot (ATAGC) is azonositottunk (576-581 bp), aynaltakarmanydinnyékberCitrullus
lanatus citroide} és a gorogdinnyékbenCitrullus lanatus lanatus megtalalhatd, de a

vizsgalt sartok Citrullus colocynthiy mintakban nem.

A deléci6 és inszercio segitségével a sar@ieifllus colocynthiy maximalisan elkilonithét
a takarmanydinnyeQjtrullus lanatus citroidesés a gorégdinnyeCtrullus lanatus lanatus

fajoktdl, a mintak husszin@tfiggetlendl.
Az ycf9-orf62 l16kusz szekvenciainak felhasznaldsaval elkésiiiest 44 mai és harom

régészetiCitrullus minta klaszter analizisét (43. abra), amellyelgtitlonithetk az egyes
Citrullus fajcsoportok egymastol.
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42. abra: A régészeti és a 44 radirullus minta (7. tblazat, 55.0ld. elemzése a cpDNS-pcf82 lokuszon. A delécids és inszercids szakasz

(ATAGC: 576-581 nt; és a 132 bp: 389-520 nt) kietsélel.
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43. dbra: Molekularis dendrogram elemzése a mdi{lvalamint a régészeflitrullus mintdkban (45-47) az
ycf9-orf62 cpDNA [6kuszon végzett szekvencia elemzése alafjflaGA4). A Citrullus lanatus citroides
AY522537, Citrullus lanatus lanatus AY522539 és Citrullus colocynthis AY522531 génbanki adat
Osszehasonlitdsaval.

A cpDNS elemzés @aRNA-Val - rpsl2lokuszon (45. abra): A cpDN&RNA-Val - rpsl2
I6kuszan (296 bp) (Jarredt al, 1997) mindenCitrullus minta egy G-»T szubsztiticiot
mutatott a 102.249. nt-on dsszehasonlitva az adédbba elérhét legkdzelebbi rokon fajjal
az uborkaval Cucumis sativusAJ970307). A sartok Gitrullus colocynthis #1-3) és a
takarmanydinnye fajtakQitrullus lanatus citroides# 4-6), valamint a 19. szaza(#47)
cpDNS mintdi egy tovabbi ©T szubsztiticiot mutattak a 102.407. nt-on, ahohdan
gorogdinnye Citrullus lanatus lanatus az uborkahoz hasonléan G-t tartalmazott. Ezzel a
eredménnyel egy cpDNS-alapu markert azonositottaniely elkiloniti a sartokCitrullus
colocynthi3 és a takarmanydinnyéke(Cifrullus lanatus citroides a gorogdinnyéki
(Citrullus lanatus lanatus A 13. és 15. szazad mintdk egy kisebb mai cétgdqev. #12,
Belyj Dlinnij 152; #14, Csardaszéllas 113; #17oidike R7 096; és #36, Kecskeméti
voréshusu 259) mutattak citotipus rokonsagot a4li@.nt-on mutatott (&A) szubsztitucio
eredményeként. Az az eredmény, hogy az ITS szeldleatapjan feltételezett Iégibb, ma

is termesztett gorogdinnye fajta (#20, cv. Turkewe)n kerilt ebbe a csoportba, feltételezi,

83



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

hogy a gorégdinnye nem obligat anyai ofiildst mutat (a megporz6 pollennel is atjuthat a
kloroplasztisz), amely hibrid citoplazma (cibridjfamatos kialakulasat eredményezi.

