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CELKITUZES

1. CELKITUZES

A 80-as évek kdzepéig a kutatok gy gondoltak, hexpk a biokémiailag stabilabb molekulak, mint
pl. a lignin &llhat ellen az &lény pusztulasat kovétlebomlo folyamatoknak, mig a DNS teljes
pusztulasa miatt nem vizsgalhat. A DNS ad imuldsaval degradalddik, azonban szerencsés
koralmények (alacsonydmérséklet (Ottoniet al, 2009), gyors kiszaradas, magas sokoncentracio,
széraz korulmények) kozott kevésbé karosodik (Mageial, 2008; Rambauét al, 2009), ezéltal
lehetiséget biztositva aésDNS vizsgalatahoz. Ezért megféldorilmények kozott (hideg, széaraz,
alacsony oxigén) a DNS tulélése biztositott (Sneithal, 1997; Burgert al, 2000; Pruvoset al,
2007). Ezzel egy 0j tudomanyteriilet, az archeo@emetziletett meg, amely lelége teszi az
évszazadok, évezredek Ota konzervalodott novényadwanyok DNS-ének kinyerését, és a PCR
technoldgia felhasznaldsaval visszanyert kis mesgéglyiorokitbanyag, - akar egy kopiabdl - ési
DNS amplifikaciojat.

A vizsgalatainkban felhasznéitrullus magvak egyrésze a debreceni volt Koélcsejvelodési
Kozpont teriletén feltart kutak névényanyaga, nielgera a 13. szazadra datélhat6. A 15. szazadi
Citrullus magvak a budai kiralyi var (Arpad-héazi IV. Bélar&ly, 1243) Zsigmond-kori szarnyanak
(15. sz. eleje), régészeti feltdrasa (1999) sdBandpest I. Ker., Szent Gyorgy tér, Teleki pal8taz.

kat) (Nyékhelyi, 2003) kertiltek felszinre. Az asati folyaman nagy mennyiségdvénymaradvany
kerllt eb, 195 ndvényfaj tobb mint 3 milli6 maglelete (Gyiué al, 2006). A 19. szazadlitrullus
mag botanikai g§jtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apéatsag botagykgeményébl bocsatottak
rendelkezésinkre (Mégazdasagi Muzeum, Budapest).

A DNS megmaradasdnak szempontjabdl a keflvkidrnyezeti korilmények eredményeképp
maradhattak a magvak j0 megtartasuak, ezaltal deéget adva a sikeres DNS-izolalasnak és
felszaporitasnak. A molekuléris vizsgélatok |ékéget nyljtanak a kozépkori Magyarorszagon
termesztett és fogyasztaisi Citrullus tipusok azonositasara. A negyvennégy mai fajt@vatai-,
kalfoldi-, taj- és termesztett fajtak) valdé molears és morfologiai 6sszehasonlitas alapjan
megéallapithatd a®si ndvények habitusa és elkészithet pontos rokonsagi kapcsolatokat feltard
klaszter analizis.

Munkank célja a 13.- 15.- és 19. szazadi régésestiherbariumi magleleteRitrullus magvainak
archeogenetikai feldolgozasa, amely soran az afélaiatokatitiztik ki célul:

1. Kiiszapoljuk, kivalogatjuk és meghatarozzuk a 135.- és 19. szézadCitrullus dinnyemag
leleteket.

2. Kimutatjuk, és izolaljuk a magmaradvanyokban fenrada 6SDNS-t, meghatarozzuk
degradacitjanak mértékét, és dsszehasonlitjuk aaypak DNS mintainak sejtmagi (nDNS) és
kloroplasztisz DNS (cpDNS) mintaival.

3. lgazoljuk a sejtmagi (nNDNS) riboszomalis DNS (rDNS)S (internal transcribed spacer)
l6kuszanak elemzésévelGitrullus fajok molekularis domesztikaciddpéseit, valamint a magok
exogén/endogén férxésmentességét, és kizarjuk az exogéidett magvakat.

4. Meghatarozzuk a sejtmagi nSSR l6kuszok elemzésgwualikroszatellita |6kuszoknolekularis
evolucidéjat44 mai fajtaval tortéh 6sszehasonlitdsban (8 magyar fajta, 10 kulfolda faés 25
tajfajta).

. A cpDNS Iékuszok elemzésével Qjtrullus haplotipusokat hatarozunk meg.

lgazoljuk a teljes genom amplifikdlas (WGA) alkakthatosagat azssi DNS mintakban,

megvizsgaljuk a szekvencigegét, és meghatarozzuk a felszaporitas hatasfokat.

7. Fajtarekonstrukciot végzink @&DNS mintak SSR és cpDNS fragmentum mintazata &alapy
6si Citrullus névényanyag genotipusanak meghatarozasatekularis dendrograrelemzéssel.

8. Rekonstrudljuk a régészegitrullus leletek fenotipusat 44 mai fajtaval valé morfolagi@a4
morfoldgiai marker alapjan) 6ésszehasonlitasianfolégiai dendrogranelemzéssel.

9. Azonositjuk a régészetCitrullus maglaletek fenotipusos tulajdonsagait, kilonddntettel a
husszinlgyb gén) meghatérozasara.

o a
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2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Avrégészeti genetika (Muzeomika) és jetedige

Az archeogenetika a természettudomanyok egyik &dpifudomanyterilete, amely alig két évtizedes
multra tekint vissza, ennek ellenére gyors tempdbjdds terilet, allandéan megujuldé mdodszerekkel,
technikakkal.

Az archeogenetika segitségével a kihalilédlyek évszdzadok és évezredek oOta konzervalodott
sejtjeilBl 6sDNS rekonstrualhatdé (Brown, 1999; Cooper és Ppi800; Gugerliet al, 2005).
Molekularis médszerek és technikak segitségéveltamyozhatjuk a kildnbézlslények evollcids
fejlodését, valamint 6sszehasonlithatjuk a méar kipusgtblények és a mai leszarmazottainak vélt
egyedek genetikai allomanyat, meghatarozhatjuk tgenetavolsagukat (Hofreiteet al, 2001).
Ezaltal fény deriilhet nagyobb Iéptékvollcids valtozadsokra az allat és ndvényvilagbgyarant. A
polimeraz lancreakcio (PCR) kifejlesztése segitegigrutinszetivé valt az akar egyetlen kiindulasi
molekulabol tortéé DNS felszaporitas, hatalmagmiépést jelentve a@dsDNS kutatdsokban (Paabo
et al, 1988; Paabo, 1989b; Thonetsal, 1989).

Az archeogenetika mint 6nall6 tudoméany, éppen a -BlERast (Mullis, 1986) kifejlesét Cetus
(USA) vallalat laborjaban ke#dott a 140 éves, muzeumbéaredtt, kihalt [6fajta a quaggeEQuus
quagga boérmintajabol kivont 6sDNS vizsgalataval (Higuchét al, 1984). Az archeogenetikai
kutatocsoportok az disidészakban allati és emberi (mumiajrbdl probalkoztak DNS kivonassal
(Higuchi et al, 1984; Paabo, 1985, 1989b), azonban étekmunkakrél késbb kiderilt, hogy az
izolalt DNS szadmos esetben modern emberi (CoopBoiwr, 2000; Hofreitegt al., 2001; Paabet
al., 2004; Malmstronet al, 2007; Gilbertet al, 2007), vagy bakteridlis, illetve gomba erédet
szennyed&dés eredmeényei.

A muzeumokban tarolt novényi és éllati maradvanyisk jelentls segitséget nyujtanak az
archeogenetikai kutatasok fgjleséhez (Suarez és Tsutsui, 2004), és tettékslghezamos allat és
novenyfaj esetében az évszazadok, évezredek oOek@hddott szbveteldh 6SDNS kivonasat és
rekonstrualaséat (Brown, 1999; Cooper és PoinarQ;280gerliet al, 2005; Gyulakt al, 2006).

A 80-as évek kdzepéig a kutatdék ugy gondoltak, hogpk a biokémiailag stabil molekulak, mint a
lignin képesek fosszilizacios folyamatokkal jarddenlast tulélni, mig a gének (DNS molekulak)
teljes pusztulasuk miatt nem vizsgalhatok (Briggsl, 2000, Chalfoun és Tuross, 1999; Threadgold
és Brown, 2003). A ndveényi és éllati maradvanyokfedlielhet® DNS-t az id muladsaval a kiulonbéz
nukledzok lebontjak (Higucldt al, 1984), azonban szerencsés kortilmények kdzétt, phialacsony
hémérséklet, gyors kiszaradas, magas sékoncentraellettna DNS kevésbé degradalodik (Shen-
Miller, 2002; Poinaet al, 2003; Willersle\et al., 2003).

Az eurdpai archeogenetikai kutatasok (Svédorszagggiptomi mumia-kutatasokkal (Paabo, 1985),
és az els sikeres csontbdl tortérDNS kivonassal (Hagelberg al, 1989; Sykes, 1991, 2001, 2003)
kezdsdtek.

