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OSSZEFOGLALAS

A kozépkori (Budai Var, 15. szazadi feltards) és 4. szazadi
(Mongdlia) régészeti leletekbdl feltart koles (Panicum miliaceum,
2n=4x=36) magmintakbol 6sDNS-t izolaltunk. A teljes genom
felszaporitasaval (WGA — whole genome amplification) nagy
mennyiségii 6sDNS-t dllitottunk el. Az 6sDNS szakaszok szelektiv
(AFLP —
polymorphism)  meghatdroztuk
mértékét, a 4. szdazadi mintaban azonositott 2 (1.2%) AFLP
(MseCAA—EcoAGT)  fragmentum kimutatdsaval (98.8%
degradacio), szemben a 15. szazadi 158 (40%) (60% degraddcio),
illetve a , Topdz” mai fajtaban kimutatott 264 fragmentum

length

felszaporitasaval amplified  fragment

az

azonositasaval (100%). Az AFLP szelektiv primer-parok koziil az
EcoAGT-Mse-CAA AFLP
fragmentum klonozasaval és szekvenalasaval 2529 nt 6sDNS-t
DNS szakaszok kozétti DNS
vizsgalata soran (ISSR — inter simple sequence repeats) a kilenc

volt a leghatékonyabb. Nyolc

azonositottunk. Az  ismétlédo
primerbdl hét primer, valamint ezek kombindacioival 22 ISSR
szakaszon (lokuszon) Osszesen 341 ISSR allélt azonositottunk a
mai fajtikban és a kozépkori mintaban. Az allélek szekvencia
adatai teljes azonossdagot mutattak a mai fajtakban és a kézépkori
6sDNS
endonukledzzal torténé emésztése (CAPs — cleaved amplified

mintaban. A felszaporitott mintak  restrikcios
polymorphic sequence) sordn hat enzimet alkalmaztunk (Tagql,
BsuRI, Hinfl, Mbol, Alul és Rsal) a mitokondrium (mtDNS) 1117
bp hosszusagu 5S-18S rDNS szakaszdnak elemzésére. Az ALF-SSR
allélek szekvencia elemzésében négy génhez kapcsolt ismétlodé
DNS szakaszt elemeztiink az shl (shrunkenl); gin4 (glutamine
synthetased); rpsl5 (ribosomal proteinS15); tps 28 (rps28
ribosomal protein S28) génekben, dsszesen 810 nt szekvencia
meghatdrozdsaval. Egyetlen nukleotid-valtozdst (SNP — single
nucleotide polymorphism) mutattunk ki a 15. szdzadi mintiban az
rps28 DNS szakaszban. A morfologiai fajtarekonstrukcioban a
kozépkori minta egy 6si tipusu, terpedt bugaju fajtahoz (Omszkoje)
mutatta a legkozelebbi rokonsagot. Eredményeink igazoljak, az
egyszikii koles genom rendkiviili stabilitdsdt, dsszevetve az azonos
korbol  feltart  kétszikii

nagymértékii mikroevolicios valtozdasokkal.

sargadinnye  genomban végbement

Kulcsszavak: SSR, ISSR, CAPS-mtDNS, szekvencia elemzés

SUMMARY

Seed remains of medieval millet, recovered from a 15™ century
layer (King's Palace, Budapest, Hungary), showed reddish yellow
grain color after rehydrating on tissue culture medium that was

close to grain color of modern cultivar Omszkoje. aDNA of
medieval c. millet was extracted successfully, analyzed and
compared to modern common millets by ISSR, SSR, CAPS and
mtDNA.  Analyses of fragments and sequences revealed
polymorphism at seven ISSR loci (22 alleles) and at the 5S-18S
rDNA locus of mtDNA. CAPS analysis of the 5S-18S rDNA

fragment revealed no SNPs in the restriction sites of six

endonucleases Taql, BsuRI, Hinfl, Mbol, Alul and Rsal. Sequence
alignments of the restriction fragments Rsal also revealed
consensus sequence in the medieval sample compared to a modern
variety. Morphological characterization of twenty common millet
(Panicum miliaceum L., 2n=4x=36) cultivars and landraces
revealed four distinct clusters which were apparently consistent
with the grain colors of black, black and brown, red, yellow, and
white. In the comparative AFLP, SSR and mtDNA analysis modern
millet cv. ‘Topaz’ was used. AFLP analysis revealed that extensive
DNA degradation had occurred in the 4" CENT. ancient millet
resulting in only 2 (1.2%) AFLP fragments (98.8% degradation),
compared to the 15" CENT. medieval millet with 158 (40%)

fragments (60% degradation) and modern millet cv. ‘Topadz’ with

264 fragments (100%). Eight AFLP fragments were sequenced
after reamplification and cloning. Microsatellite (SSR) analysis at
the nuclear gin4, shli, rps28 and rpsl5 loci of the medieval DNA
revealed one SNP (single nucleotide polymorphism) at the 29"
position (A to G) of rps28 locus compared to modern millet.
Mitochondrial (mtDNA) fragment (Mbol) amplified at the
58-18S-rDNA locus in the medieval millet showed no molecular
changes compared to modern millet. The results underline the
significance of survived aDNA extraction and analysis of
excavated seeds for comparative analysis and molecular
reconstruction of ancient and extinct plant genotypes. An
attempted phenotype reconstruction indicated that medieval
common millet showed the closest morphological similarity to

modern millet cultivar Omszkoje.