Tovabbi A—>G szubsztitaciét (102.416. nt) a #8, #15, #20, #28 fajtakban, valamint egy
hadromszoros A>G szubsztituciot (102.416. nt, 102.442. nt és MR.At) azonositottunk
nyolc fajtdban (#11, #19, #22, #28, #31, #33, #853), valamint egy kétszeres—+#4G
szubsztitaciét (102.442. nt és a 102.443. nt) hafapaban (#9, #13, #32, #38). Ezzel az
eredménnyel UGjablCitrullus citotipus csoportokat kulonitettiink el a divertopiazmaju
gorogdinnyéken belll. ARNA-Val - rpsl2szekvencidk felhasznalasaval elkészitettik a
harom régészeti és 44 nGitrullus fajta molekularis dendrogramjat. (44. abra)
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44. abra: Molekularis dendrogram elemzése a mdi4jlvalamint a régésze@itrullus mintdkban (45-47) a
trnVAL-rps12cpDNA I6kuszon végzett szekvencia elemzése alaijitGA4), az uborka AJ97030TC(cumis
sativug génbanki adat 6sszehasonlitasaval.
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45. abra: A régészeti és a 44 r@atrullus minta (7. tablazat, 55.0ld.) elemzése a cpDNERAAVal - rpsl2 lokuszon dsszehasonlitva az
adatbanki szekvenciaval, kiemelve a szubsztit(padgokat (102.407, 102.416,102.418, 102.442, 1R}
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A két cpDNS lokusz szekvenciainak felhasznalasévedrajzoltuk az egyesitett kloroplaszt
molekularis dendrogramot (46. abra), ami tovabhbinelemzést tesz leléet az eddig
elkészitett két cpDNS molekularis dendrogramon tdgyanis jol lathato, hogy a két
kloroplaszt primer egyuttes hasznélataval a sarfGkrullus colocynthis) fajtak mar
elkilonithebk nemcsak a gorogdinnyékt (Citrullus lanatus lanatys hanem a
takarmanydinnyékt (Citrullus lanatus citroidekis.

AJ970307

46. dbra: Molekularis dendrogram elemzése a mdi{lvalamint a régészeflitrullus mintdkban (45-47) az
ycf9-orf62 trnVAL-rps12cpDNS I6kuszon végzett szekvencia elemzése aldM&®GA4) az uborka AJ970307
(Cucumis sativysgénbanki adat 6sszehasonlitasaval.

4.6.1.4 Icyb szingén elemzése

A lcyb gén (2146 bp) két szakaszanak (314-591 bp; 1138-bp) PCR felszaporitasa és
szekvencia elemzése soran két husszin-kapcsokatiklszubsztitlciot (SNP) azonositottunk
a (Banget al, 2007) prébak alkalmazasaval (47. abra). A donsriZCYB gén a sarga
hldsszinhez mutatott kapcsoltsagot, mig a recessgivallél a vorés szinhez (Bargg al,
2007). A két allél szekvencidja mindossze két SHIuszon tért el az 518. és az 1182.
nukleotidban. A 19. (#47) és a 15. (#46) szazadilamint a mai sartok (# 1-3),
takarmanydinnye (# 4-6) és a sarga husu gorogdin#ye-14) mintak mindegyike a
homozigo6ta, dominanSY-tipusu (kanéri sarga - canary yellomdYBallélt hordozta mindkét
SNP lokuszon (&C bp az 518. nt-on és T=A bp a 1182. nt-on), ankedysarga/fehér his-
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47. dbra: A régészeti és a 44 r@drullus minta (7. tdblazat, 55.0ld.) elemzédgab lokuszon kiemelve a két SNP pontot ( 518. és &2 14t).
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szinhez kapcsoltak. Viszont a 13. (# 45) szazaditanegyutt a mai voroshuditrullus
fajtdkkal (#15 - 44) a voros szinhez kapcsolt reziedcyb allélt hordozta (T=A bp az 518.
nt-on, és GC bp az 1182. nt-on). Egyik sartok és takarmanydinimint evolucidsarsibb
taxonok) sem hordoztak a voros szingén markert|yaj@ei, hogy a recessziv vorés szingén
csak kéébb jelent meg a domesztikacio/evollciéo soran. Ezteeedményt egy korébbi
vizsgélat igazolta, kimutatva a voOrés husszin éscukortartalom kodoldé génjeinek
kapcsoltsagat (Hashizumet al, 2003) és ezzel egyben a ’'kapcsolt szelekcios’
preferenciajukat (u.i. egy vorés husu dinnye minddgsebb volt, mig a fehér/sarga husu
gorogdinnyék kozott éfordulhatott kesdr fajta is, pl.Citrullus lanatus citroides Az Icyb
szekvencia felhasznaladsaval elkészitettik a 44 ésaiB régészetCitrullus molekularis
dendrogramjat (48. abra) (Mega4)
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48. abra: Molekularis dendrogram elemzése a mdéjlvalamint a régészeflitrullus mintdkban (45-47), az
Icyb gén I6kuszon végzett szekvencia elemzése alapj&GA4), aCitrullus lanatus lanatuyoros EF183522
és sarga EF183521 allélek génbanki adatainak tesaslitasaval.
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4.6.2  Fajtarekonstrukcio