Hazankban az archeogenetikai kutatadsok egyrésztamufidalméar, 2000; Fletcheet al, 2003;
Bogacsi-Szabét al, 2006; Mende, 2006), masrészt ndvényi archeot@n&bnalon (Lagler, Gyulai
et al, 2005; Szabd, Gyulai al, 2005a) indultak.

2.11 6SDNS leletek a ndvényvilagbol

A novények esetében a legnagyobb problémat a nditelzés jelenti, hisz rendkivil nehéz
jomegtartastu, DNS izolalasra alkalmas noévénymaradvdeltarni. Idbvel a novényi szovetek

elbomlanak, és csak kivételesen szerencsés 'tardtésliimények kozott maradhatnak fenn
ndévéenymaradvanyok hosszu ideig. A novényi archeetjjeai kutatasok egyrésze a migazdasag

kezdeteit (Freitast al, 2003), fejpdési folyamatait (Jaenicke-Despegsal, 2003), és a géncsaladok
evoluciojat vizsgalja (Allabet al, 1999).
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A novényi mitokondriumban majdnem tizszer lasabivemnek végbe mutaciok, mint a kloroplaszt
DNS-ben, és szazszor lasabban, mint az allati midiiumban (Soltiet al, 1992). Ezért hasznaljak
gyakrabban a mitokondrialis vizsgalatokat névéngekb

A termesztett novények domesztikadcié sordn végbemerasszdr valtozasara a legjobb példat a
kukorica régészeti genetikai vizsgélata szolgateizaraz kortlmények kézott fennmaradt mexikoi
kukoricamagokbol sikerilt sejtmagi DNS-t izolalrizekvenalni, és igazolni a teozintébvald
szelekciojat, amely alig 6,300 évvel gitemehetett végbe a mai Mexiko teriletén (Golouffiet al.,
1993; Wanget al, 1999; Whittet al, 2002; Jaenicke-Despres al, 2003). A ma ismert legkorabbi
kukorica-leletek Mexikobol, Kr.e. 5200-3400 kozotidobsl keriltek eb. A kezdetleges
domesztikaciot kovéen a kedvex morfologiai és biokémiai tulajdonsagok szelekciflytatodott,

ami a feltardsok soran talalt kukoricacsovekenathdté. A méar azonositott névényszerkezetért, a
raktarozd fehérjékért, és a rosttermelésért delajének szekvencidjanak variabilitasa (allélikus
diverzitas) a korai szelekcionak koszogh@anget al, 1999; Whittet al, 2002), és alacsonyabb a
kukorican belll, mint a teozintében. A DNS szekv&kiwak kdszonhéen meghataroztak a
domesztikaciéban bekodvetkezett fordulat (allél akititds csokkenése) pontos idejét (-4400 éve), és
idétartamat (2500 év) (Jaenicke-Despeesal, 2003).

A buza, vagy a sit6 eredetét még nem sikerult felderiteni. Buza esetéblends kutatasok folynak
vaskoriésDNS kinyerésére blza eredet vizsgalatokra (Brewal, 1999; Allabyet al, 1999; Blatter
et al, 2002; Schlumbaurt al, 2007).

Az archeoldgia és az archeobotanika régi, de ra&tisalis kérdése a &b eredete, domesztikacioja,
elterjedése, és nemesitése. Alémazdasagi és kulturalis jelésége ie. |. évszazadban alakulhatott
ki, kdszbnheiten az Eur6pa mediterran részén kialakulé bortesnelé és kereskedelemnek.
Mikroszatellita markerekkel sikerilt nuklearis DN3ekvencidkat felszaporitani 1700 és 2600 éves
szlémagvakbol, ami kiindulépontot adhat &gi és ma termesztett fajtak eredetéhez (Maateal.,
2003; Thomas és Scott, 1993; Vouillanetzal, 2006). A sztratifikacid kilonleges esete a gzihé
allandoéan fagyott (permafrost) talajrétegékieltart magok DNS allomanyanak elemzése (Abbstt é
Brochmann, 2003). Szibéria allandban fagyott taldljg10 000-400 000 éves) szamos faj mintajat
sikeriilt elemezni, és 19 kulonkHzndvényi taxonbdl Roales Liliales, Ericales Malvales
Brassicales Fagales Fabales Rosaley 6sDNS-t kivonni (Willerslevet al, 2003, 2007). A talaj
kilonboz mélységeibl (sztratifikalt) feltart nbvénymagvabsDNS elemzése tovabbi szamos viragos
novenyfaj (McGraw, 1993; Morrist al, 2002) és péafrany (Schnellet al, 1998) mikroevolucios
fejlodését tarta fel.

Herbariumi leletek:

A herbéariumi gyijtemények is jeleds mértékben jarultak hozza szamos faj mikroevoRicio
elemzéséhez (Savolainen és Reeves, 2004; Hodketsah, 2007). Egyes vélemények szerint a
herbariumi mintak nem lehetnek dregebbek, mint BOQ csak igy biztosithaté a megféldDNS
kinyerhetsége (Savolaineret al, 1995) (Id. a 100 éves nadoRh¢agmites austral)s végzett
eredmények (Saltonstall, 2002, 2003). Viszont vanmebbi leletek, a 4 000 éves tengébof
(Raniello és Procaccini, 2002) és a 3,600 évesnlapdrusbdl (Tanket al, 2003) izolalt DNS
vizsgéalatokban..

A hazai névényi archeogenetikai kutatasok az 1@&3- (Gyulaet al, 2001, 2006), illetve 600 éves
koles (Lagler, 2007; Lagler, Gyulagét al, 2005, 2006), valamint a 600 éves sargadinnye
mikroevollciés kutatdsaira 0sszpontositott (Szabglai et al, 2005a,b, 2006, 2007). Tovabbi
jelens hazai eredmények szilettek ktzépkori magleletdlS dizsgalataban (Bacs#t al, 2004,
Bisztrayet al, 2004; Bodoet al. 2004).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Arégészeti névényanyag

A 13. szazadi debrecerCitrullus lelet, a volt Kdlcsey MNvelodési Kozpont teriletén feltart kutak
névényanyaga. A 15. szaza@itrullus lelet a budai kiralyi var (Arpad Hazi IV. Béla Wiy, 1243) Zsigmond-
kori szarnyanak (15. sz. eleje), régészeti feltAistsan (Budapest . Ker., Szent Gyorgy tér, Tabakota, 8 sz.
kat) kerilt felszinre (Nyékhelyi, 2003). A 18. sadz Citrullus lelet botanikai g§ijtemény anyaga, az un.
Pannonhalmi Apéatsag botanikai igiegeményéBl bocséatottak rendelkezésiinkre (Mgazdasagi Muzeum,
Budapest). A hideg, nedves allapotbatketilt magvakat, flotdldsos mddszerrel dolgoztulofe -, 1,0-, 2,0- és
4,0 mm lyuki$sédi szitasorozaton, az esetleges mai névénymaradvkalyoklo keveredés elkerilésére, zart
laboratériumi korilmények kozott (2006-ban). A malwvtarolasa -20 °C-on tortént. A magokat flotalasos
maédszerrel iszapoltuk ki, majd laboratériumi kéréimyek ko6zoétt hataroztuk meg (Schermann, 1966).I€tell
(Hofreiter et al, 2001) sterilizadlas utan a magokat harom hon#&gigsteril taptalajon (Gyulagt al, 2006)
inkubaltuk a kulonbéz eredetli fertézések elkertlésének kizardsara. A neméféitt régészeti magokbdl
valamint a mai termesztett fajtakbol (Agrobotanikaézet, Tapidszele) DNS-izolalast végeztiink.

3.1.1 Magbioldgiai meghatérozés.

A magbiolégiai meghatarozast szamitogépes képamalzzoftver segitségével (a Tapidszelei Agrob&tani
Intézet segitségével) végeztik. A feldolgozas saZtereo-binokularis mikroszkop alatt a magvakataés
terméseket az egyéb szerves és szervetlen maradiahyszennyeiésekdl elkulonitettiik. A szervetlen
maradvanyok mellett sok és valtozatos szervesamgagdvanyt is talaltunk:dp, faszén, csigahéj toredék, rovar
téredék, nyi/bab, giliszta maradvanyok, csont, hajszalak, Bk egykori hulladékok vagy véletlendeen a
kutakba kerillt szenny8dések lehettek. Ezt kovetn kerllt sor a ,finom valogatasra”. A mag- és
termésmaradvanyokat - megtartasuktol figgg - kilénbo# taxonokig hataroztuk meg. A meghatarozas
hatarozékdnyvek (pl. Schermann, 1966) és archenlkaiacikkek segitségével tortént, és a meghatdrozo
ndvénytani anyagot minden esetben 6sszehasonlijé ésaermésdijteményben talalhaté recens magvakkal és
termésekkel vetettilk egybe. A hatarozokonyvek északcikkek alapjan azonban nem minden darab volt
azonosithatd biztonsaggal. Ezért azokat mindenbesetecens mag- és termégggmeényben talalhatd
0sszehasonlité anyaggal vetettiik egybe.