Keywords: SSR, ISSR, CAPS-mtDNS, sequence alignment

BEVEZETES

A régészeti genetika segitségével a kihalt
¢élolények  évszdzadok  és évmilliok  ota
konzervalodott szoveteib6l és  sejtjeibdl  kivont

6sDNS rekonstrualhatdo (Brown, 1999; Cooper és
Poinar, 2000; Gugerli et al., 2005; Gyulai et al.,
2006). A DNS-t az id6 mulasaval a kiilonb6zo
nukleazok elbontjak, azonban szerencsés
koriilmények, mint pl. alacsony hémérséklet, gyors
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kiszaradas, magas soOkoncentracié mellett a DNS
kevésbé degradalédik (Poinar et al., 2003;
Shen-Miller, 2002; Willerslev et al., 2003). Az utolsé
jégkorszakbol fennmaradt jégbe fagyott
mammutborju (10-40.000 éves) szoveteibdl sikeriilt
DNS-t  izolalni. A teljes DNS allomany
rekonstrualasa terén az els6é sikerek 2001-ben
sziilettek, amikor egy 400 éve kihalt futomadar (moa)
teljes mitokondialis DNS allomanyanak
bazisparsorrendjét hatdroztdk meg (Cooper et al.,
2001). A hosszi DNS szakaszokat is lemasolo PCR
(long range PCR) modszerrel (Cheng et al., 1994)
technikaval  elkészitett = mitokondrialis  térkép
lehetéséget  adott  evolucidos  fejlodési  utak
felvazoldsdhoz. Nagy jelentdségli eredmény volt,
amikor igazolodott, hogy a koviiletekbe zart
(fosszilidkban) DNS is elemezhetd (Yang, 1997),
ahogy ez 1988-ban sikeriilt is egy 18 millio éves
liliomfa  (Magnolia) DNS maradvanyanak
kivonasaval (in Pddbo et al., 2004). Munkank soran
4. szazadi és 15. szdzadi kdles maradvanyokbol
vontunk ki DNS-t, elemeztiik és hasonlitottuk Ossze a
mai  fajtdk  DNS  mintaival egy  végsd
fajtarekonstrukcio céljabol.

A Kkoles (Panicum miliaceum L.) a Panicum
nemzetség legjelentdsebb faja a gyomkoles (Panicum
ruderale L.) a hajszalagu kolessel (Panicum capillare
L.) egyiitt. Igen jol tiiri a szarazsagot €s a meleget,
ezért fOleg a kontinentalis éghajlata teriileteken
termesztik (Kelet- és Eszaknyugat-Afrikaban, Kina,
India és Pakisztan), kasanovényként, illetve
abraktakarmanyként.

Morfologia: A kaldsz morfologidja alapjan a
koles fajtak harom csoportba kiiloniilnek (Mansfeld,
2001; Banyai, 1971): (1) a terpedt bugaji kolesek
(Panicum miliaceum L. convar. effusum (Alef.)
Mansf.); (2) az oldalra hajlo, zaszlos bugaju kolesek
(Panicum miliaceum L. convar. contractum (Alef.)
Mansf.); valamint a (3) tomott bugaju kolesek
(Panicum miliaceum L. convar. contractum (Alef.)
Mansf.). A toklasz szine tovabbi felosztast tesz
lehetévé: a fehér, sarga, piros, barna és sziirke
toklaszi fajtakkal. Tenyészideje rendkiviil rovid
(60-90 nap), egy évben kétszer arathatd, a tavaszi
vetés mellett a nyari masodvetése is beérik. A
sz€ls6séges korilményeket (nagy meleg, sovany
talaj, szarazsag) is jol tiri. Jellemz6 a szemre, hogy a
csirapajzs vapaja rovidebb a szemtermés hosszanak
felénél (Schermann, 1966). Cséplése-tisztitasa soran
a csira gyakran kitorik. A koles napjainkra sokat
veszitett  jelent0ségébdl.  Eurdpabol  kiszorult.
Els6sorban Kelet- és Kézép-Azsia, India, Kozel-
Kelet vidékein termesztik.

Régészeti leletek: A koles tetraploid, dnbeporzo
faj (P. miliaceum, 2n=4x=36) az emberiség egyik
legdsibb novénye, mar az i.e. 5000-3200 szarmazo
leletekkel (Ho, 1977). A legrégebbi (DK-Azsiai)
Hoabinh kultirabdl (i.e. 10.000-6.000) nem keriiltek
elé (Gorman, 1969; Walters, 1989). Sumer ¢és Eszak-
Indiai kulturakban az arpa (Hordeum vulgare) mellett
nagy mértékban termesztették (i.e. 2500).

A koles jelentds magleletei Kelet- és Kozép-
Eur6pabol szarmaznak: Soroki (Ukrajna) (Tripolje-

kultdra) (Janushevich, 1978), Blahutovice
(Csehorszag) (Tempir, 1979) és Eizenberg (Tiiringia)
(i.e. 5. évezred) (Rothmaler és Natho, 1957),
Gomolava (Jugoszlavia) (i.e. 4. évezred) (Zeist,
1975), E-Italia (ie. 3. évezred) (Villaret-von
Rochow, 1958). K6z¢ép-Azsiaban a koles a bronzkor
oOta, a 3. évezredt6l mutathato ki leletekkel (Lisitsina
és Prisepenko, 1977). Ujabban az afganisztani
Shortunghai leldhelyen (i.e. 3. évezred vége/
2. évezred eleje) is megtalaltak (Willcox, 1991).
Tovabbi kérdéses koles leletek keriiltek eld: Tepe
Yahya (Iran) (i.e. 5. évezred) (Costantini és
Costantini-Biasini, 1985), Grazia (eneolitikum: i.e.

5-4. évezred) (Lisitsina, 1984) és Eszak-Kina
terliletér6l  (neolitikum)  Yang-Shao  kultara
(i.e. 4. évezred) (Ho, 1977).

