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OSSZEFOGLALAS

Az rDNA (riboszomalis DNS) ITS (internal tanscribed spacer)
szekvencielemzését végeztiik el 31 mai sargadinnyefajtiban és egy
régészeti feltarasbol eldkeriilt (15. sz., Budai Var, Budapest)
DNS  mintajaban. Hat SNP (single
polymorphism) nukleotid szubsztitiiciot azonositottunk az egyes

maglelet nucleotide
doménekben. Az ITS elemzés alkalmasnak bizonyult a régészeti
feltarasbol eldkeriilt, de endogén fertézést hordozé magvak
elkiilonitésére is, ugyanis a fertézott magokban a fajra jellemzd, a
618 bp hosszusagu ITS1-5.8S-I1TS2 szakaszokat magaba foglalo,
664 bp hosszusagu ITS fragmentum mellett egy 580 bp nagysagi
fragmentum is felszaporodott, amely — a szekvenciaelemzés és
BLAST analizisben — Aspergillus nidulans eredetet mutatott
(NCBI, AF455505). Az SNP szubsztituciok gyakorisiga alapjan
lesziikitheté volt a 15. szdzadi minta legkozelebbi fajtakére. Az
eredmények hozzajarulnak a régészeti feltarasokbol eldkeriilt Os
noveényfajtak végsé molekularis és morfologiai rekonstrukciojahoz.

Kulcsszavak: rDNS, ITS, szekvencia, SNP
SUMMARY

ITS (internal tanscribed spacer) profiles of the aDNA (ancient
DNA) of seed remains extracted from an extinct sample recovered
from the 15" century (Budapest, Hungary) were compared to 31
modern melon cultivars and landraces. An aseptic incubation
followed by ITS analysis was used to exclude the exogenously and
endogenously contaminated (Aspergillus) medieval seeds and to
detect SNPs in ITS1-5.8S-ITS2 region of rDNA (ribosomal DNA).
SNPs were observed at the 9495 bp (GC to either RC, RS or AG)
of ITS1; and at 414 bp (A-to-T substitution), 470 bp (T to Y or C),
610 bp (A to R or G) of ITS2. The results facilitate the final aim of
molecular and morphological reconstructions of ancient melon

tpyes.
Keywords: rDNA, ITS, sequence alignments, SNP

BEVEZETES

rDNS. A riboszomalis RNS-t kddolo sejtmagi

gének ITS szekvencidinak elemzése az egyik
legfinomabb modszere a molekularis
evoluciokutatasoknak. A Cucumis nemzetségbe

tartozo fajok koziil eddig kozel 20 fajnak sikeriilt
azonositani a filogenetikai rokonsagi kapcsolatait
(Garcia-Mas et al., 2004). Sargadinnyében nuklearis

rRNS-t kodolé gének szekvencidit Kavanagh és
Timmins (1988) kozolte eldszor. Munkank soran a
Hsiao et al. (1995) altal modositott modszert
alkalmaztuk, amely alkalmasnak bizonyult a faj alatti
kategoridk, fajtacsoportok elkiilonitésére is (Szabd
et al., 2005a, b; Szabo, 2006).

Mikroevolucio. A sargadinnye  elsddleges
géncentruma (Vavilov, 1951) Afrikdba tehetd
(Kirkbride, 1993; Kerje és Grum, 2000). Az els6
termesztett tipus a chate lehetett, az egyiptomi
falfestmények abrazolasai szerint (i.e. 2000—1500)
(Vartavan és Amoro6s, 1997; Keimer, 1924; Pangalo,
1929). A Biblidban (Moz. IV, 11:5) emlitett
sargadinnye is chate tipusu lehetett (Felix, 1968
in Karchi, 2000).

Azsidban egy parhuzamos mikro-evolucios it
valdszintisithetd, amely a conomon tipusra vezethetd
vissza (C. melo ssp. var. comomon). Az éazsiai
conomon (oriental pickling melon) és az afrikai chate
tipus  kozvetlenill ~ szarmaztathaté ~a  vad
sargadinnyébdl (C. melo var. agrestis) (Harlan, 1971;
Jeffrey, 1980, 1990; Walters, 1989). A vad
sargadinnye populacioéi maig fennmaradtak a sivatagi
illetve szavanna Ovezetben, Afrikaban, az Arab
félszigeten, s6t Ausztralidban (Sauer, 1993; Zohary
¢s Hopf, 1993).