3.1.2 In vitro inkubacié

Az ép régészeti magvak fellleti féttenitését koveéten (HgCh, Na-OCI) félsteril kdrilmények kdzott 20°C-on

csiraztattuk az esetleges tdlé@mbriok izolaldsdhoz (Gyulat al, 1992). A sejttenyészetek inditdsahoz, a
fertétlenitést koveten tovabbra is az aerob kérokozdéval dedtt magvak kisizréséhez steril szévettenyészeti

technikat, és névényi hormonokkal kiegészitettifrowaptalajt alkalmaztunk (Gyulai al, 1995).

3.1.3 6sDNS-izolalas

A genomikus DNS kivonasahoz CTAB extrakcios eljarmslapuld (Bernatzky, 1986) mdodszert hasznéltunk.
Ezen mddszert kiegészitettik NaCl a poliszachaitidive PVP (Polyvinylpyrrolidone)(Hanania, 2004)
hozzaadasaval a polifenol (Lodéi al, 1994) szint cstkkentése érdekében. A fenol aidjinak (Loomis,
1974) megakadéalyozédsa céljabol Natrium biszulfdtasznaltunk. 0,1 g magot poritottunk cseppfolyds
nitrogénben, majd 1000 pl Homogenizaciés puffertidvi hexilene-glicol, 10mM Tris (pH 7.5), 10mM Mggl
0.5% triton, 5SmMB-mercaptoethanol) szuszpendaltuk. A mintakat 100@percig 4°C-on centrifugaltuk, majd
a felg fazis eltavolitdsa utan 1000 pl Mosé puffert allthnzza (0.5 M hexilene glycol, 10m Tris (pH 7.5),
mM MgCl,, 0.5% triton, 5mMB-mercaptoethanol) majd centrifugaltuk (10 perc 4%C10000g). Eltavolitottuk

a fellisz6 réteget. A mintdkhoz 1000 ul Extrakcig&eat (0.35 M sorbitol, 0.1 M Tris,5mM EDTA, 4% dim
biszulfat) + 1000 pl Lizis puffert (0.2 M Tris, 2&TAB, 50mM EDTA, 4M NaCl, 1% PVP) és 4 ul Sarcosilt
adtunk. Ezutan 30 percig 65°C-on inkubaltuk, madiké@veten azonos mennyisédloroform-izoamilalkoholt
adtunk hozza. Centrifugalas (20 perc 4°C-on 10008@gh a felisz6 tiszta réteget () Eppendorf csteekb
pipettaztuk, majd 500 pl lzopropanollal mostuk. é@p10000g 4°C centrifuga, ezutan 80%-o0s Ethanollal
mosas, és 4 pl RN-az kezelés. Az izolalt DNSé&s#gét 0,8%-0s agar6z gélen EtBr-os festésseldeiiiik,
majd a pontos DNS koncentraciot a NanoDrop ND-1008Vis spectrofotometerrel (NanoDrop Technologies,
Delaware, USA — BioScience, Budapest) mértik megil@et al., 2006).

3.2 OsszehasonlitGitrullus fajtak és tajfajtak

Az vizsgélataink soran a régésze€itrullus leletek genotipusanak, fenotipusanak azonosithséméajtakori
besorolasanal a tapiészelei génbabikrullus gyijteménye képezte az 6sszehasonlitas alapjat. 5andyy
kilfoldi és 30 tajfajtat vizsgaltunk meg. A mai t§f morfologiai felvételezését 24 fenotipusos bglye
(Agrobotanikai Kozpont, Tapidszele) alapjan végkztél, 3 kisparcellas kisérletben ismétléssel. A
fajtarekonstrukcidban vizsgalt mai sartok (1€3irullus colocynthi§, takarmanydinnye (4-&itrullus lanatus
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citroideg és gorogdinnye (7-44Citrullus lanatu$ fajtak és tajfajtak, eredete és kédszama (ABlidsgele)
(Toth et al, 2007b). A beallitott kisérlet parcellai 2X5 nrétagysaguak voltak. A vizsgalatokban felhasznalt
faj, illetve fajtakat parcellanként 3 ismétlésbdtettiik el. Az egyes parcellakon beldl 1,5x1,5 métellet jutott
egyedenként. Az egyes parcelldk kdzott egy-egy 4€ndhes riivels Gttal, melysl a ndvényvédelmi munkakat
végezték.
3.3 Molekularis vizsgalatok
3.3.1 ITS
A munkank soran egy korabban egyéis#tett PCR amplifikacié és szekvenal6 modszertdbist al, 1995)
haszndltunk az aldbbi médositasokkal: Az alkalntagoimerekkel (ITSL/ITS4) a teljes ITS szakaszt SIIF
5.8S-ITS2) szaporitottuk fel. (Garcia-Meisal, 2004). A primerpar szekvenciaja (Hsktaal, 1995):

ITS L: 5’-cgcgtttacaaacaaattgtcc-3’

ITS 4/1: 5’-acactacggtggttgatccg -3’

ITS4/2: 5'-gtccccccaaaggatgacgce-3

3.3.2 SSR
Az 6sszehasonlitd SSR vizsgalatokban 47 mikroditateligonukleotid-parbdl 12 bizonyult hatékonynék

tablazat). A PCR reakciét 25 pl végtérfogatban zéige el 30 ng templat DNS, 10-20 pM primer, 1x-es
koncentracioju PCR puffer (50 mM KC

10 mM TRIS-HCI pH 83, 1,5 mM # I6kusz aﬁ{éngg;—t?ti;tzaegggfak - Hivatkozas
(I\)/IgCIz, l\g.odol\%_‘l’{opzs,elat]l-n), 1-2 'mM(L'\J/I)g%-I 1. | CmTC51 ceatgtctanaaactcatgtyg Katzir et al, 1996
A4m €s egyseg q *atcattggatgtgggattctc .
pOlimel’é.Z (S|gma) felhasznéléSé.Val. A2 CmTC 168 acagatggatgaaaccttagg Kater et al" 1996
reakcidkorilmények kodzil a ciklugiket caaccaccgactactaagtc .
és a bmérsékletet a kovetkéképpen 3. | CMACC 146 cgaccaaacccatccgataa Katziret al, 1996
madositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 |x ccaaccgtatcagcatcagc .
. , ’ 4. | Bngl 339 Smithet al, 1997
ismétbdéen: 10 mp 95°C, 30 mp 62*°C, 9 gcagagctctcatcgtcttctt
1 perc 72°C, majd 30 x ismétiden: 10 | 5 | gngl 118-2 gecticcagecgeaaccet Smithet al, 1997
mp 950C, 30 mp 550(:, 1 perc 720(‘, Cactgcatgcaaaggcaaccaac
végill 5 perc 72°C (*-Touch down 65°C|-6. | Bngl 161 g;:tttcgtcattacactettcac?ttt&a Smithet al, 1997
55°C). A reakciotermékek elvalasztasat :ggggsggaig;s;cggcg;;aac 5
’ ) Y . atcggatcggctgccgtcaaa .
W, 1 6ra). 8. | Phi 118-2 agacacgacggigtgtccate Smithet al, 1997
9. | c11-06 caccctcctccagttgtcattcg Jarretet al. 1997
) aaggtcagcaaagcggcatagg ’
cgcgegtgaggaccctata
.y . . 10.|Cl 1-20 J tet al, 1997
1. tdblazat. Az SSR vizsgalatokhoz aaccgcctcaatcaattge arreeta
alkalmazott 12 primerpar szekvencidja | 11 | ¢ 2-23 gaggcggaggagttgagag Jarretet al. 1997
(Katzir et al, 1996, Smittet al, 1997, acaaaacaacgaaacccatage
Jarretet al, 1997). 12.|Cl 2-140 ctittettetgattigactgg Jarretet al, 1997
actgtttatcccgacttcacta ’

3.3.3 cpDNS

A kloroplaszt molekularis elemzést két cpDNS (ydfaVAL) (1. tablazat) primer felhasznalasaval vage. A
PCR reakciét 25 ul végtérfogatban végeztik el 3Gengplat DNS, 10-20 pM primer, 1x-es koncentraciB{LiR
puffer (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 8,3, 1,5 mM M, 0.001% zselatin), 1-2 mM Mgg10.4 mM
dNTP és 1 egység (U) Tag polimeraz (Sigma) felré@ézdval. A reakciokorilmények kdzil a ciklugidt és a
hémérsékletet a kovetk8képpen médositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 x iséuén: 10 mp 95°C, 30 mp 62*°C,

1 perc 72°C, majd 35 x ismétéen: 10 mp 95°C, 30 mp 57°C, 1 perc 72°C, véqulrs Fe°C (*-Touch down
65°C - 55°C). A reakcidtermékek elvalasztasat lumtalis (1,5%) agar6z gélen végeztik EtBr-os féstés
alkalmazva (60 W, 1 ¢ra).