A sztyeppei népek (keltdk, hunok, avarok,

magyarok) illetve a Termékeny Félhold népeinek
legfontosabb gabonaja volt (i.e 2000) az évenkénti
kétszeri aratds lehetdsége miatt (60 napos
tenyészidejli fajtdk is ismertek) (Harlan, 1971). Az
ie. 1.000-500-b6l maradt fenn a kinai Koltészet
Konyve (The Book of Poetry; Shih Ching), amely
kilenc éneket ad a kolesr6l (Keng, 1974). A koles
volt a romaiak kedvelt ,,milium "-a. Eszak-Amerikaba
a 17. szazad folyaman keriilhetett at, azota szamos 1j
nemesitésti fajtaval (Colosi és Schaal, 1997).

ANYAG ES MODSZER

Novényi anyag: A Budai Varban folyt asatasok
soran (1999) 15. szazadi koles magvak (Panicum
miliaceum) keriiltek el6, az egykori Teleki-palota
tertiletén feltart kozépkori kutbol (Gyulai et al., 2006;
Nyékhelyi, 2003). A magokat flotalasos mddszerrel
iszapoltuk ki, majd laboratériumi koriilmények
kozott hataroztuk meg a fajokat (Schermann, 1966).
A 4. szazadi minta mongoéliai (3. sir, Darhan,
Mongolia, 1969) feltarasbol szarmazik (Gyulai et al.,
20006). Feliileti sterilizalas utdn a magokat harom
honapig F6 steril taptalajon (Gyulai et al.,, 2003)
inkubaltuk a  kiilonb6zé  eredetii  fertézések
elkeriilésének kizarasara. A nem fert6zott 4. szazadi
és kozépkori (15. szazad) magokbdl, valamint a mai
termesztett  fajtdkbol  (Agrobotanikai  Intézet,
Tapioszele) (1. tablazat) DNS-izolalast végeztiink.

Morfologiai  vizsgalat: A 15. szazadi koles
rekonstrukcidja, valamint a fajtakori besorolashoz 20
mai koles tajfajtat kisparcellds kisérletben (5x5 m)
vizsgaltunk két ismétlésben, majd a Tapidszelei
Agrobotanikai Intézet ¢s az OMMI felvételezési
szempontjai alapjan 28 vizsgalt tulajdonsag szerint
(Lagler et al., 2005).

DNS-extrakcio: A magvakbol 0,1  g-nyi
mennyiséget dérzsmozsarban, folyékony nitrogénben
poritottuk, majd SDS (10%) és CTAB (Murray és
Thompson, 1980; Doyle és Doyle, 1990) tartalmu
DNS extrahald pufferben (700 pl) tartuk fel (1 ora,
65 °C) a DNS-t. A fehérjék kicsapasara 24:1 aranyu
kloroform/izoamilalkohol elegyet (750ul) (a CTAB
mobdszer esetén), illetve 250ul Na-acetatot (pH 6.5)
(az SDS-es modszernél) alkalmaztunk (30 perc,
szobahd). I. centrifugalds: A mintdkat 15 percen
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keresztiil 4 °C-ra el6hiitdtt centrifugaban 10.000 rpm

fordulatszamon centrifugaltuk. A harom féazis
szétvalasa utdn, a novényi DNS-t tartalmazd
feliilliszot 1.5 ml-es steril eppendorf csévekbe

pipettaztuk at. A DNS kicsapdsa: Az atpipettazott
frakcid 2/3-anak megfelelé mennyiségli izopropanolt
elegyitettink a mintdkhoz (2 6ra, szobahd). A
mintdkat 4 °C-on 10.000 rpm fordulatszamon 15
percig centrifugaltuk, az izopropanol dekantalasa
utan a DNS csapadékot 70%-os etanollal mostuk,
majd ismételt centrifugalast kovetden az alkoholt
ledntottiik (dekantaltuk), a DNS-t 1-2 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten szaritottuk, és oldottuk TE (pH
8.0) pufferben (100ul). RNS-mentesités: Sul RN-az
A-val (Sigma, R-4875) végeztiik (30 perc, szobahd).
A DNS ujra kicsapasat 1/10 térfogat 8M-os
ammonium-acetat, és 2 térfogat etanol keverékével
(2 ora, —20 °C) végeztiik, majd 10 percig 10.000 rpm
fordulatszamon  centrifugaltuk. A feliiluszo
dekantalasa, majd a DNS szaritasa (1 ora, szobahd)
és Ujraolddsa (100l TE, pH 8.0) utan
spektrofotometrids mindségi elemzést végeztiink
(Hofreiter et al., 2001; Lagler et al., 2005).

1. tablazat
A fajtarekonstrukciohoz és az 6sszehasonlité elemzésekhez
alkalmazott mai kolesfajtak (Panicum miliaceum) adatai és
szarmazasi helyiik

# Fajtanév(1) f:vv(; Szarmazés(3) Azonosito(4)
1 Tapidszele-D TAPD POL RCATO073416
2 Tapibszele-C TAPC ITA RCATO073585
3 Tapidi barna TABA  HUN RCATO017521
4 Debreceni barnamagva DEBR HUN RCATO017513
5 Tapidszentmartoni (Ir.) TASZ HUN 00185/01

6 Tapioszele-B TAPB HUN RCATO017280
7 Fertddi 10.D FERT HUN RCATO017272
8 Piski (Ir.) PUSK HUN RCATO017296
9 Rabaszentandrasi (Ir) RABA  HUN RCATO017297
10 Bolgar-159. BOLG  HUN RCATO017267
11 Fertddi piros FEPI HUN RCATO017291
12 Kecskeméti (Ir.) KEKE  HUN RCATO017527
13 Omszkoje-9 OMSZ RUS 02546/00

