Szent Istvan Egyetem
Mez0gazdasag- ¢s Kornyezettudomanyi Kar,
Genetika ¢s Biotechnologiai Intézet

KLOROPLASZT POLIMORFIZMUS VIZSGALATA
TERMESZTETT LUCERNA FAJTAKBAN

Készitette: Pesti Reka
Evfolyam: Mez6gazdasagi Biotechnoldgus 2. évf.

Belso konzulens: Veres Aniko
Beosztasa: egyetemi adjunktus, SZIE

Kiilsd konzulens: Dudas Brigitta
Beosztasa: tudomanyos munkatars, MBK

Godollod
2012



TARTALOMJEGYZEK

ROVIAIEESTEZYZEK ....vve ittt bbb nnb e e nbb e ees 4
1. Bevezetés €5 CEIKITUZESEK .....oiuuiiiiiiiiiiie e 5
2. Trodalmi AtEEKINTES. ... .eeiueiiiieiie ettt ne e 6
2.1  Gazdasagi JEIENtOSEZ ......ccuuiviriiiiiiiiiieie e 6
2.2 LuCerNa fAJtAK .....coiviiiiiiieiec s 7
2.3 A lucernanemesités SAJAtOSSAZAL ......covververviiieriieieiiese e 7
2.4 A ndvényi Zenom SZETVEZOAESE .......ovvveirerriiieriieii it 8
2.5 POIMOITIZIMUS .....oviiiiiei e 10
2.6  Polimorfizmus detektdldsra alkalmas modszerek............ccoovviiiiiiiiiiicie, 10
3. IMOASZETEK ...ttt b e b e n e nneas 14
3.1 NoOvények GItetése, NEVEIESE.......ccuiiiiiiiiiiiicii s 14
3.2 DINS AZOLALAS ..ot 14
3.3 PCR (Polymerase Chain ReaCtion) ..........ccceeeeieiieiiecie et 15
3.4 DINS KICSAPAS ..eouviiiiiiiieitiiii e 16
K T € (<] (<] (3 1) o) (7 T PRSP 16
3.6 Fragment iZOIAIAS ........cccviiiiiiiiiiiiiei s 16
3.7 SZEKVENALAS ...t nreas 17
4. Eredmenyek .......cooviiiiii s 18
4.1 trnl-rpl23 inter@@nikus T€GI0 ......cvevrrieiieiiiiie it 18
4.2 trNE-trNT interg@nikus TEZI0 .. ccuuiviiiiiiiieiieitiee et 26
4.3  acCD gént KOAOIO TEZI0 .....eiivviiiiiiiiiieicc e 27
5. ErtéKelés 65 KOVETKEZIEIESEK ... ....vvurerieiireseceeseseiseessieseseseess s esessssssessenesnesseneenenns 33
6. OSSZELOGIANAS ....vcveveievicteiccte ettt bbbt bbbt 36
7. KOSZONEtNYIIVANTEAS .....ovviviiiiiicic e 38
8. [rodalomje@YZEK. ......ccviiiiiiii i 39
9. IMEIIEKICTEK ...ttt e b neeas 44



10.

Nyilatkozat



ROVIDITESJEGYZEK
AFLP
CAPS
cDNS
cpDNS
dATP
dCTP
dGTP
DNS
dTTP
DV
EST
IR
ISSR
LSC
MRNS
MtDNS
PCR
QTL
RAPD
RFLP
RNS
rRNS
RY
SNP
SSR
SSR
TBE
tRNS

Amplified Fragment Length Polymorphism
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
Complementer Dezoxiribonukleinsav
Kloroplaszt DNS
Deoxyadenosine-triphosphate
Deoxycytidine-triphosphate
Deoxyguanosine-triphosphate
Dezoxiribonukleinsav
Deoxythymidine-triphosphate

Desztillalt viz

Expressed Sequence Tags

Inverted Repeat

Inter Simple Sequence Repeat

Large Single-Copy

Messenger Ribonukleinsav

Mitokondrialis Dezoxiribonukleinsav
Polymerase Chain Reaction

Quantitative Trait Locus

Random Amplified Length Polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism
Ribonukleinsav

Riboszémalis Ribonukleinsav

Medicago Sativa RegenSY vonal

Single Nucleotide Polymorphism

Single Sequence Repeat

Small Single-Copy

Tris/Borate/EDTA

Transfer Ribonukleinsav



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A lucerna (Medicago sativa L.) kivalo beltartalmi értékei miatt az egyik legértékesebb és
legvaltozatosabban hasznosithatd takarmanynovényiink. Jelentés gazdasagi szerepéhez, a
takarmanyozasban betoltott szerepén tul, a nitrogén megkotése €s a talaj termékenységének
fokozésa segitette. A lucerna idegentermékenyliild, rovarbeporzasu, autotetraploid, éveld novény,
melyek egyiittesen igencsak megnehezitik a nemesitést és a molekularis kutatasokat.