Irasos emlékek. A sargadinnye legelsé irott
emlékei i.e. 3.000-bol szarmaz6 azsiai Osiratokban
tinnek fel (Costantini et al., 1996; Kroll, 1982, 1999,
2000). Kinaban az i.e. 1.100-771 id6északban a
reticulatus (muskmelon) ¢€és a conomon tipusi
sargadinnye mar a legfontosabb zoldségnovény volt
(Keng, 1974). Az i.e. 1.000-500-b6l maradt fenn a
kinai Koltészet Konyve (The Book of Poetry; Shih
Ching), amely négy éneket is k6z0l a sargadinnyérol
(‘kua’) (Keng, 1974), megemlitve a szdjaval (Glycine
max) vald egylittes termesztésének (intercropping)
szaktanacsait is (Keng, 1974; Yu, 1977). Egy késobbi
kinai irasos emlék az i.e. 533-544-b6l szarmazod
Legfontosabb Miivészetek Konyvében (Essential Art
for the People) mar egy egész fejezet szol a
sargadinnye termesztésér0l, mag
csiraztatasardl, gyomirtasarél és
(Walters, 1989).

Régészeti  leletek. Az emberiség legrégebbi
mezOgazdasagi (ndvénytermesztési) leletei Dél-Kelet
Azsiabol, ie. 10.000-6.000-bél  (Hoabinhian,

begylijtésérol
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Vietnam) szarmaznak (Chang, 1986). Itt kertilt el6 az
els6 Cucumis (de még uborka tipusi) maglelet is,
amelynek kora, a tobbszor elvégzett C'* izotopos
kormeghatarozas szerint 9.180 + 360 éves (Gorman,
1969, 1970, 1971). A Termékeny Félhold (i.e. 6000)
teriiletérél nem keriilt el sargadinnye lelet. Kindban
szamos asatasbol (Zhejiang: i.e. 3.000; Shaanxi:
ie. 2.000) tartak fel Osi sargadinnye magvakat
(Harlan, 1971; Ho, 1977; Walters, 1989). Iranban is
az i.e. 3.000 éves rétegekbdl ismert (Yu, 1977). A
legrégebbi eurdpai lelet a bronzkorbol (Behre, 1998),
illetve a gorogorszagi Tiryns-bol (i.e. 1300-1200)
kerilt elé (Kroll, 1982, 1999, 2000). Szdmos hazai
lelet kozil (Hartyanyi ¢és Novaki, 1975) a
legrégebbiek romai koriak (Budapest-Aquincum) az
i.szerinti 2-3. szazadbol (Dalnoki, 2000; Dalnoki és
Jacomet, 2002). Kora-kozépkori leletek kertiltek el
Németorszagh6l is az i. szerinti 2. szazadbodl
(“C-izotépos ~ meghatarozassal), és  Svajcbol
(Brombacher, 1997). A jelen munkéban vizsgalt
magleletek a budai kirdlyi var Zsigmond-kori
szarnyanak (15. sz. eleje) régészeti feltarasaibol
keriiltek eld (Gyulai et al., 2006; Lagler et al., 2005,
2006; Szabo et al., 2005a, b; Nyékhelyi, 2003).

Elterjedés. Europaban a gorogok illetve romaiak
még nem termesztették a sargadinnyét, hanem
Perzsiabol és a Kaukdzus vidékérdl szallitottak
(Stepansky et al., 1999). Az Eurdpai termesztés
megindulasa az 1300-as évekre tehetd, feltehetden a
reticulatus tipusba tartozd adana termesztésével
(Stepansky et al., 1999). A sargadinnye magyar neve
(dinna) mar 1100-as évekbol ismert (Szamota és
Zolnai, 1902-1906).

A turkesztani tipusba tartozé dinnyefajtak
gylimolcse sima, nem gerezdes, héja vékony és
cseres. Az ananasz tipusu fajtak gyengén gerezdesek,
héjuk vékony €s sima. A bordas, kemény és ripacsos
héju kantalup dinnyék olasz kozvetitéssel jelentek
meg a kdzépkorban Magyarorszagon. A sargadinnye
a gorogdinnyéhez képest sokkal korabban kultiraba
vett névény. A dinnye név legkorabbi magyarorszagi
el6fordulasa egy 11. szazadi oklevélben tiinik fel:
wpredium quad vocatur dinna” (Szamota és Zolnai,
1902-1906). A budai var teriiletén folytatott asatasok
soran feltart 13-14. szazadi kutak betdltéseiben, tobb
esetben is megtalaltak magjait.