14 Jaszberényi (Ir.) JASZ HUN RCATO017555
15 Csaszarréti-2 CSAS HUN RCATO017277
16 Nyiregyhazi (Ir.) NYIR HUN RCATO017526
17 Tapidszele-A TAPA RUS RCATO017509
18 Fertddi fehér FEFE HUN RCATO017290
19 Martonvasari-3 MART  HUN RCATO017285
20 Mesterhazi-Ir. MEST  HUN RCATO017494

Table 1: List of common millet (Panicum miliaceum) cultivars
and landraces studied with short name and origin
Variety(1), Short name(2), Origin(3), ld. number(4)

A  DNS tartalom  meghatarozdasa: A
spektrofotométeres koncentraciok meghatarozashoz a
NanoDrop ND-1000 UV-Vis spectrofotométert
alkalmaztunk (NanoDrop Technologies, Delaware,

USA — BioScience, Budapest) (Gyulai et al., 2006;
Lagler et al., 2006; Lagler, 2007).

Teljes Genom felszaporitis (WGA — Whole
Genome Amplification, GenomePlex WGA2, Sigma),
teljes genom  felszaporitis: Az  archaeologiai
mintakbol  torténé  izolalas soran  korlatozott
mennyiségii és toredezett DNS nyerhetd ki, ezért a
kozépkori magvakbdl izolalt DNS torzsekbol WGA-
reakciot: teljes genom felszaporitast végeztiink,
amely mddszerrel ng mennyiségii kiindulasi DNS-b6l
pg nagysagrendii terméket szaporitottunk fel
(2. abra).

(a) Fragmentalas: A felszaporitani kivant mintak
DNS-¢éb6l ddH,0-val 1 ng/ul koncentracioji oldatot
készitettiink, a mintdkhoz 1 pl 10x fragmentalo
puffert €s 9 ul DNS-t (1 ng/ul) adtunk, és pontosan
4 percig 95 °C-on denaturaltuk (PCR-késziilékben,
majd jég, és rovid centrifugalast kovetden).

(b) Genomi kionyvtar készitése: A mintankhoz
2 pl 1x Konyvtar Preparalé Puffert, majd 1 pl
stabilizal6 puffert adtunk. Enyhe keverés (vortex),
majd rovid centrifugdlds utan 2 percig 95 °C-on
denaturaltuk, rovid centrifugalas utan ismét jégre
helyeztiik a mintakat. A kovetkezd 1épésben 1 pl
Konyvtar Preparalé Enzimet adtunk a mintakhoz,
majd enyhe vortexelés utan ismét jégfiird6t
alkalmaztunk. Ezt kdvetden egyetlen ciklusbol allo
PCR reakci6t inditottuk a kovetkezd paraméterekkel:
16 °C/20 perc, 24 °C/20 perc, 37 °C/20 perc,
75 °C/5 perec, tarolas 4 °C.

(c¢) PCR amplifikalas / 2: Az el6z6 1épésekben
elkészitett genomi konyvtarhoz mintanként 60 pl
PCR mastermix-et adtunk, ami a kovetkezoket
tartalmazta: 7.5 pl 10x Amplification Master Mix,
47.5 ul nukleaz mentes viz, 5.0 ul WGA phi29 DNS
polimeraz. Az igy kapott 75 ul végtérfogat oldatbol
ujabb PCR reakciot inditottuk: 95 °C/3 perc
(denaturalas), 14 ciklusban: 94 °C/15 mp,
denaturalas, 65 °C/5 perc, majd 4 °C tartés, tarolas —
20°C. A felszaporitas hatékonysagat minden esetben
agaroz gélen ellendriztiik (3. dbra).

ISSR-vizsgalat: Az ISSR  vizsgéalathoz a
Zietkiewitz et al. (1994) altal leirt eljarast
alkalmaztuk (3.  dbra) kilenc  primer és

kombinaciodinak alkalmazasaval: (1) FV808 — (ag)sc;
(2) FV810 — (ga)st; (3) FV811 — (ga)ge; (4) FV821 —
(gt)st; (5) FV835 — (ag)s(t/c)e; (6) FV836 —
(ag)s(t/c)g és (7) FV841 — (ga)s(t/c)c (Cekic et al.,
2001).

ALF-SSR-fragmentum elemzés: A mikroszatellita
allélok elektroforetikus elvalasztasit PAGE-alapt
(poliakrilamid gél) ALF-Expressll (Automatikus
Lézer Fluorométer; Amersham — AP Magyarorszag,
Budapest) gélkazettaban végeztiik négy lokuszon:
glnd, shl, rps28, és rpslS (3. tablizat). Az
elektroforézis soran az allél méretét Cy-5 jeldlt belsd
molekulatdomeg standardokkal allapitottuk meg. Az
alkalmazott primerek egyik szalat szintén Cy-5
fluoreszcens festékkel jeldltiik (Roder et al., 1998;
Szabo et al., 2005a, b; Gyulai et al., 2006).