# I6kusz| primer-par szekvenciak hivatkozas
2 tAblA . 3 clo12 agttcgagcctgattatccc Al-Janabiet al,
. tablazat. A CPDNS wzsgalatokhoz p gatgaacgctggeggeatge 1994
alkalmazott primerpéar szekvencigja (Al-Janabi aattagagggaggggicictigc | Daneet al,
et al, 1994, Danet al, 2004). 2. yer 9 ataataggctagctctgcactgaty 2004
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3.3.4 Lcyb szingén

Az Icyb szingén molekularis elemzését egy szindgyb) (2. tdblazat) primer felhasznalasaval végeztilRGR
puffer (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 8,3, 1,5 mM M, 0.001% zselatin), 1-2 mM Mgg10.4 mM
dNTP és 1 egység (U) Tag polimeraz (Sigma) felré@ézdval. A reakciokorilmények kdzil a ciklugidt és a
hémérsékletet a kovetk8képpen médositottuk: 2 perc 95°C, majd 5 x iséuén: 10 mp 95°C, 30 mp 65*°C,

1 perc 72°C, majd 35 x ismétsen: 10 mp 95°C, 30 mp 60°C, 1 perc 72°C, véqgulrs Fe°C (*-Touch down
65°C - 55°C). A reakcidtermékek elvalasztasat lumtalis (1,5%) agar6z gélen végeztik EtBr-os féstés
alkalmazva (60 W, 1 ¢ra).

# I6kusz primer-par szekvenciak hivatkozéas
o o cctgttcttctggagttctt
3. tabldzat. A gorogdinnyeCitrullus lanatu3 1 LCYB 314 gaaaaagtgagtggtgtgagga | Banget al,
LCYBIcyb szingén vizsgalatokhoz alkalmazott|2 aatgatggtgtgaccattcaag 2007
; / 2. LCYB 1134
primerpar szekvenciaja (Bargal, 2007). cttacaatccaggctaccagg
3.35 WGA

A WGA felszaporitas lépéseit a kdvetkkeppen hajtottuk végre: (a) Fragmentalas: A DNBedlH,O-val 1
ng/ul koncentracioju oldatot készitettlink, a mih@k 1 pl 10 x fragmentalo puffert és 9 pl DNS-tn@/ul)
adtunk, és 4 percig 95°C-on denaturdltuk (PCR-Kékbi&n, majd jégfurdl és rovid centrifugalas). (b) Genomi
konyvtar készitése: A mintankhoz 2 pl 1 x Kényvitaeparalé Puffert, majd 1 pl stabilizalé puffertuatk.
Enyhe vortexelés, majd révid centrifugélas utarefcig 95°C-on denaturaltuk, révid centrifugalasnuismeét
jégre helyeztik a mintdkat. A kdvetkeepésben 1 pl Kényvtar Preparalé Enzimet adtumkirgakhoz, majd
enyhe vortexelés utan ismét jégfirdalkalmaztunk. Ezt kdvéen egyetlen ciklusbél &ll6 PCR reakciot
inditottuk a kovetkek paraméterekkel: 16°C/20 perc, 24°C/20 perc, 3T0@&c, 75°C/5 perc, tarolas 4°C. (c)
PCR amplifikdlas / 2: A genomi kényvtarhoz mintanké0 pl PCR mastermix-et adtunk: 7.5 pl 10X
Amplification Master Mix, 47.5 pl nukledz menteg vb.0 pul WGA phi29 DNS polimeraz. Az igy kapott [{b
végtérfogatu oldatbél Gjabb PCR reakciét inditott@°C/3 perc, majd, 14 ciklusban: 94°C/15 mp; 65°gerc,
és 4°C, majd tarolas -20°C.

3.3.6 ALF

Az ALF SSR primer parok egyik tagjat Cy5 fluoreszeemolekulaval jel6ltik (Gyulagt al, 2006). A Cy5
abszorbcidja 643 nm-en, emisszidja 667 nm-en iésa maximalis értéket. Az SSR fragmentek szepadil
ALF express || DNA Analyserautomated laser fluoromefekésziilékkel ReproGel High Resolution PAGE gél
(24%) (Amersham) alkalmazasaval, rovid thermopéaterégeztik (850 V,, 50 mA,, 50 W, &) 120 perc). Az
adatok feldolgozasa ALFwin Fragment Analyser 1.08ftverrel tortént. A futtatasokhoz Cy5-el jelolilgs és
belss molekulatdmeg markereket alkalmaztunk standardi@yulaiet al, 2006).

3.4 Szekvenciaanalizis

A fragmentumok géll tortérd visszaizolalasat és tisztitasat kdwest BigDye Terminator szekvenald kit
felhasznalasaval végeztik el (Applied BiosystemgDBe v 3.1) ABI Prism 3100 DNS szekvenatorban. A
fragmentumokat a szekvenalasitelklonoz6 vektorba épitettik (pGEM- TEasy vektdt, Promega). A
visszaizolalas utan, 10 perc, 14,000 rpm, 4°C-amtrfegaltuk. A templathoz Jul az aladbbi kl6nozé mixet
adtunk (2ul desztillalt viz, Jul pGEM- TEasy vektor , {l T4 DNS ligaz és Ll 2x Rapid Ligation Buffer). Ezt
koveten 3 déran at inkubaltuk a mintdkat 22°C-on, majdiatakhoz 50ul E. coli IM109 sejtet valamint 1/l
plazmid DNS-t mértiink. 20-25 perc jégftérdtan 60 mp 42°C-ossBokk kdvetkezett, majd jégre helyezve 250
ul folyékony LB tapoldatot adtunk a mintakhoz. 1f#krc fordulatszammal 1 percig tdoményitettik sege,

és 50ul tdpoldatban szuszpendalva antibiotikummal kietiégzaptalajra szélesztettiik. A klonozas sikergés

a kinows koloniakbdl inditott kolénia-PCR-rel ellériztik, és ezt kovéen mintanként 3 klont szekvenaltunk
meg. A szekvenalashoz az ABI PRISM 3100 Genetidyxea eljarast alkalmaztuk.

3.5 Statisztikai feldolgozas

A statisztikai elemzéseket a Microsoft Excell, valat az SPSS 16 programcsomaggal végeztik. Az egyes
I6kuszok variabilitasat a PIC érték (polymorphismdeéx content) meghatarozasaval végeztik, amelynek
kiszamitasahoz az Andersen al, (1993) formulat alkalmaztuk: PIC = 13%,; P2 ahol a pi érték az i allél
gyakorisdga. A szekvencia illesztéshez a BioEdguBace Alignment Editor (NCSU, USA) (Hall, 1999) és
CLUSTALW EMBL-EBI (Thompsoret al, 1994); a blast elemzéshez a BLAST (Basic Lod@jmnent Search
Tool), a szekvencia elemzéshez az NCBI (Nationaht&efor Biotechnology Information) programokat
alkalmaztuk (Altschuket al, 1997). A kladogram elemzéshez az SPSS-16 (dh&iarilarity Index; Jaccard,
1908; Average Linkage, within group), MEGA4 (Molésu Evolutionary Genetics Analysis; Tamueh al,
2007) programokat alkalmaztuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

4.1 Gorogdinnyemagok feltarasa

A 13. szazadCitrullus magok a debreceni volt KolcseyiMelodési Kozpont terlletén feltart kutak
asatsai sorandkertlt névényleleteitl szarmaznak. A 15. szazaditrullus magvak a budai kiralyi
var (Arpad-hazi IV. Béla Kiraly, 1243) Zsigmond-k@zarnyanak (15. sz. eleje) régészeti feltarasa
(1999) soran (Budapest I. Ker., Szent Gyorgy téteRi palota, 8 sz. kat) (Nyékhelyi, 2003) kerultek
feltardsra. Az 4satasok soran nagy menniis&yenymaradvany kerult@&l195 névényfaj tobb mint

3 millié maglelete (Gyulagt al, 2006). A régészeti kormeghatarozas alapjan @éredények stb.) a
Citrullus magok eredete a 15. szdzadidldére volt azonosithatd (Nyékhelyi, 2003). A $9azadi
Citrullus lelet botanikai giijtemény anyaga, az un. Pannonhalmi Apatsag botagjkgteményeil
bocsatottak rendelkezésinkre (Mgazdasagi Muzeum, Budapest) (Vorés, 1971).