A morfoldgiai, ITS SNP, SSR, cpDNS, Icyb szingéiélglyakorisag adatai alapjan elvégzett
cluster analizisben megallapithaté a régés@stiullus magvak legkdzelebbi genetikai
rokonsaga a mai fajtakkal. Osszefoglalva, megdhapd, hogy a régészeti mintak citotipusa,
mint az egyik legsibb Citrullus citotipus maig fennmaradt a mai fajtakban. Az elések
alapjan rekonstrualhato volt a 13. szazadi (pirkighet 15. szazadi (sargabéhasonlé a mai
#20, cv. Tarkeve fajtdhoz), valamint a 19. szazadrgabdl) takarmanydinnye feno- és

genotipusa.
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4.7 Uj tudoméanyos eredmények

1. Kivontam a 800-, 600- és 170 évesrullus magvakésDNS allomanyat (6 - 10 ng DNS/ 1
g mag), és meghataroztam a degradaci0 meértékét 44 fajtaval tortéd

dsszehasonlitdsban. A mai fajtak DNS mennyiségg 200 - 800 ng DNS/ 1 g mag volt.

2. A sejtmagi rDNS ITS (ITS1-5.8S-ITS2) szekvencianetése alapjan azonositottam a
legésibb mai gorogdinnye fajtat (cv. Tarkeve, #20). ASI szekvencidk elemzésével
elkllonitettem és a tovabbi vizsgalatokbdl kizar@mexogén/endogén féritt régészeti

magokat.

3. Igazoltam a teljes genom amplifikacio (WGA) alkalthatésagéat agsDNS mintdk nagy
mennyisé§ és szekvencidh felszaporithatosagara. A WGA amlifikacio soran a

fragmentumokban egyetlen hibas amplifikaciét seonagitottam.

4. A sejtmagi nSSR l6kuszok elemzésével a @diullus fajtakban (1-44) és a régészeti
leletekben fajtarekonstrukciét végeztem molekuladendrogram elemzésével. A
molekularis dendrogram elemzését morfologiai degidnm (24 fenotipusos bélyeg)
elemzeésével vetettem 6ssze. A sejtmagi DNS 12 8Bbstan, 23 allélt és 701 SSR
fragmentumat hataroztam meg, mely alapjabzetes fajtarekonstrukciot végeztem a
régészeti leletek fonotipusanak meghatarozasaban.

5. A huasszin-rekonstrukci6 meghatarozaséra a sejtegi (likopin F-cikld2) szekvencia
elemzését végeztem el, amely alapjan DNS szekveszgdant mutattam ki a régészeti

leletek (és mai dinnye fajtak) hus szin tipusait.

6. Mindharom régészeti leletben kloroplasztisz DNSD{§) szekvenciakat mutattam ki
régészeti leletekben és a mai fajtakban trag{/AL-rpsl12), illetve tovabbi ket (YcB)
haplotipus azonositasaval.

7. A DNS mintak szekvencia elemzése soran 12 SSR 10kisszesen 9212 nt), egy szingeén
(100862 nt), egy ITS l6kusz (6sszesen 28670 bpzlipEs ket cpDNS (6sszesen 43992 nt)

l6kusz szekvenciajat hataroztam meg.