AFLP  analizis. Az  AFLP  (amplifikalt
fragmentum hossz polimorfizmus-amplified DNA
fragment length polymorphism) vizsgéalatokban a
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modszer fluoreszcens valtozatat alkalmaztuk (fAFLP
— fluorescent amplified DNA fragment length
polymorphism) Vos et al. (1995) alapjan, kisebb
modositasokkal (Cresswell et al., 2001; Skot et al.,
2002; Gyulai et al., 2005). A kettés emésztéshez
EcoRI-Msel restrikcios endonukleazokat
alkalmaztunk. A nem-szelektiv amplifikaciot 30
ciklusban végeztik a kovetkezd ciklusidokkel:
94 °C/30's, 56 °C/30s, 72 °C/1 perc. A terméket
0,1x TE-vel 5-szoros amplifikaltuk a szelektiv PCR
reakciokban. A szelektiv amplifikacidhoz 24 primer-
kombinaciot hasznaltunk JOE fluoreszcens festékkel
jelolt *Eco primerekkel. Az elsé tizenkét primer
kombinacioban az Mse-CAC primert parositottuk a
jelolt *Eco -aaa, -aac, -aag, -aat, -aca, -acc, -agg, -act,
-aga, -agc, -agg, -agt primerekkel. A masodik
tizenketté kombinacioban a jelolt *Eco-AGT primert
parositottuk az Mse -caa, -cag, -cat, -cca, -ccc, -ccg, -
cct, -cga, -cgc, -cgg, -cgt, -cta primerekkel. Hot Start
PCR-rel kombinalt touchdown PCR reakciot
alkalmaztunk a mintak felszaporitdsara (Don et al.,
1991; Erlich et al, 1991). A reakcioelegy
végtérfogata 10 pl amely tartalmazott 1x AmpliTaq
Gold PCR Master Mix-et, mindkét primert 20 pmol-
ban, valamint 50 ng preamlifikalt DNS templatot. A
touchdown PCR-t PE 9700 Thermocycler
késziilékben (Applied Biosystem) kovetkezdk szerint
végeztik: 12 cikluson keresztil a 30 s hosszi
kapcsolodasi  homérsékletet (Tm) egyenletesen
66 °C- 16l 56 °C-ra csokkentettiik. Tovabbi 25 ciklust
56 °C kapcsolodasi hémérséklettel végeztiink, majd
az utolso ciklus: 60 °C-on 45 s-ig tartott. A szelektiv
AFLP amplifikdtumokat 5 percig 98 °C-on
denaturaltuk és 30 percig 60 °C-on tartottuk vagy
kozvetleniil ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) késziilékkel fragment analizist
végeztiink. Az eredményeket ABI PRISM Genotyper
3.7 NT szoftverrel dolgoztuk fel.

Klaszter-analizis: a 28 felvételezett morfoldgiai
bélyeg alapjan Osszehasonlitottuk a 20 mai koles
(Panicum miliaceum) fajtat és tajfajat (morfologiai
dendrogram), valamint az ISSR primerek altal
felszaporitott fragmentum mintazatot (molekularis
dendrogram). Az analizist és a kodolast a Jaccard-
index (1908) alapjan végeztiikk a csoportok kozotti
atlagos tavolsag szerinti Osszefliggésében, SPSS-14
szoftverrel.

Organellum-specifikus  PCR: Az  5S-18S
mitokondrialis rDNS egy szakaszat a (Petit et al.,
1998) szaporitottuk fel mind a koézépkori, mind a mai
kolesben (Panicum miliaceum) (3. tablazat).

CAPS-analizis: Az agardz gélb6l (0.8%)
(GibcoBRL, 15510-027) kivagott mitokondrialis
DNS fragmentumot hat restrikcidos endonukledzzal
(Tagql, BsuRl, Hinfl, Mbol, Alul és Rsal) emésztettiik
(Fermentas) (2. tablazat).

A CAPS-analizist az emésztett fragmentumokon,
1,6%-0s agardz gélen torténd szétvalasztds utan
végeztikk el, majd ChemImager rendszerben (Alpha
Innotech Corp.) dokumentaltuk. A  kozépkori
mintabol, valamint az Omszkoje-9 mai fajtabol
szarmazo fragmenteket oszlopon tisztitottuk (Sigma,
5-6501), és megszekvenaltuk.

2. tablazat
A CAPS-mtDNS szekvencia elemzéséhez alkalmazott hat
restrikcios endonukleaz (RE) enzimek adatai, valamint a
kimutatott CAPS fragmentumok méretei (bp)

RE Hasitési Kod Fragmentumok C/fPs
enzim(1) hely(2) #(3) Mérete (bp)(4) frag (5)
Tagl TICGA  ER0671 ;24’ 124,492, 116, 104,
BsuRI GGICC ERO151 ig;’ 139, 13, 164, 100,
Hinfl GVANTC ER0801 ?28’ 224,302, 76, 104,
Mbol JGATC ERO0811 568,92,193,91, 48 5
Alul AGLCT ERO0011 88,757,148 3
Rsal GTVAC ER1121 204,99, 16,274, 13,75,

311

Table 2: List of the restriction endonucleases (RE) applied to
CAPS-mtDNA analysis
RE enzyme(1), Restritction site(2), Code(3), Fragment size(4), No.
of fragments(5)

Szekvenciaelemzés: A szekvenalast ABI PRISM
3100 (Applied Biosystem, Magyarorszag) automata
DNS  szekvenatorban  végeztik, a  kapott
szekvencidkat a Chromas Pro 11 (Technelysium Pty
Ltd, USA) programmal vizsgaltuk. A szekvenciak
illesztését és analizisét a BioEdit (NCSU, USA),
valamint a BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) programcsomagokkal végeztik (National
Center for Biotechnology Information).

EREDMENYEK ES MEGVITATAS

Morfologiai  vizsgalat: Az  sszehasonlito
fajtarekonstrukcidhoz valasztott mai koles fajtak
atfogtadk a koles harom f6 bugatipusat (Mansfeld,
2001; Banyai, 1971; Colosi és Schaal, 1997; Scholz
és Mikolas, 1991): a laza szétteriild, a zaszlos oldalra
hajlé, valamint az allé tomott bugdju fajtakat (Radics,
2002). A magok szine fekete, barna, voroses, okker,
arany ¢s krémszinen at a fehérig valtozott. A
felvételezett 28 morfologiai tulajdonsag alapjan
végzett klaszter-analizis a fajtakat négy f6 csoportba
sorolta, els6sorban a magszin szerinti
csoportositasban (/. abra).