4.2 A mai fajtdk morfologiai 6sszehasonlitdsa gorogg@tipusok szerint

A régészeti mintak fenotipus rekonstrukciojahoz dwi fajtat vizsgaltunk meg kisparcellas
kisérletben. A parcellak 2 x 5 méter méeit voltak. Faj illetve fajtakat parcellanként 3 étiésben
ultettik el. Koralbelul 1,5 x 1,5 méter teruletgtitegyedenként. A mai fajtadkat mag, héj és husszin
szerint csoportositottuk. A morfologiai felvételsez@5 bélyeg (Agrobotanikai Kézpont, Tapiodszele)
alapjan végeztik el. Az elemzés soran a Jaccar@8]1bhdexek segitségével elkészitettik az
0sszehasonlit6 dendrogrammot (Szadtd al, 2005a,b). A goérdgdinnye fajtatipusokba toéten
besoroldsat megneheziti a rendkivili szin és fogamedagsag a terméshéj, terméshids és a mag
tekintetében. A felvételezett adatok alapjan ai4dgalt gérogdinnyefajta és t4jfajta elkulonitheolt

a Citrullus lanatus lanatus Citrullus lanatus citroidess aCitrullus colocynthiselterjedt & tipusok
szerint.

4.3 DNS izolalas az archeoldgiai, és a mai fajtakbdl

A régészeti mintakbdl szdrmazo, valamint a r@érullus magokbdl izolalt DNS mennyiségi és
mindségi jellemsit NanoDrop UV spektrofotométerrel mértik meg, amellkalmas volt a
legpontosabb abszorbcios elemzésekre is (A260/280AZ60/230). A régészeti mintakbdl kis
mennyiséd, toredezett DNS-t kaptunk, 100-3000 bp nagysagimdg,ezzel szemben a mai fajtakbol
nagy mennyiség kompakt DNS-t izolaltunk.

4.4 Teljes genom felszaporitdsa (WGA)

A felszaporitas hatékonysagat minden esetben aggén ellefiriztuk. Az egységnyi (9 ng) DNS
mintakbdl tortén telies genom amplifikalas (WGA) hatékonysaga @&seégtiCitrullus leletek (13. sz,
15. sz, 19. sz); és két mai fajta (2,4), valamikbatrol human DNS (1) és a DNS-mentes minta (3)
kontrolljaban. A teljes genom apmilifikacio (WGA)tekonysaga az izolalt (a) és WGA amplifikélt (b)
Citrullus DNS mintdk mennyiségi (ng/ul) és UV-spektrofotondst mirbségi értékeiben
(A260/A280, A260/A230) valamint (c) a WGA- amplifikié hatékonysaga.

4.5 Osszehasonlitd molekularis vizsgalatok

4.5.1 ITS elemzés

A molekularis vizsgalatokbanddzor ITS elemzést végeztiink a régészeti éGiaillus mintdkban.

Az alkalmazott primerek (Hsiaet al, 1995) alapjan az alabbiak szerint moédositotisknely
primerek hasznalataval egy kozel 610 bp és egypkid80 bp nagysagu fragmentumot szaporitottunk
fel a régészeti és a m@itrullus mintakbal.

4.5.2 SSR elemzések

Az SSR analizis soran 47 mikroszatellita oligonakbbpart teszteltiink, amelgb 16 bizonyult
hatékonynak (Katziet al, 1996; Danin-Polegt al, 2001), a primerek 80%-aval, azaz 12 primerrel
kaptunk megismételh@tamplifikaciot a mai, és a régészeti mintakban. ikraszatellita I16kuszokat
ALF médszerrel hasonlitottuk dssze. A vizsgalt 44 @itrullus fajtat és a régészeti mintakat 12 SSR
markerrel vizsgaltuk, melyekben 23 I6kuszon 6s3z&€d fragmentumot azonositottunk. Végul a 12
SSR primer adatainak felhasznalasaval molekul@rslcbgram (1. abra) elemzést végeztink a mai
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(1-44), valamint a régészddiitrullus leletekben (45-47), az ubork&€ycumis sativysgénbanki adat
0sszehasonlitasaval.

Ce
Cle,
Cll

C sativus

J
0.0

+
0.2

+
0.4

L

+
0.8

1. dbra: Molekularis dendrogram elemzés a mai (1-ddlamint a régészeti (45-4Qjtrullus mintakban a 12
SSR mikroszatellita 16kusz, 23 allél, 701 fragmemaualapjan, az uborka&Cgcumis sativysgénbanki adat
Osszehasonlitasaval (SPSS16), a hus (a), héj thagszin (c) feltiintetésével.

A molekularis dendrogram elkészitése utan lathatédg hogy a harom régészeditrullus lelet,
harom egymastol eltércsoportba rendédott a maiCitrullus fajtdkkal. A dendrogramm elemzése
sordn elmondhaté, hogy a 13. szazadi debreceni &elétl7 (Klondike) és #36 (Kecskeméti
voréshasu), a 15. szdzadi budai a #12 (Belyj dlinés #14 (Cséardaszallas), mig a 19. szazadi
Citrullus maglalet a #4 (Szeged), #5 (Roman 235), #6 (W)l mai fajtakkal mutatja a legkdzelebbi
rokonsagot.

4.5.3 cpDNS elemzés

A kloroplasztiszt (cpDNS) két I6kuszon elemeztiky@f9-orf62 (a PSIl PsbZ protein kdzponti
alegységét kodolo génje) &nVAL-rps12(a valin tRNS-t és a 12S riboszémalis protein-tido
gének) szakaszain. Az ycf9-orf62 primer esetébgnéd@ bp hosszusagu fragmentet, mig a trnVAL-
rps12 kloroplaszt primer esetében 296 bp szakaapbsitottunk fel.

4.5.4 |Icyb szingén szekvencia elemzése

A sejtmagilcyb szingén szekvencia elemzése sorattyz gén (2146 bp) két szakaszanak (314-591
bp; 1134-1233 bp) PCR felszaporitasat és szekvetmmazését végeztik el. Azyb gén esetében egy
277 és egy 99 bp hosszlUsagu fragmentet szapomkdtl

4.6 Szekvenciaanalizis és fajtarekonstrukcio klaszialtias alapjan
46.1 Sejtmagi DNS analizis
4.6.1.1 ITS szekvenciak

ITS elemzés az ITS1-5.8S-ITS2 rDNS lokuszon. Azl@iosan konzervativ ITS szekvencidk
elemzése alapjan kirajzolédott a deipb Citrullus fajta a cv. Turkeve (#20), amely annak ellenére,
hogy piros hasu fajta, a sartok (#1-3) és a takayaiéinye (#4-6) fajtdkkal valamint a 19. szazadi
(#47) mintaval mutatott kozeli genetikai rokonsagat #1-6 mintékra jellendz (C)s delécios-allél
hordozasaval (385 bp - 392 bp), amely 16kuszon kéve (#20), és a 15. szazadi (#48)rullus

12
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heterozigéta: (G)/ (C). Az #5 sartok minta szintén heterozigéta ezenkadpon, amely egy édes
hasu sartokfajtat feltételez, tovabbi szelekci@fiKai Uti leirasok és magyar termesdetapasztalata
szerint is). A #7-18, 21-22, 24, 26, 28, 29, 31, 32-45 gorégdinnyékben (CYelécid van a (G)
delécids lokuszon. A sartokdkre és takarmanydinre/@s a #47 (19. szazadi) mintara egy tovabbi
(ATT) delécio (45-47 bp) jellendz amely |I6kuszon az #5, a #20 mai, és #46-0s (Exagli) régészeti
Citrullus mintak heterozigétak. Egy tovabbi ¢Cleléciot (385 bp-392 bp) mutattunk ki az #1-6
fajtakban sartok, takarmanydinnye és a 19. szg#ddi) mintdban, amellyel molekulérisan igazoltuk
a 19. szazadi magminta fajtabesorolasat (takarn@myet Citrullus lanatus citroides

Ezt az eredményt a mag morfologiai vizsgalatokdsegelezték. Ezen az ITS I6kuszon az #5 sartok, a
#20 gorogdinnye (cv. Turkeve), valamint a 15. sdézarcheo minta (#46) heterozig6ta allél
megoszlast mutatott, amely eredmény jelzi, hogy @ 4&zazadi (#46) régészeti dinnye a
domesztikaciébaisibb fajta lehetett, mint a kétszaz évvel koralthi dzadzadi (#45) dinnye. A #19,
23, 25, 30, 33 és 43 fajtdkban nemg(@lanem csak (¢)deléciot azonositottunk, amely eredmény
kijelolte ezt a rokonsagi kort a voros husu gordggieken belll. Tovabbi négy SNP valtozast
mutattunk ki: egy T-inszerciéval (393
bp) és harom szubsztitucioval{T a
407. nt-on; és két BFC az 545. és az
575. nt-on). Ezek az SNP
szubsztituciok az #1-6 mintakbar
valamint az ezeken az SNP pontok
is heterozigbta mintakban (#20, c
Turkeve; és a 15. szazadi #46) arch
minta; Id. az #5 sartok minta is
heterozig6ta) van jelen. Végll
harom régészeti és 44 me@itrullus
szekvencigjanak felhasznélasav
elkészitettik az ITS dendrogramm
(MEGAA4) (2. abra).

2.4bra: Molekularis dendrogram elemzeé
a mai (1-44)-, valamint a régésze
Citrullus mintakban az ITS1-5.8S-ITSZ
I6kuszon (MEGA4) az AJ488232
gorogdinnye Citrullus lanatus lanatus
génbanki adat dsszehasonlitasaval.