8. A vizsgélatok alapjan fajtarekonstrukciot végeztamely szerint a 13. szazadi lelet piros
hasu gorotgdinnye Qitrullus lanatus lanatug, a 15. szazadi gorogdinnyeCitrullus
lanatus lanatusés a 19. szazadi takarmany dinnye sargah@gtullus lanatus citroides

fajta tipusba tartozott.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Tobb mint 800 évesCitrullus ndévénymaradvanyok regeneralasi, és 0sszehasonlito

molekularis vizsgalataval archeogenetikai kutatasekgeztem.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a rég@sanagvak hamar elvesztik
csirazoképességukdn vitro korilmények kozott sterilezett magvak Ol szel#iddok az

exogeén fedzottséd magvaktol.

Az alkalmazott DNS izolalasi moddszerrel megfélehinésédi és mennyisédg 6SDNS
izolalhatd a régészeti magokbol. A kulénBomolekularis moszerekkel kigthatt az
endogén eredét vagy egyéb DNS kereszt-szennjezsek, é€s kimutathaté a DNS
fragmentumok amplifikdlhatésaga, illetve degrad@ts A kapott eredményeink
alatamasztjak az SSR, cpDNS és ITS moddszer alkaigas aCitrullus fajtak kozti
szekvencia heterogenitas kimutatasara, és a maiokofajtak, valamint a régészeti mintak

rokonsagi kapcsolatara.

Bizonyitottam, hogy a teljes genom amplifikalas (Grcheoldgiai mintak esetében is jol
alkalmazhat6. Az alkalmazott DNS izolalasi modszleraz 6sszehasonlitd molekularis

vizsgélatokhoz megfel&élminésédi és mennyisédgDNS izolalhaté assi magokbdl

Az archeo DNS-sel végzett 6sszehasonlito molelsularisgalatok nélkulozhetetlen adatokat
nyujhatnak az emberi élelmezésben mar tébb mint0 660e fontos szerepet jatszo
ndvényfajok mikroevollciés, és domesztikacios kseilgek tisztdzasdhoz. A régészeti
mintakban meg¢rzott gének DNS szekvenciainak klonozésaval és faj@kba tortéd

génatvitellel az archeogenetika a gorogdinnye moégls nemesitéséhez adhat U

lehetségeket az évszazadok alatt kiszelektalodott mmeg@igok rekonstrukciéjahoz.
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A régészetiCitrullus magvak maradvanyaibol izolélt archeo 6ré&ityag vizsgalataihoz
elkészitettem 44 maCitrullus mikroszatellita kontroll ujjlenyomat mintazatat. régészeti
novénymagvak jo allapotban maradtak fenn, koszéehet feltart kutakban lévnedves,
iszapos, anaerob kortlményeknek. Az archeogenetikagalatoknal a legfontosabb, hogy
elkeruljuk, ill. kiszirjik az exogén és endogén bakteridlis, patogéibziest, vagy egyéb
kontaminalédott magvakat. Az exogén d&edt magvak kizarasa és az egyéb DNS
kontaminaciok elkerllésére idealisnak bizonyultehileti ferbtlenitését koveét 3 honapos
aszeptikus szovettenyészeti inkubacio. A régésaetin| elokertlt Citrullus maradvanybdl a
semmiféle fizikai sérilést nem mutaté magok széléktt koveten az aszeptikus inkubacio
soran az exogén féméseket nem hordozd magot azonositottam. AZésmentes magbol
egy-mag modszerrel izolalisDNS-t 0,8%-0s agardz geélen kimutattam és meglataoa
DNS degradacio mértékéet a mai fajtak 0sszehassalitia. A vizsgalatok alapjan a hideg,
nedves anaerob fennmaradasi korilményeknek kosii@mhez 6SDNS mintdk kdzepes
degradaciot mutattak, nagymolekula tornéggmentumok jelenlétével.