13
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3. tablazat

A sejtmagi nSSR és a mitokondrialis mtDNS vizsgalatokban alkalmazott primer-parok adatai.
A mikroszatellita-kapcsolt gének sh1 (shrunkenl); gin4 (glutamine synthetase4); rps15; rps 28 (rps28 ribosomal protein S28)

Loci Primer parok szekvenciai Ref ia(3)
eferencia

(NCBI #)(1) (5-3’) bp(2)

gln4 (D14577) agc aga acg gca agg get act Chin et al. (1996)

(glutamine synthetase4)
rps15 (AW424565)

(ribosomal protein S15)
rps28 (AF544115)

(ribosomal protein S28)
shl (AV062092)

(shrunkenl)
mtDNA (Z11512)

ttt ggc aca cca cga cga

ata tgg cgc aag acg att cc

aag aag aaa gag aag aag cac ggg
gga cag ctc gta tta taa cct gcg
aga cga acc cac cat cat ctt tc

cgc ttg gca tct cca tgt ata tet

atc gaa atg cag gcg atg gtt ctc
atc gag atg ttc tac gecc ctg aagt
gtg ttg ctg aga cat gcg cc

Chin et al. (1996)
Chin et al. (1996)
Chin et al. (1996)

Petit et al. (1998)

Table 3: Loci and primer pairs of nuclear microsatellites and mtDNA applied in the molecular analysis. The SSR-limked genes:shl

(shrunkenl); gin4 (glutamine synthetase4); rps15; rps 28 (rps28 ribosomal protein S28)

Loci(1), Primer sequences(2), References(3)

1. dbra: Molekularis (a) és morfologiai (b) dendrogram elemzés a mai (1-20), valamint a 15. szazadi kolesben (Panicum miliaceum)

@
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Figure 1: Molecular (a) and morphological (b) clusters of medieval (15th century) and current (1-20) common millet varieties (Panicum

miliaceum)

Molekularis vizsgadlatok: A steril magokbol
izolalt és WGA-amplifikalt (2. dbra, 4. tdblazat)
DNS-mintaiban (Michelmore et al., 1991) a kilenc
ISSR  primerb6l hét primer, valamint ezek
kombinacioival 22 ISSR lokuszon Osszesen
341 ISSR allélt hataroztunk meg a mai fajtdkban és a
kozépkori mintaban. (4, 5. dbra, 5. tdbldizat). Az
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) mddszerrel a
genom kozeli forditott iranyt ismétlodé DNS
szakaszai (,,hajtitkanyarok”, illetve ,,masnik a DNS-
en”) kozotti szekvencidk azonosithatok, amelyek
stabilitasa szokatlanul nagymértékii, ezért genotipus
azonositasra, genetikai térképezésre, illetve a DNS

szerkezeti elemzésére igen alkalmasak (Zietkievwicz
et al., 1994; Gyulai et al., 1999).
A teljes genom amplifikacio (WGA) hasonldan az

izotermikus MDA-WGA modszerhez (multiple
displacement — amplification) a legujabb nagy

hatékonysagii modszere a sériilt, fragmentalt DNS
mintdk szekvenciahli amplifikacigjara (Mitchell et
al., 2005). Az altalunk amplifikalt mintakban koézel
100-szoros mennyiségli 0ssz-DNS  felszaporitast
értiink el a WGA-kezelés soran (4. tdblazaf). A
WGA szekvenciahti amplifikaciojat ISSR szekvencia
elemzéssel igazoltuk (4. dbra), melyben egy 476 bp
hosszusagi ISSR szekvencidban egyetlen
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nukleotidban sem sziiletett hibas amplifikacio. Az 5.000-13.000  Alul  hasitohely  polimorfizmus

ISSR fragmentum mintadzat alapjan készitett fordulhat elé (az Arthrobacter [uteus baktérium
rokonsagi dendrogrammon a kozépkori kdles minta fajbol izolalt restrikciés endonukledz enzim hasitd
az ,,Omszkoje” mai fajtadval mutatta a legkozelebbi szekvencidja utan: 5' AG/CT 3') (Lister és Dean,

genetikai rokonsagot (/. dbra), amely egy Osibb 1993).
tipusba sorolhatd terpedt bugdji fajta. A

mitokondrium specifikus primerpar altal 2. dbra: Az egységnyi (9 ng) DNS mintikbél torténd teljes
felszaporitott 1117 bp hosszisagi konszenzus genom felszaporitis (WGA) hatékonysaga a kézépkori kéles
szekvenciat azonositottunk az 5S-18S rDNS (Panicum miliaceum) (15. szazad) (5, 6); és a mai fajta (2, 3),
lokuszon a 15. szazadi mintaban. A CAPs- valamint a kontrol human DNS (1) és a DNS-mentes ellenérzé
elemzésben a fragmentumok a Tagl, BsuRI, Hinfl, (4) mintaban

Mbol, Alul és Rsal restrikciés enzimekkel tortént
emésztése utan megegyez6 mintazatot mutattak (5.
abra), amely eredmény azt jelzi, hogy az eltelt 600
év soran a genetikailag stabil mtDNS-ben — a nem is
varhatd  nem-szinonim  szubsztiticiok  mellett
szinonim nukleotid szubsztiticiok sem mentek végbe

az alkalmazott restrikcios hasitohelyek
szekvenciaiban (Lagler et al., 2005). Modszertanilag
a CAPs (CAPs — restrikcidos szekvencia-

polimorfizmus) kdzel all az RFLP-hez (Botstein et
al., 1980), azzal a kiilonbséggel, hogy a RE emésztést
PCR-amplifikalt fragmentumon (Mullis és Faloona,
1987) alkalmazzuk. A CAPs markerek el6nye, hogy
kodominansak és ezzel a homozigdta és heterozigota
egyedek elkiilonithetdk (Konieczny és Ausubel,
1993). A CAPs mutaciok rendkivili mértéki
gyakorisagat jelzi, hogy két Arabidopsis Okotipus
térképezo populacidjaban megkozelitden