4.6.1.2 SSR elemzés

A (CT)26.30 NSSR (CI1-20) I6kuszon (183 bp) veégzett teljeskezicia elemzés (3. abra), illesztés és
BLAST analizis soran egy (CJ)nverziot (133-140 bp) azonositottunk mind@itrullus mintaban.
Tovabba, egy (CE) delécidt (126-131 nt) mutattunk ki csakCdrullus lanatus lanatugorégdinnye
mintakban, szamos heterozigéta fajtaval. Ez azneéeg, azért jelefis, mert igazolja, hogy hogyan
alakul ki egy egyszér(CT)s.30 SSR-b6I egy dsszetett, fragmentalédott SSR: £GT)> (CT)1e-C-
(TC)s-T-(CT)s, amely véarhatbéan tovabb fragmentalédik majd adwaiked évszazadokban. Az
NSSR dendrogram elemzések a 15. és a 19. sZmadius a mai sarga haditrullus-ok kdzé, mig a
13. szazadCitrullust a mai voros husu gorogdinnyékhez sorolta.

Az eredmények a medmitésére, a husszin fajtarekonstrukcié igazolasakdzyb gént elemeztik,

ugyanis azcyb gén két allélje szelektiv markere a sérga és vdiriisyeh(s megjelenésének (Baetg
al., 2007).
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3. abra: A régészeti és a 44 radtrullus minta elemzése a cl 1-20 lokuszon. A (gifiyerzio (132-140 bp), és a (GIdelécio kiemelésével.
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4.6.1.3 A kloroplasztisz-DNS (cpDNS) elemzése

A Kkloroplasztiszt (cpDNS) két I6kuszon elemeztikyef9-orf62 (a PSII PsbZ protein kdzponti
alegységét kodolo génje) é@mVAL-rpsl12(a valin tRNS-t és a 12S riboszomalis proteint dk6d
gének) szakaszain. A kloroplasztisz DNS (cpDNA)sgiataval tovabbi citotipus azonositést
végeztink. Azycf9-orf62 (640 bp) lokusz 320. nt-jan azonositott transaged=A — A=T)
megebsitett (Daneet al, 2007) egy fajspecifikus, citoplazma-marker atk@thatésagat a genotipus
azonositaséaban.

A vizsgélt takarmanydinnyékbegitrullus lanatus citroidesés a gordgdinnyékbeigrullus lanatus
lanatug. kimutatott 132 bp hosszu szakasz delécioja BBDbp) (Daneet al, 2007) elkilonitette a
sartokot (Citrullus colocynthis) a takarmanydinniygék (Citrullus lanatus citroides és a
gorogdinnyékiél (Citrullus lanatus lanatys Ezen felul egy inszercios pontot (ATAGC) is
azonositottunk (576-581 bp), amely a takarmanydikbgn Citrullus lanatus citroides és a
gordgdinnyékben(itrullus lanatus lanatusmegtalalhato, de a vizsgalt sart@it(ullus colocynthi}
mintakban nem. A delécid és inszercio segitségaveartok Citrullus colocynthiy maximalisan
elkulonitheé a takarmanydinnyeQitrullus lanatus citroidels és a gorogdinnyeCitrullus lanatus
lanatug fajoktol, a mintdk husszingtfiggetlenul.

Az ycf9-orf62 Iokusz szekvenciainak felhasznaldsaval elkésiitest 44 mai és harom régészeti
Citrullus minta cluster analizisét, amellyel jol elkulonitile az egyesCitrullus fajcsoportok
egymastol. A cpDNS elemzéstBNA-Val - rps1206kuszon (5. abra): A cpDNERNA-Val - rpsl2
I6kuszan (296 bp) (Jarret al, 1997) minderCitrullus minta egy G-»T szubsztitlciét mutatott a
102.249. nt-on 6sszehasonlitva az adatbankbane&éhagktzelebbi rokon fajjal az uborkaval
(Cucumis sativysAJ970307). A sartokQijtrullus colocynthis #1-3) és a takarmanydinnye fajtak
(Citrullus lanatus citroides# 4-6), valamint a 19. szaza@#47) cpDNS mintai egy tovabbi-GT
szubsztitlciot mutattak a 102.407. nt-on, ahol mingorogdinnye Gitrullus lanatus lanatus az
uborkahoz hasonléan G-t tartalmazott. Ezzel az meéedyel egy cpDNS-alapd markert
azonositottunk, amely elkuloniti a sartd®it(ullus colocynthiy és a takarmanydinnyéke€irullus
lanatus citroidey a gorogdinnyékil (Citrullus lanatus lanatus A 13. és 15. szazad mintdk egy
kisebb mai csoporttal (cv. #12, Belyj Dlinnij 15214, Csardaszallas 113; #17, Klondike R7 096; és
#36, Kecskeméti voroshusu 259) mutattak citotipplomsagot a 102.418. nt-on mutatott—+4@)
szubsztitlicio eredményeként.

Az az eredmény, hogy az ITS szekvencidk alapjatétédezett legsibb, ma is termesztett
gordgdinnye fajta (#20, cv. Turkeve) nem kerllteeblcsoportba, feltételezi, hogy a gérogdinnye nem
obligat anyai orokidést mutat (a megporzé pollennel is atjuthat adgdlasztisz), amely hibrid
citoplazma (cibrid) folyamatos kialakuldséat eredgezi. Tovabbi A-G szubsztiticiét (102.416. nt) a
#8, #15, #20, #23, #29 fajtakban, valamint egy mémmros A-G szubsztiticiét (102.416. nt,
102.442. nt és 102.443. nt) azonositottunk nygkdlfan (#11, #19, #22, #28, #31, #33, #35, #43),
valamint egy kétszeres -AG
szubsztittciot (102.442. nt és a 102.44
nt) harom fajtdban (#9, #13, #32, #38
Ezzel az eredménnyel UGjabBitrullus
citotipus csoportokat kul6nitettiink el
diverz  citoplazmaju  gdrégdinnyéeket
belll. A tRNA-Val - rpsl2szekvencidk
felhasznalasaval elkészitettik a harg
régészeti és 44 maiCitrullus fajta
molekularis dendrogramjat. (4. abra).

4. abra: Molekularis dendrogram elemzése
mai (1-44), valamint a régésze@itrullus
mintdkban (45-47) arnVAL-rps12 cpDNA
I6kuszon végzett szekvencia elemzése alap
(MEGA4), az uborka AJ970307C(cumis
sativug génbanki adat 6sszehasonlitasaval.
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5. abra: A régészeti és a 44 n@irullus minta elemzése a cpDNSt&®RNAVal - rpsl2 lokuszon dsszehasonlitva az adatbanki szekwericia
kiemelve a szubsztitlciés pontokat (102.407, 102412.418, 102.442, 102.443 nt).
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A két cpDNS lokusz szekvencidinak felhasznalasawabrajzoltuk az egyesitett kloroplasztisz
molekularis dendrogramot (6. abra), ami tovabborfiielemzést tett leh@té az eddig elkészitett két
cpDNS molekularis dendrogramon td
Ugyanis jol lathato, hogy a két kloroplas
egyuttes hasznalataval az egyes Citrull
taxonok teljesen elkulonithi®, és a
régészeti mintdk beazonosithatok: sartok
(Citrullus colocynthis) (#1-3),

takarmanydinnyéKkg. | . citroides # 4-6, és
a Pannonhami maglelet), valamint részlet
citoplazma tipusokra  kulobithidt a

gordgdinnye mintak (#-44, és 13.sz. ¢
15.sz. lelet) (6. abra).

AJ970307

6. abra: Molekularis dendrogram elemzése a n
(1-44), valamint a régészditrullus mintakban
(45-47) az ycf9-orf62 trnVAL-rps12 cpDNS
I6kuszon végzett szekvencia elemzése alap
(MEGA4) az uborka AJ970307 C(cumis
sativug génbanki adat 6sszehasonlitasaval.

46.1.4 A Icybszingén elemzése

A lcyb gén (2146 bp) két szakaszanak (314-591 bp; 1133-bp) PCR felszaporitdsa és szekvencia
elemzése soradn két husszin-kapcsolt nukleotid gtitdsot (SNP) azonositottunk a (Bamg al,
2007) probak alkalmazasaval. A domin&i®YBgen a sarga husszinhez mutatott kapcsoltsagota mig
recessziMcyb allél a voros szinhez (Bargd al, 2007). A két allél szekvenciaja mindossze kéPSN
I6kuszon tért el az 518. és az 1182. nukleotidBah9. (#47) és a 15. (#46) szdzadi, valamint a mai
sartok (# 1-3), takarmanydinnye (# 4-6) és a séigal gorogdinnye (# 7-14) mintdk mindegyike a
homozig6ta, dominan€Y-tipusu (kanari sarga - canary yellolYB allélt hordozta mindkét SNP
[6kuszon (GC bp az 518. nt-on és T=A bp a 1182. nt-on), ankelyesarga/fehér huls-szinhez
kapcsoltak. Viszont a 13. (# 45) szazadi minta #gyimai voroshusCitrullus fajtakkal (#15 - 44) a
voros szinhez kapcsolt recesstdyb allélt hordozta (T=A bp az 518. nt-on, és@Gbp az 1182. nt-
on).