Az aszeptikus inkubaciot kovieDNS izolalas utan ITS vizsgalatot végeztem az FpRE-
ITS2 regibban az rDNS mutacios pontokon kimutathé®P (single nucleotide
polymorphism) analizissel. Az adatbankban kdzoéksenciak mellett () mutaciés (SNP)
pontokat azonositottam: négy SNP valtozast mutakiaegy T-inszerciot (393. bp) és harom
szubsztitaciét (€T a 407. nt-on; és két—3C a 545. és a 575. nt-on). Ezek az SNP-
szubsztitacidk az #1-6 mintakban, valamint az emeke SNP-en is heterozigota mintdkban
(#20, cv. Turkeve; és a 15. szazadi #46). A #721822, 24, 26, 28, 29, 31, 32, 34-45
gorogdinnyékben (G)deléciét hataroztam meg a {GJelécidos |0kuszon. A sartbkdkre és
takarmanydinnyékre és a régészeti #47 (19. szamadifra egy tovabbi (ATT) delécio (45-
47 bp) jellemd, amely l6kuszon az #5, #20 mai és #46-os (15.asliaregészetCitrullus
mintak heterozigota genotipust mutattak. Egy tovéBly deléciot (385 bp-392 bp) mutattam
ki a #1-6 fajtakban (sartbk és takarmanydinnyellamint a 19. szazadi (#47) mintaban,
amellyel molekularisan igazoltan a 19. szazadi magfajtabesorolasat (takarmanydinnye:
Citrullus lanatus citroides Ezen az ITS lokuszon az #5 sartok, a #20 gonigei (cv.
Tuarkeve), valamint a 15. szazadi archeo-minta (#&®¢rozigota allél megoszlast mutatott. A
#19, 23, 25, 30, 33 és 43 fajtakban nemg,(Ganem csak (G)deléciot azonositottam. Az

evoluciosan konzervativ ITS szekvenciak elemzésapjah kirajzoldédott a Idgpibb
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gorogdinnye fajta a cv. Turkeve (#20), amely anelénére, hogy piros hasu fajta, a sartok
(#1-3) és a takarmanydinnye (#4-6) fajtakkal valanai 19. szazadi (#47) mintdval mutatott
kozeli genetikai rokonsagot az #1-6 mintakra jeiér(C)s delécios-allél hordozasaval (385
bp - 392 bp).

Az 6sszehasonlité mikroszatellita ujjlenyomat arsltiez a Cy5 fluorescens festékkell jelzett
primereket alkalmaztam, amely 632,8 nm-en gerjetztiés 660-670 nm-en fluoreszkalo
(Helium-Neon lézerrel gerjesztett) (2,5 mW outpAb)Fexpress Il niszert hasznaltam. A
fluorescens jelolégth eredden a modszer érzékenysége nagyon magas, €s kéfies vo
kimutatni az 50 amol (5 x 1 M) és 45 fmol (4,5 x 18" M) koz6tti DNS mennyiségeket. Az
0sszehasonlitd vizsgalathoz hasznalt 16 SSR I0k&sidl a régészeti mintakban 12 SSR
primerpar adott megismétellbees a fajra jelleniz mérettartomanyban alléleket, melyekben
23 lokuszon 6sszesen 701 SSR fragmentumot azottasitoA I6kuszokon azonositott
allélszdm 2-3 kozott valtozott, atlagosan 2,1 s#liémot azonositottam, a kovetkez
megoszlasban: bngl161 (2 allél), bngl118-2 (5 gllghi118-2 (2 allél), bngl339 (2 allél),
phil21 (2 allél), cmacc146 (2 allél), cmct51 (28licl 1-06 (3 allél), cl 1-20 (2 allél), cl 2-23
(2 allél), cmct168 (1 allél) és cl 2-140 (1 allé¥z egyes lokuszokon az allélek kdzott 6-20

nukleotid kdzotti kildonbséget allapitottam meg.