Figure 2: WGA amplification of 9 ng DNA samples of the
medieval (15. century) (5, 6) and current common millet (Panicum
miliaceum) cultivar(2, 3) compared to controls of Human DNA (1)
and DNA-free (4) samples

3. abra: ISSR-PCR elemzés (0,8% agaréz) a mai (1-20), valamint a kozépkori (15. szazad) kéles (Panicum miliaceum) DNS mintaiban
az ISSR-811 — (GA)sC — genom helyen a polimorf allélek jelolésével (nyilak) (Mw — 100 bp tomeg marker)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 15sz.

- [r— —_—

”

L _ & N B R __ 8 _ 8 B2 2 LR 2 B2 R § __® § ¥ § §® __

Figure 3: Samples of ISSR-PCR analysis (agarose, 8%) at the (GA)sC ISSR-811 locus of the current varieties (1-20) of common millet
(Panicum miliaceum) and medieval (15th cent.) sample
4. tablazat
A teljes genom felszaporitas (WGA) hatékonysaga az eredeti DNS izoldtum (a) és WGA amplifikalt (b) DNS mintiakban
(koles — Panicum miliaceum): mennyiségi (ng/ul) és UV-spektrofotometriias mindségi értékeiben (Azg0/Azs0, A260/A230), valamint
(c) a WGA-felszaporitas hatékonysaga

(2 (®) (©
DNS ng/ul Azl Assgo Aseo/Asz DNS ng/ul Azeo/Azso Aseo/Azzo

- human 9,14 2,11 1,09 - human 932,87 1,77 1,64 x 102,1
- mai-1 9,91 2,15 1,77 - mai-1 954,82 1,77 1,67 x 96,4
- mai-2 10,02 2,46 1,97 - mai-2 951,36 1,78 1,7 x 95,0
-15.sz.-1 9,78 1,38 1,33 -15.sz.-1 998,88 1,78 1,69 x 102,1
-15.5z2.-2 8,76 1,7 1,72 -15.52.-2 988,69 1,78 1,7 x 1129

Table 4: Sequence fidelity of WGA amplification in the DNA samples of common milet (Panicum miliaceum) prior to (a) and after WGA
amplification with data of quantity (ng/ul DNSx0.1g™ fresh wt) and purity indexes (Azeo/ Asso, Azso/Azzo)
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5. tablazat
A genom 22 helyén (lokuszan) azonositott 341 ISSR-allél eloszlasa a kozépkori (15. sz) koles (Panicum miliaceum) mintaban és a mai
fajtakban
FV 808 FV 821 FV 835 FV 841

430]480{510]570{800{900{650{690|750{900/940{240|290{350|460{260|290{320|350{420]|680|750
FEPI  EERNENK] o | e K RERNE R . .
KEKE | o o | e LK) (KRN . °
FEFE (e | e | @ | @ o | o | o IR °
MEST| @ | @ | @ |0 | 0|0 |0 @ (AR EERERERK] o o o o o o
JASZ | e | e | @ | @ ° ° ° . . [ °
NYIR [ @ | @ | @ L) LR . ° ° o o
TABA| e | e | e | o |0 |0 0| e o | o | o ° o o o o] o o
DEBR| o | o | o | @ o | o | o (KRN R o o o o o o o
PUSK | e ° o o |0 |0 . RN . o o o o o
RABA| o | o | o | @ o | o | o . ° . o o o o o o
TASZ | @ | @ | @ | @ o | o | o . [ EERENK] o o o o o o
TAPA | e | e | e | e |0 |0 0| e BEIENERENK] . o o o o o
FERT [ e | e | o | @ o | o | o  EENENK] . . . o o o
BOLG| e | @ (A NERK] ° L) [ o o o o o o
CSAS | @ | @ | @ AR RN o (o |0 |0 o o o o o o
OMOS| @ | @ | o | @ o (o | o ° LR REERK] o o o o o o
TAPB| e | e | e (e | e |0 |0 |0 @ AR RERENK] o o o o o o
TAPC | @ | @ | @ | @ o (o |0 |0 oo |0 |0 |0 o o o o o o
TAPD | e | @ | @ oo |0 |0 oo |00 ° o o o o o o
MART| e | @ | @ o | o . o | o ° o o o ° .
1582. | ® (LK) o | o | o . ERERK o o o

Table 5: Diversity of 341 alleles at 22 ISSR loci of common millet (Panicum miliaceum) in the medieval sample and current cultivars

4. abra: Azonos (konszenzus) ISSR szekvencidk dsszehasonlité elemzése, valamint a WGA-felszaporitas szekvenciahiisége
(proofreading) a kozépkori (15. szazad) és mai kéles (Panicum miliaceum) fajtakban (476 bp hosszii; 810-841 primerkombinacié)

Mesterhazi-Ir:
Omszkoje-!
Jaszberényi-Ir:
WGA-Mesterhazi
WGA-Omszkkoje:
15.sz.:
WGA-15.sz.:

170 180

220 230 240
5y EEEEY EEEE) Crrey o TS CETEY PErtl CErT EEery |
Mesterhazi-Ir: CACTTTAGTTTTACATCCGG CCTGCCGACTCTAACCAATG
Omszkoje-
Jaszberényi-
WGA-Mesterhazi:
WGA-Omszkkoje:

15.sz.: .
e

Mesterhazi-Ir:
Oomszkoje-!
Jaszberényi-Ir:
WGA-Mesterhazi
WGA-Omszkkoje:
15.sz.:
WGA-15.sz.:

Figure 4: Consensus sequences alignments of medieval millet (15" cent.) compared to modern millet cultivars at nuclear ISSR loci at
primer combination of 810-841
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5. dbra: CAPS-elemzés az mtDNS 5S-18S rDNA lokuszan Az SSR elemzések széles korben elterjedt
(Petit et al., 1998) a kézépkori koles (Panicum miliaceum) (1, 3, genetikai  elemzési moddszere a leszarmazasi
5,7,9,11, 13), valamint a mai ‘Omszkoje’ (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14) vizsgalatoknak (Saltonstall, 2003; Téth et al., 2000).
fajtaban, Tagl, BsuRI, HinfI, Mbol, Alul és Rsal emésztés utan A genom mikroszatellita szakaszaiban az ismétlodo

(Mw — 100 bp DNS) bels6 szekvencia 1-5 nt hosszisagu mono- (A)n, di-
(AT)n, tri- (ATC)n, tetra (AGTC)n és pentamer
=234 5 67 —8—0 10— |I—lo—la=id=Mw (AGTCT)n felépitésii. Ezek az alapszekvenciak 10-

80 egymasutani kopiaszamban  (tandemszam),
megkdzelitden 100 bp végsd hossziusagban fordulnak
el6 a genomban egy fajspecifikus, 18-28 bp
hosszisagn 5’ és 3’ iranybol is lezar6é hatarold
szekvenciaval (Roder et al., 1998).

Az ALF-SSR fragmentum és szekvencia elemzést
négy lokuszon végezve a glnd (257 bp), shl (250 bp),
rps28 (157 bp), ¢és rpsl5 (146 Dbp), amely

Figure 5: CAPS-analysis of the mitochondrial fragment of 55- Vizsgélatban egy nukleotid-valtozast (SNP)
18S rDNA (Petit et al., 1998) of medieval c. millet (Panicum mutattunk ki (A—-G szubsztitcid az rps28 SSR
miliaceum) (1, 3,5, 7, 9, 11, 13) compared to modern variety |okusz 29. nt-ben (6. dbra). Eltéréen a kétszikii
‘Omszkoje-9° (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14) after digestion with restriction

sargadinnyében tapasztalt igen nagymértékii SSR-
endonucleases Taql, BsuRl, Hinfl, Mbol, Alul and Rsal. Mw — 100 variabilitastol (Szabd, 2006), a vizsgalt kdles SSR
bp DNA ladder lokuszok egyikében sem mutattunk ki valtozast az
o o ismétlédések szamaban. Az eredmények a koles

Az fAFLP  vizsgdlatokban,  egyrészrdl, egyszikli  genomjanak  rendkiviili  stabilitasat
meghatdroztuk az 6SDNS degradaciojanak mérteket, igazoljak, Osszevetve az azonos korbol feltart
a 4. szdzadi mintaban azonositott 2 (1.2%) AFLP sargadinnye kétszikii genomjaban végbement (Szabd
(MseCAA-EcoAGT) fragmentum kimutatisaval et al, 2005a, b) nagyfoki mikroevolicios
(98.8% degradicio), szemben a 15. szazadi 158 valtozasokkal. Ennek a rendkiviili
(40%) (60% degradacio), illetve a ,,Topaz” mai genomstabilitisnak az oka a koles nem-ivarsejt
fajtaban kimutatott 264 fragmentum azonositaséval eredtli, apomiktikus (a névadd panicum tipus)

(100%)-, N},’Olc AFLP "fragment klénf)ZéSé"al és magképzésének a kovetkezménye, mely egyben
szekvenalasaval 2529 nt 5SDNS-t azonositottunk. igazolja a szomatikus klonozas genom stabilitasat is.

6. abra: Konszenzus sejtmagi SSR szekvencidk (a belsé ismétlédések vastagitasaval) és SNP (1d. az rps28 allél 29. nukleotidjat)
elemzés (a - d) a kozépkori (15. sz.) és mai (cv. ‘topaz’) kélesben (Panicum miliaceum), valamint a kukorica génbanki adataban (Zea
mays)

(a) gln4-257 (D14577) — (ttgeg), SSR
1

Z.mays
“topaz”
15.52.
Z.mays 1154 ttgcamagccattgttccttctgttccgtttgettattattatcattattatcatctagetagatcatcegggggteaggtegtegtggtgtgccaaa 1251
2 T B e 257
T T 257

(b) sh1-250 (AF544115) — (aag)s SSR

| I |
ctttctggaatccagg 6407
162
162

Z.mays
*topaz”
15. sz.

tcgtteccattecageagtet:

Z.mays 6408 tccgetgtecttcgatt gcatttcgat 6495

TEOPAZ” 163 «nueeanee e eaas 280AAYAAYAAYAAGARY - - - - - « <« < nw e o neeoenneeianeoane 250
15.5Z. 163 oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaaaas 22gaagaAgAAYAAGARY - - - - - - - -« << nn e e ann e aaneen 250

60 70 80 90 100 11 120 130 141 15( 160
T T D O o Py O Ty B oy DU FOv [y Fy B Ty DO T 1o
Z.mays cctctetgtetcteteteteteatttccataaattatatattgtttgt:
“topaz” .- ctctctctctctete. . RS«
15.sz. ----tctctctetetetete. .o onnn ... Toveaeaanns Geeraennn Ctag..eeeeaannnnn LT H 157

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
[P |

Z.mays ct tat agctgtee 177

Figure 6: Consensus sequences alignments of medieval millet (15" cent.) compared to modern millet cv. ‘topdz’ and maize data at four
nuclear microsatellite loci (a to d) with one SNP at the 6" position (4 to G) of the rps28 locus
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