A bordas terméshéju kantalup (cantalupensis)
tipus a 15. szazadban terjedhetett el Eurdpaban
Orményorszagi kereskeddk kozvetitésével (Pangalo,
1929; Pitrat et al,, 2000). A név a papa nyari
rezidencidjdnak a Roma kornyéki Cantalupo-ra utal,
ahol el0szor vetették. Ez a fajta mar a 16. szazadban
kozkedvelt lehetett, ahogy ezt Campi (Fruit Seller,
1580), és Caravaggio (Still Life with Fruit on a Stone
Ledge, 1603) festményei bizonyitjak (J. Janick,
www.hort.purdue.edu; Szabo et al, 2005b). Az
Amerikai kontinensre Kolombusz masodik ttjaval
keriilt at 1493-ban, ahol az indian t6rzsek kozott
gyorsan kozkedveltté valt és terjedt el az egész
kontinensen (Janick és Paris, 2006; Paris et al.,
2006).

ANYAG ES MODSZER

Novénymintak feltarasa: A budai kiralyi var
(Arpad-hazi IV. Béla Kiraly, 1243) Zsigmond-kori
szarnyanak (15. sz. eleje) régészeti feltarasa soran
(Budapest 1. Ker., Szent Gyorgy tér, Teleki palota,
8 sz. kat) (Nyékhelyi, 2003) nagy mennyiségi
ndvénymaradvany keriilt eld, 195 ndvényfaj tobb
mint 3 milli6 maglelete (Gyulai et al., 2006). A
hideg, nedves kornyezetben jol konzervalodott
magvakat 0,5-, 1,0-, 2,0- és 4,0 mm lyukbdségii
szitasorozaton flotalasos modszerrel dolgoztuk fel, az
esetleges mai novénymaradvanyokkal vald keveredés
elkeriilésére, zart laboratoriumi koriilmények kozott

(2000-2001-ben). A flotadlt magvak tarolasa
-20 °C-on tortént (Szabo et al., 2005a, b).
Régészeti  kormeghatdrozdas: A régészeti

kormeghatarozas alapjan (pénzek, edények, stb.) a
mintak eredetét 15. szazad elsé felére azonositottuk
(Nyékhelyi, 2003).

Magbiologiai  feldolgozdas: A  magbioldgiai
feldolgozasra elvalasztott mintdkat infravords
fényben szaritottuk (15 W), és hataroztuk meg a
Schermann hatarozokulcs alapjan  (Schermann,
1966).

Osszehasonlité mai fajtik: A régészeti mintdk
fajtakori besorolasdhoz és fenotipus
rekonstrukcidjahoz 31 tajfajtat és termesztett mai
fajtait neveltiink fel kisparcellas  kisérletben
(5-5 novény/fajta), harom ismétlésben,
Agrobotanikai Kozpont Tépidszelei telepén (Szabd
et al., 2005a, b).

DNS-izolalds: A genomikus DNS kivondsahoz az
SDS-sel kiegészitett Nucleon PhytoPure kit-et
(Amersham) alkalmaztuk (Szabo et al., 2005a), a
kovetkezd 1épésekben. 0.1 g magot poritottunk
cseppfolyds nitrogénben és 240 ul extrakcios (EB)
pufferben szuszpendaltuk (EB: 10 mM Tris pH: 8,0,
50 mM EDTA, 500 mM NaCl), majd 60 ul 10% SDS
hozzaadasa utdn 20 percig inkubaltuk 65 °C-on.
A mintakat 160 ul 5 M kalium-acetat (pH: 5,3)
hozzaadasa utdn 0 °C-on 20 percig inkubaltuk.
Centrifugalast kdvetéen (13 000 rpm, 4 °C, 20 perc)
a DNS-t a feliiliszobol, 0,1xtérfogati Na-acetattal
(pH: 5,2) és kétszeres térfogati 96%-os etanollal
csaptuk ki. A csapadékot 70%-os etanollal mostuk, és
TE pufferben oldottuk fel (10 mM Tris, 1 mM
EDTA). A mintakat 4 ul RN-azzal kezeltiik, a DNS
1jboli kicsapasa és mosasa utan 100 ul TE pufferben
oldottuk. Az izolalt DNS mindségét 0,8%-0s agaroz
gélen EtBr-os festéssel ellendriztiik, majd a pontos
DNS koncentraciot a NanoDrop ND-1000 UV-Vis
spectrofotometerrel (NanoDrop Technologies,
Delaware, USA — BioScience, Budapest) mértiik meg
(Gyulai et al., 2006; Lagler et al., 2005, 2006; Lagler,
2007). A mai fajtaknal 0,1 g fiatal levélbdl vontuk ki
a DNS-t azonos moédon (Szabo et al., 2005a, b).
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ITS-elemzés. Az alkalmazott 1TS-primerekkel a
teljes ITS szakaszt (ITS1-5.8S-ITS2) szaporitottuk
fel (Garcia-Mas et al, 2004) a primerpar
szekvencidja: TCG TAA CAA GGT TTC CGT AGG
TG, TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (Hsiao
et al., 1995).