Az SSR allélek visszaizolalasa utan meghataroztdraggnentumok pontos bazissorrendjét.
A kapott alléleket binaris kédolasa utdn SPSS afsztikai programmal értékeltem Jaccard
index alapjan. A 13. szazadi debreceni minta a(k86skeméti voroshusu) és #17 (Klondike)
mai mintakkal; a 15. szazadi budai minta a #12\jBelinnij) és #14 (Csardaszallas); mig a
19. szazadi pannonhalmi mint a #4 (Szeged), #5 @Ra85) és #6 (Ujszilvas) mai mintakkal
mutatta a legkozelebbi rokonsagot. A kloroplasziddS (cpDNA) vizsgéalataval tovabbi
citotipus azonositast végezteem.ygf9-orf62 I6kusz megdisitett (Daneet al, 2007) egy
fajspecifikus, citoplazma-marker alkalmazhatéségéjenotipus azonositdsaban, tovabba a
tRNA-Val - rps126kuszon végzett vizsgalatokkal egy cpDNS-alapuikerd azonositottam,
amely elkllonitette a sartokCitrullus colocynthiy és a takarmanydinnyékeCifrullus

lanatus citroideya gorogdinnyéki (Citrullus lanatus lanatus

A sejtmagi Icyb szingén szekvencia elemzése soran két husszisdtbpoukleotid
szubsztitaciét (SNP) azonositottam. A domind&r@YB gén a sarga hudsszinhez mutatott

kapcsoltsagot, mig a recessigyb allél a vorés szinhez (Bargf al, 2007). A két allél
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szekvenciaja mindossze két SNP lokuszon tért eleggynukleotidban. A 13. sz&zadi (# 45)
minta egyutt a mai voroshustitrullus fajtdkkal (#15 - 44) a voros szinhez kapcsolt sezey
Icyb allélt hordozta, mig a 15. (#46) és a 19. (#4'Azadi régészeti minta a homozigota,
dominans CY-tipusu (kanari sarga - canary yellowCYB allélt hordozta mindkét SNP

[6kuszon.

Osszefoglalva, megallapithatd, hogy a régészettakinitotipusa, mint az egyik légibb
gordgdinnye citotipus maig fennmaradt a mai faj#kb Az elemzések alapjan
rekonstrualhat6 volt a 13. szazadi (piroip@ 15. szazadi (sargatighasonlé a mai #20, cv.
Tarkeve fajtahoz), valamint a 19. szazadi takarrdamye feno- és genotipusa. Az archeo
DNS-sel végzett dsszehasonlitd molekuléaris vizsgilaélkllozhetetlen adatokat nydjhatnak
az emberi élelmezésben mar tobb mint 6000 éve dosizerepet jatszd ndvényfajok
mikroevollciés, és domesztikaciés kérdéseinek &mmahoz. A régészeti mintakban
megrzott gének DNS szekvenciainak klonozaséval ésfajidikba tortéti génatvitellel az
archeogenetika a gorégdinnye molekularis nemesi¢gséadhat (] lehéségeket az

evszazadok alatt kiszelektaldédott tulajdonsagokmelrukciojahoz.
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Morphological and molecular evidences

Watermelon seeds excavated at both medieval sidgzeed in the study presented appeared
to be extremely well preserved due to anaerobidlitions at site Debrecen (13th cent.), and
in the slime of a deep well in Budapest (15th gertvered by water, apparently used as dust
holes in the Middle Ages (Gyula&t al, 2006). The herbarium sample seeds form the 19th

cent. were stored under precise conditions in glastainers (Voros, 1971).

Molecular dendrogram of the study presented basedé SSR fragments in total identified
at eleven nuclear microsatellite (nSSR) loci reséahat middle age samples show close
lineages to ancient varieties currently growingHangary with red flesh colour. Allelic
diversity of microsatellites were reliably deteciadaDNAs of 300 — 1,100-year old seagrass
(Posidonia oceaniga(Raniello and Procaccini 2002). SSRs were usethagphologically
reconstruct 600-year old melo@€ycumis melp (Szabdet al, 2005a) and milletRanicum
miliaceun) (Lagleret al, 2005; Lagler, Gyulaét al, 2006). SSR analysis was also applied to
herbarium samples of common redthérgmites australisof about 100-year-old to track

plant invasion in North America (Saltonstall, 2003)