Egyik sartok és takarmanydinnye (mint evollciosaibb taxonok) sem hordoztak a véros szingén
markert, amely jelzi, hogy a recessziv voros
szingén csak kébb jelent meg a
domesztikacio/evolacié soran. Ezt az eredményt
egy korabbi vizsgélat igazolta, kimutatva a voros
husszin és a cukortartalom kodolo génjeinek
kapcsoltsagat (Hashizumet al, 2003) és ezzel
egyben a ’'kapcsolt szelekcios' preferencigjukat
(u.i. egy voroés huasa dinnye mindig édesebb volt,,
mig a fehér/sarga hasu goérogdinnyék kozott
el6fordulhatott kesédr fajta is, pl.Citrullus lanatus | ,
citroides. Az Icyb szekvencia felhasznalasaval
elkészitettilk a 44 mai és 3 régészétirullus .
molekularis dendrogramjét (7. 4bra) (Mega4). A

@ EF183521

7. abra: Molekularis dendrogram elemzése a ma#{1-4
valamint a régészetCitrullus mintakban (45-47), az
Icyb gén lékuszon végzett szekvencia elemzése alapjan
(MEGAA4), aCitrullus lanatus lanatuv6rds EF183522
és sarga EF183521 allélek génbanki adatainak
Osszehasonlitasaval.
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46.2 Fajtarekonstrukcio

A morfoldgiai, ITS, SNP, SSR, cpDN&yb szingén allélgyakorisag adatai alapjan elvégaetter
analizisben megallapithaté a régészeitrullus magvak legkdzelebbi genetikai rokonsaga a mai
fajtakkal (8. abra), amely szerint a régészeti akintitotipusa, mint az egyik légibb Citrullus
citotipus maig fennmaradt a mai fajtakban. Az elesek alapjan rekonstrualhaté volt a 13. szazadi
(pirosbétli) a 15. szazadi (sargatighasonlo a mai #20, cv. Turkeve fajtdhoz), valaraii9. szazadi
(sérgabédl) takarmanydinnye feno- és genotipusa.
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4.7 Ujtudomanyos eredmények

1. Kivontuk a 800-, 600- és 170 évedrullus magvakésDNS allomanyat (6 - 10 ng DNS/ 1 g mag),
és meghataroztuk a degradacié meértekét 44 mavdhjtartérd dsszehasonlitasban. A mai fajtak
DNS mennyisége atlag 200 - 800 ng DNS/ 1 g mag volt

2. A sejtmagi rDNS ITS (ITS1-5.8S-ITS2) szekvencianetése alapjan azonositottuk adsipb mai
gordgdinnye fajtat (cv. Turkeve, #20). A ITS szahksidk elemzésével elkildnitettik és a tovabbi
vizsgalatokbol kizartuk az exogén/endogéndtaitt régészeti magokat.

3. lgazoltuk a teljes genom amplifikacio (WGA) alkalzhatosagat az:sDNS mintak nagy
mennyiség és szekvencidhfelszaporithatésagara. A WGA amlifikacio sorameafentumokban
egyetlen hibas amplifikaciot sem azonositottunk.

4. A sejtmagi nSSR lokuszok elemzésével a @iaiullus fajtakban (1-44) és a régészeti leletekben
fajtarekonstrukciot végeztink molekularis dendrogrelemzésével. A molekularis dendrogram
elemzését morfoldgiai dendrogram (24 fenotipusbgelg elemzésével vetettiik 6ssze. A sejtmagi
DNS 12 SSR-l6kuszan, 23 allélt és 701 SSR fragmedittnataroztunk meg, mely alapjatizdtes
fajtarekonstrukciot végeztink a régészeti leletiofipusanak meghatarozasaban.

5. A husszin-rekonstrukcié meghatarozaséara a sejttoglyi(likopin S-ciklaz) szekvencia elemzését
végeztuk el, amely alapjan DNS szekvencia szeriattuk ki a régészeti leletek (és mai dinnye
fajtédk) hus szin tipusait.

6. Mindharom régészeti leletben kloroplasztisz DNDM®) szekvencidkat mutattunk ki, a régészeti
leletekben és a mai fajtakban hatn&VAL-rps12), illetve tovabbi ket (Yc®) haplotipust
azonositasaval.

7. A DNS mintak szekvencia elemzése soran 12 SSR 2dkisszesen 9212 nt), egy szingén (100862
nt), egy ITS I6kusz (6sszesen 28670 bp hosszu)éésclDNS (6sszesen 43992 nt) I6kusz
szekvencigjat hataroztuk meg.

8. A vizsgalatok alapjan fajtarekonstrukciot végezttaknely szerint a 13. szdzadi lelet piros husu
gorogdinnye Citrullus lanatuslanatug, a 15. szzadi gordgdinny€ifrullus lanatus lanatusés a
19. sz4zadi takarmanydinnye sargahi@&irgllus lanatus citroidesfajta tipusba tartozott.
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5. OSSZEFOGLALAS

A régészetCitrullus magvak maradvanyaibdl izolalt archeo 6ré#ityag vizsgalataihoz elkészitettiik
44 mai Citrullus mikroszatellita kontroll ujjlenyomat mintazatat. Agészeti névénymagvak jo
allapotban maradtak fenn, kdszordeet a feltart kutakban Iév nedves, iszapos, anaerob
koralményeknek. A feéizésmentes magbol egy-mag modszerrel iz@ldDNS-t 0,8%-0s agar6z
gélen kimutattuk és meghataroztuk a DNS degradéérdékét a mai fajtak 6sszehasonlitdsaban.

Az ITS1-5.8S-ITS2 regidban az rDNS mutacios pontokionutathatd SNP (single nucleotide
polymorphism) analizissel. Az adatbankban kozdédtksencidk mellett 0j mutacidés (SNP) pontokat
azonositottunk: négy SNP valtozast mutattunk kiy Egnszerciot (393. bp) és harom szubsztitlciot
(C—T a 407. nt-on; és két-FC a 545. és a 575. nt-on). Ezek az SNP-szubsziiktigz #1-6
mintakban, valamint az ezeken az SNP-en is hetwtaimintakban (#20, cv. Tarkeve; és a 15.
szazadi #46). A #7-18, 21-22, 24, 26, 28, 29, 21 33-45 gorégdinnyékben ($jeléciét hataroztunk
meg a (G delécids I6kuszon. A sartokokre és takarmanydikmeyés a régészeti #47 (19. szazadi)
mintéra egy tovabbi (ATT) deléci6 (45-47 bp) jell#Emamely l6kuszon az #5, #20 mai és #46-0s (15.
szazadi) régészeCitrullus mintdk heterozigdta genotipust mutattak. Egy tbvd@)s deléciot (385
bp-392 bp) mutattunk ki a #1-6 fajtdkban (sartokadsrmanydinnyék), valamint a 19. szazadi (#47)
mintaban, amellyel molekularisan igazoltuk a 19.azszli magminta fajtabesorolasét
(takarmanydinnyeCitrullus lanatus citroides Ezen az ITS lokuszon az #5 sartok, a #20 goniyd
(cv. Turkeve), valamint a 15. szazadi archeo-m{##6) heterozigéta allél megoszlast mutatott. A
#19, 23, 25, 30, 33 és 43 fajtdkban nem,(Banem csak (¢)Xeléciot azonositottunk. Az evollciosan
konzervativ ITS szekvencidk elemzése alapjan kildjiott a legsibb goérdgdinnye fajta a cv.
Tarkeve (#20), amely annak ellenére, hogy pirositiaga, a sartok (#1-3) és a takarmanydinnye (#4-
6) fajtakkal valamint a 19. sz&zadi (#47) mintawaltatott kdzeli genetikai rokonsagot az #1-6
mintakra jellem# (C)s delécids-allél hordozasaval (385 bp - 392 bp).

A mikroszatellita analizisben 16 SSR |6kusz koziiEgészeti mintakban 12 SSR primerpar
adott megismételhét és a fajra jellentz mérettartomanyban alléleket, melyekben 23 l6kuszon
dsszesen 701 SSR fragmentumot azonositottunk. oty 2,1 allélszamot azonositottunk, a
kovetked megoszlasban: bngl161 (2 allél), bngl118-2 (Shalghill8-2 (2 allél), bngl339 (2 allél),
phil21 (2 allél), cmaccl46 (2 allél), cmct51 (268l cl 1-06 (3 allél), cl 1-20 (2 allél), cl 2-22
allél), cmct168 (1 allél) és cl 2-140 (1 allél). Aadélek kdzott 6-20 nukleotid kdzotti kilénbséget
allapitottunk meg. Az SSR allélek visszaizolalaganumeghataroztuk a fragmentumok pontos
bazissorrendjét. A kapott alléleket binaris kddalésdn SPSS 16 statisztikai programmal értékeltik
Jaccard index alapjan. A 13. szazadi debrecenianairt36 (kecskemeéti voroshusu) és #17 (Klondike)
mai mintakkal; a 15. szdzadi budai minta a #12 yjBBlinnij) és #14 (Csardaszallas); mig a 19.
szézadi pannonhalmi mint a #4 (Szeged), #5 (RorBah &s #6 (Ujszilvas) mai mintakkal mutatta a
legk6zelebbi rokonsagot.