Szekvenciaelemzés. A fragmentumokat automata
fluoreszcens DNA szekvenatorral (ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer) elemeztilkk, mindkét iranyban
elvégezve a  szekvendlast. A  szekvencidkat
ChromasPro (version 1.11) programmal illesztettiik
(Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Queensland,
Ausztralia). A szekvenciak Osszehasonlitasat Bioedit
programmal  készitettik  (BioEdit  Sequence
Alignment Editor, North Carolina State University,
Raleigh, North Carolina, USA). Az ellen6rzésekben a

GCG-10 (Genetics Computer Group, Oxford
Molecular Group Inc., Madison, Wisconsin, USA;
Wisconsin  Package, Version 10.3) szoftvert

alkalmaztuk. A BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) analizishez az NCBI (National Center
for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland,
USA) programot alkalmaztuk (Gyulai et al., 2006;
Lagler et al., 2006).

EREDMENYEK ES ERTEKELES

Molekularis eredmények: ITS fragmentum és
szekvencia elemzés. A kozépkori mintabol kis
mennyiségii, toredezett, de PCR amlifikaciora
alkalmas DNS-t, mig a mai fajtakbol nagy
mennyiségli, jo abszorbcios értékeket mutato,
kompakt DNS-t vontunk ki. A molekularis
vizsgalatokban ITS elemzéssel a fert6zott kozépkori
magok DNS mintait tudtuk elkiiloniteni, ugyanis a
fertézott magokban a fajra jellemzé 664 bp
hosszusagn ITS szekvencia mellett (1. dabra) egy 580
bp nagysagt fragmentum is felszaporodott, amely —
a szekvenciaelemzés ¢és BLAST analizisben
Aspergillus  nidulans eredetet mutatott (NCBI,
AF455505). A fert6zott magok DNS mintait kizartuk
a tovabbi vizsgalatokbol (Szabé et al., 20006).

Az Osszehasonlito ITS elemzésében
meghataroztuk a mai fajtdk ¢és a kozépkori
sargadinnye ITS doméneinek pontos méretét: az 5.8
riboszomalis régié konzervativ, 163 bp-, az ITS-1
217 bp-, és az ITS-2 238 bp hossziusagi DNS
szekvencidit. A szekvencia elemzés soran hasonldan
Kavanagh és Timmins (1988) adataihoz, egy igen
alacsony mértékit SNP polimorfizmust allapitottunk
meg, Osszesen hat nt szubsztiticidjaval (2. abra). A
meghatarozott SNP szubsztiticiok a kdvetkezok
voltak: az ITS1 94. nt-ban G — A vagy R (G vagy
C), a 95. nt-ban C — G vagy S (G ¢és C), az

ITS2 414. nt-ban A—T szubsztitucid, a 470. nt-ban
T— Cvagy Y (C és T), a 610. nt-ban A— G vagy R
(G és A). Az SNP szubsztitiiciok gyakorisaga alapjan
leszlikithetd volt a 15. szdzadi minta legkdzelebbi
fajtakore a Turai (5), a Muskotaly (13), a Hogolyo
(24), a Hales-Best (28) és a Muhi (31) fajtakra,
amelyekben a legkevesebb (3) SNP fordult el6 (3.
abra). A 15. szazadi minta teljes molekularis és
morfologiai rekonstrukcidjaval lehetdség nyilik
értékes kiveszett fajtatipusok rekonstrukcidjahoz.