Results of seed morphology correlated strongly twecular results. The 13th -14th cent.
sample (Debrecen) showed similarity to cv. ‘Kecskémoroshéju’; the 15th cent. sample
(Budapest) showed similarity to cv. ‘Belyj dlinni{# 12). These results also reflect the
preferential cultivation of red flesh — and notlgel flesh- watermelon in the Middle Age of
Hungary. Red flesh watermelon also appeared irpéneating of Still Life with Melons and
Carafe of White Wine (1603 b.c.) painted by CaravadgJanick, 2004; Janioét al, 2007).
Molecular data obtained might provide further tofas watermelon breeders. The 170-year-
old herbarium sample (Pannonhalma, Hungary) shost@ske molecular similarity to citron
melon Citrullus lanatus citroidep cv.'Ujszilvas’ which reflects the importance oitron
melon as fodder in the Middle-Age Hungary.

Flesh and rind types

Watermelons are divided into several morphologigpés; based on fruit weight as personal
size with to 2.7 kg / 6 Ibs, icebox type to 6.8 glbs, and picnic type above 6.8 kg/15 Ibs.
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Fruit shapes are round to cylindrical. Unexpectettilg most ancient, 5000 year old record in
Pharaohs tomb (3.100 — 2.100 b.c., Old Kingdomoashnot round but elongated fruit with
green strips (Manniche, 1989; Janiekal, 2007). Fruit rind (exocarp) varies from thin to
thick and brittle to tough with colors from paleegn to dark green, with or without whitish
strips, or small whitish spots. The most ancientogaan color wall paintings (1517) show
watermelons with pale green rind (Janetkal, 2007) which indicate an ancient rind type, as
a QTL locus (gs) responsible for dark-green ring vi@und to be dominant over the light-
green rind (Hashizumet al, 2003).

Flesh color of watermelons varies from white; tdéloxe - canary yellow - salmon yellow -
orange mainly due to pigment compositions of xapliytls. The pink - red - purple colors
mainly due to pigments of lycopenes. Genes codangwhite flesh color (w) were QTL-
mapped (quantitative trait loci) on chromosome (slinkage group) 6 (Hashizumet al,
1996). Genes responsible for yellow and red colerenmapped on chromosome 2. These
gene loci indicate the transition colors betweeltoyeand red (canary yellow, pale yellow)
(Hashizumeet al, 2003). QTL responsible for red flesh color hagbther locus on
chromosome 8. This locus showed genetic linkagen ViXTL for high sugar content
(Hashizumeet al,, 2003). This result strongly indicate the reasbover numbered red flesh
watermelons compared to cultivars with white andloye flesh colors, as selection for
sweeter watermelons during domestication has beapled with selection for red flesh color
at the same time (Hashizumeeal,, 2003). Some further genetic loci for color detegration
were recently determined by breeding tools (cragimamelyy (red, dominant)yo (orange,
recessive)y (salmon yellow, recessive(; (canary yellow, dominant) anzl(red, recessice),

respectively (reviewed in Bargg al., 2007).

The enzymeLCYB (lycopenep-cyclasg@ encoded by Icyb gene play a central role in plant
color development by converting lycopene to caroigs with ring structure. SNP (single
nucleotide polymorphism) markers lcyb gene (NCBI EF183521) were which discriminated
yellow and red flesh watermelons (Bagigal, 2007). The 19th cent. and 15th cent. samples
along with modern colocynts, citrons, and modern75) yellow flesh watermelons
(Citrullus lanatus lanatusshowedCY-type SNPs at both loci 518th £G) and 1182th (T=A)

of Icyb gene. The 13th cent. sample and all reshflmodern watermelons (# 16 - 44) showed
the red-type SNPs at both loci 518th (T=A) and2th§G=C) of Icyb gene. No colocynts

and citrons were found with red flesh color.
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