A Kkloroplasztisz DNS (cpDNS) vizsgalataval tovablotipus azonositast végeztiinky£f9-
orf62 l6kusz megsdisitett egy fajspecifikus, citoplazma-marker alkathtosagat a genotipus
azonositasdban, tovabbatRNA-Val - rpsl2l6kuszon végzett vizsgalatokkal egy cpDNS-alapu
markert azonositottunk, amely elkllonitette a $&(@itrullus colocynthi} és a takarmanydinnyéket
(Citrullus lanatus citroidesa gorégdinnyékdl (Citrullus lanatus lanatus

A sejtmagi Icyb szingén szekvencia elemzése soran két husszisekapoukleotid
szubsztitaciot (SNP) azonositottunk. A dominah€YB gén a sarga hdsszinhez mutatott
kapcsoltsagot, mig a recesskiyb allél a voros szinhez. A két allél szekvencidjadissze két SNP
I6kuszon tért el egy-egy nukleotidban. A 13. szaf#d5) minta egyitt a mai voréshuitrullus
fajtakkal (#15 - 44) a voros szinhez kapcsolt reziedcyb allélt hordozta, mig a 15. (#46) és a 19.
(#47) szazadi régészeti minta a homozig6ta, dorsi@&ftipusu (kanéri sarga - canary yellowdYB
allélt hordozta mindkét SNP |okuszon.

Osszefoglalva, megallapithatd, hogy a régészettakigitotipusa, mint az egyik légibb
gorogdinnye citotipus maig fennmaradt a mai fajiikbAz elemzések alapjan rekonstrualhato volt a
13. szazadi (piroshi#l a 15. szazadi (sargabehasonl6 a mai #20, cv. Tarkeve fajtahoz), valarain
19. sz4zadi takarmanydinnye feno- és genotipusa.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Tobb mint 800 éveLitrullus névénymaradvanyok regeneralasi, és 0sszehasanliékularis
vizsgalataval archeogenetikai kutatasokat végeztEn&dmeényeink alapjan megallapithatd, hogy a
régészeti magvak hamar elvesztik csirazéképességlikevitro kortlmények kozott sterilezett
magvak kdzll jol szelektalhatdék az exogéndreitiséd magvak.

Az alkalmazott DNS izolalasi médszerrel megféletinésédi és mennyiség 6sDNS izolalhat6é a
régészeti magokbol. A kulonb®molekularis moszerekkel kigthaty az endogén eredevagy egyéb
DNS kereszt-szennyédések, és kimutathatd a DNS fragmentumok ampltikiisaga, illetve
degradaltsadga. A kapott eredményeink alatamasafj&&SR, cpDNS és ITS modszer alkalmassagét a
Citrullus fajtak kozti szekvencia heterogenitas kimutatjsésaa mai kontroll fajtak, valamint a
régeészeti mintak rokonsagi kapcsolatara. Az arcBb&b-sel végzett dsszehasonlitd molekularis
vizsgalatok nélkilozhetetlen adatokat nyujhatnakeamberi élelmezésben mar tobb mint 6000 éve
fontos szerepet jatszd novényfajok mikroevollicis,domesztikacios kérdéseinek tisztdzasahoz. A
régeészeti mintakban meégott gének DNS szekvencidinak kldnozésaval és faighkba tortéf
génatvitellel az archeogenetika a gorogdinnye muéels nemesitéséhez adhat Uj l1ékégeket az
évszazadok alatt kiszelektalodott tulajdonsagokmetcukciojahoz.

SUMMARY

Watermelon seeds excavated at both medieval sites analyzed in the study presented appeared to be extremely well preserved due to
anaerobic conditions at site Debrecen (13th cent.), and in the slime of a deep well in Budapest (15th cent.) covered by water, apparently
used as dust holes in the Middle Ages (Gyulai et al., 2006). The herbarium sample seeds form the 19th cent. were stored under precise
conditions in glass containers (Vords, 1971).

Molecular dendrogram of the study presented based on 701 SSR fragments in total identified at eleven nuclear microsatellite
(nSSR) loci revealed that middle age samples show close lineages to ancient varieties currently growing in Hungary with red flesh colour.
Allelic diversity of microsatellites were reliably detected in aDNAs of 300 - 1,100-year old seagrass (Posidonia oceanica) (Raniello and
Procaccini 2002). SSRs were used to morphologically reconstruct 600-year old melon (Cucumis melo) (Szabo et al., 2005a) and millet
(Panicum miliaceum) (Lagler et al., 2005; Lagler, Gyulai et al., 2006). SSR analysis was also applied to herbarium samples of common
reed (Phargmites australis) of about 100-year-old to track plant invasion in North America (Saltonstall, 2003). Results of seed morphology
correlated strongly to molecular results. The 13th -14th cent. sample (Debrecen) showed similarity to cv. ‘Kecskeméti voroshéju’; the 15th
cent. sample (Budapest) showed similarity to cv. ‘Belyj dlinnij’ (# 12). These results also reflect the preferential cultivation of red flesh — and
not yellow flesh- watermelon in the Middle Age of Hungary. Red flesh watermelon also appeared in the painting of Still Life with Melons
and Carafe of White Wine (1603 b.c.) painted by Caravaggio (Janick, 2004; Janick et al., 2007). Molecular data obtained might provide
further tools for watermelon breeders. The 170-year-old herbarium sample (Pannonhalma, Hungary) showed close molecular similarity to
citron melon (Citrullus lanatus citroides) cv.'Ujszilvas’ which reflects the importance of citron melon as fodder in the Middle-Age Hungary.

Watermelons are divided into several morphological types; based on fruit weight as personal size with to 2.7 kg / 6 Ibs, icebox
type to 6.8 kg/15 Ibs, and picnic type above 6.8 kg/15 Ibs. Fruit shapes are round to cylindrical. Unexpectedly, the most ancient, 5000 year
old record in Pharaohs tomb (3.100 — 2.100 b.c., Old Kingdom,) shows not round but elongated fruit with green strips (Manniche, 1989;
Janick et al., 2007). Fruit rind (exocarp) varies from thin to thick and brittle to tough with colors from pale green to dark green, with or
without whitish strips, or small whitish spots. The most ancient European color wall paintings (1517) show watermelons with pale green
rind (Janick et al., 2007) which indicate an ancient rind type, as a QTL locus (gs) responsible for dark-green rind was found to be dominant
over the light-green rind (Hashizume et al., 2003).

Flesh color of watermelons varies from white; to yellow - canary yellow - salmon yellow - orange mainly due to pigment
compositions of xanthophylls. The pink - red - purple colors mainly due to pigments of lycopenes. Genes coding for white flesh color (w)
were QTL-mapped (quantitative trait loci) on chromosome (syn.: linkage group) 6 (Hashizume et al., 1996). Genes responsible for yellow
and red color were mapped on chromosome 2. These gene loci indicate the transition colors between yellow and red (canary yellow, pale
yellow) (Hashizume et al., 2003). QTL responsible for red flesh color had another locus on chromosome 8. This locus showed genetic
linkage with QTL for high sugar content (Hashizume et al., 2003). This result strongly indicate the reason of over numbered red flesh
watermelons compared to cultivars with white and yellow flesh colors, as selection for sweeter watermelons during domestication has been
coupled with selection for red flesh color at the same time (Hashizume et al., 2003). Some further genetic loci for color determination were
recently determined by breeding tools (crossings), namely Y (red, dominant), yo (orange, recessive), y (salmon yellow, recessive), C
(canary yellow, dominant) and c (red, recessice), respectively (reviewed in Bang et al., 2007).

The enzyme LCYB (lycopene B-cyclase) encoded by Icyb gene play a central role in plant color development by converting lycopene
to carotenoids with ring structure. SNP (single nucleotide polymorphism) markers in Icyb gene (NCBI EF183521) were which discriminated
yellow and red flesh watermelons (Bang et al., 2007). The 19th cent. and 15th cent. samples along with modern colocynts, citrons, and
modern (# 7-15) yellow flesh watermelons (Citrullus lanatus lanatus) showed CY-type SNPs at both loci 518th (G=C) and 1182th (T=A) of
Icyb gene. The 13th cent. sample and all red flesh modern watermelons (# 16 - 44) showed the red-type SNPs at both loci 518th (T=A)
and 1182th (G=C) of Icyb gene. No colocynts and citrons were found with red flesh color.
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