1. dbra: ITS-elemzés az egy-mag eredetii kozépkori

sargadinnye (Cucumis melo) magok 6sDNS mintaiban endogén
(Aspergillus nidulans) eredetii (580 bp) fertézéssel (M1
és fert6zés (664 bp) nélkiil (M7-M9)

- Mé6)

Figure 1: Samples of single seed DNA with (M1 to M6) and
without (M7 to M9) endogenous (Aspergillus nidulans) DNA
contamination

2. dbra: Szekvencia elemzés a sargadinnye (Cucumis melo)
fajspecifikus ITS szekvenciajaban (664 bp) a konszenzus
(310 bp—390 bp) (a), és az SNP lokuszokat (a nyillal jelolt 414.
és a 470. nt) tartalmazé (400—495) (b) rDNA szakaszokon,
hdrom minta egybevetésével: a génbanki adat Z48805 (felsé
szekvencia sor), a 15. szazadi minta (kozépsé sor), valamint a
»HOgoly6” (alsé sor) fajtaban
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Figure 2: Sequence analysis and alignments of ITS fragments
at consensus (310 bp—39 bp) (8), and SNP containing region (400—
495) at 414" és a 470" nt (arrows) (b) in the DNA samples of
Gene bank data 748805 (first line), 15" century sample (middle
line) and cv. ,,Hogolyo” (third line)
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3. abra: Szekvencia elemzés a sargadinnye (Cucumis melo) rDNA ITS1-5.8S-ITS2 lokuszan (98 bp / 664 bp) 31 mai sargadinnye fajta
és a 15. szazadi maglelet DNS mintaiban (kiemelések a 94, 95, 99, 414, 470, 610 bp-nal azonositott SNP pontokon).
Nukleotidjelzések: R-G és A; S-G és C; Y-T és C

fajta / bp
V728 N /v [ [ 2 A [ e [ /772 (P P e V7
95 405 415 465 475 605 615
248805 TTTGCCTGTC CCCACCACACAACACTCCC CCGTACGCAT CGTCGTGCGG CCGCCCCTTA AAAGGACGAC
4. Javitott-Zentai .LWAGLL.CL 1 C o e G ..........
46. Magyar kincs ...AG...C. L Tivivs tovnnnnns C ittt et G ...iviennn
15. Topaz ...AG...CL L e C o e G ... ...
25. Késarga ...AG.L.CL L I C ot G ..........
17. Kiskdrosi LLWAG.L.CL N C o G ..........
43. Taktaharkéanyi ..WAG...CL L o C o G ..........
12. Pusztadobosi ...AG...CL Ll o Y oo G .. ...
38. Szirmai LLWAG.L.CL . Y oo i G ..........
7. Eziist-Ananasz LL.WAG.L..CL A Y oo e G ...
2. Sweet-Ananasz L.WAG.L..CL B Y oo e G ...
19. Soponyai LL.WAG...CL P N A ...
26. Tarnamérai L..AG.L..CL B T o it e G ...
30. Tétényi-csh. LLWRSLLLYL P Y oo e R ....ooon..
41. Fortuna ...RSLLLYL Ll . Y oo e R ..........
3. Nyiribronyi ...RSLLLYL L o Y oo R ..........
35. Kisteleki ...AS...C. ...l . C o e G ..........
37. Nyirbatori LL.GSLLLYL Y N [
20. Penyigei ...GS...C. Ll . P A ...
36. Nagycserkeszi ...GG...C. L Y [ -
21. Tarkevei L..GG...C. I C ot i e A ...
6. Hevesi .G Cl . C o e A ...
14. Csardaszallasi LGl T Y N A ...
44. Sarandi LGl T P T i i, A ...
42. Kallésemjéni L.GoLL.Cl . Y oo e A ...
33. Hegykédi ALLLCL T e e e e e R ..........
5. Turai LWCROLLLYL i e R ..........
31. Muhi LGl T Y R ..........
13. Muskotaly WCROLLLTL L 2
28. Hales-Best LROLLT. i e P iits tittecnens tesevasnes sssssvases sosensanas
15. sz. WCROLLCL Tt i e e et e e
24. Hégolyd SRLLLLYL T e e i

Figure 3: Sequence alignment of rDNA of melon (Cucumis melo) at locus ITS1-5.8S-1TS2 (98 bp / 664 bp) in the current varieties an
medieval sample (15th century) with indications of SNPs at nts 94, 95, 99, 414, 470, 610. Symbols: R-G or A; S-G or C; Y-T or C
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