A ndvényi sejtben harom, egymastol fizikailag is elkiiloniilt genomot kiilonboztetiink meg:
nuklearis, mitokondrialis és kloroplasztisz. Kizarélag a ndvényi sejtekre jellemzd kloroplaszt sajat
kétszalas, gylrti alaka, haploid DNS-sel rendelkezik melynek, legfontosabb jellegzetessége, hogy
két forditva ismétlédé (IR) szekvenciat tartalmaz. A Medicago sativa kloroplaszt genomjabol
hianyzik az egyik IR szekvencia, ezaltal csokken a genom szerkezet stabilitasa, mely nagymértékii
heterogenitast eredményez. Ezek a polimorfizmusok molekularis markerként felhasznalhatoak
kloroplaszt 6roklodésének tanulmanyozasara, a filogenetikai kapcsolatok kutatasara és a kimutatott
kiilonbségek felhasznalhatdak fajtaazonositdsra és a fajtavédelemben is.

Dolgozatom célja Magyarorszagon termesztett lucernafajtak kloroplaszt genom
polimorfizmusanak vizsgalata, a fajtakon beliili és a fajtak kozotti variabilitas elemzése.

Héarom magyarorszagi nemesitd helyrdl (Kisvarda, Szarvas, Kompolt) szarmazé 2-2 fajtat
valasztottunk, melyekhez kereskedelemben kaphato, étkezési célra arusitott holland és kanadali
magkeveréket hasonlitottunk és a laboratoriumunkban hasznalt RegenSY vonalat alkalmaztuk
minimum 15 db egyedbdl DNS-t izolaltunk és PCR-t készitettlink a vizsgalando régiora specifikus
primerekkel. A PCR termékeket gélelektroforézissel elvalasztottuk és a hossz polimorfizmust
mutatd egyedekben szekvenalassal igazoltuk a DNS szekvencidban bekovetkezett valtozasokat.

Vizsgalataink soran kimutatott polimorfizmusokbol molekularis markerek fejleszthetdk,
amelyek alkalmasak lehetnek a kloroplaszt 6roklédésének tanulmanyozasara és felhasznalhatoak
fajtaazonositasra és a fajtavédelemben is. JovObeni terveink kozott szerepel a kloroplaszt genom

tovabbi régidinak feltérképezése és a fajtak kozotti polimorfizmusok analizise.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Gazdasagi jelent6ség

A lucerna a legértékesebb szalastakarmany novényiink, melynek magyarorszagi
meghonosodasa Tessedik Samuel nevéhez flizddik, aki 1770-ben els6ként probalkozott a lucerna
megtelepitésével Szarvason. Hazénkban jelenleg 4,2-4,5 millid6 hektiron folyik szant6foldi
novénytermesztés, melyen a kukoricat, buzat és az arpat kovetden a lucerna a negyedik legnagyobb
teriileten termesztett novényiink. Magyarorszagon a KSH adatai szerint 2011-ben a terméteriilete
140 ezer ha volt, melyrél kb. 557 ezer tonna szénat takaritottak be.

Jelent6s gazdasagi szerepéhez, a takarmanyozasban betdltott szerepén til, a termesztése
soran fellépd szamos kedvezd tulajdonsdga is segitette. Mindenekel6tt jelentés nitrogént hagy
vissza a talajban, (100 kg/ha N), valamint disan elagazé gyokérzetével noveli a talaj szervesanyag-
tartalmat (30-50 t/ha), tovabba mikrodrénezd és morzsaképzd hatasu, ezaltal radikalisan hozzajarul
a talaj termékenységének javitasahoz. (KESMARKI 2005, BOcsa 1979)

Termesztése biztonsagos, mivel a kedvezdtlen iddjarasi viszonyokat jol toleralja, valamint
nitrogén szilikségletének legnagyobb részét a légkori nitrogén megkotésével fedezi. Ezaltal
elkeriilhetjiik a talzott nitrogén miitragyazas okozta talajszennyezést, mely a ndvénytermesztésben
igen gyakori probléma. Termesztése jol gépesithetd, de nem igényel évente visszatérd talaymunkat.
Ezek kedvezben befolyasoljak a termesztési koltségek alakulasat is. (KESMARKI 2005)

Takarmanynovényként f6leg a kér6édzok esetén haszndljdk, de mas 4llatok
takarméanyozasanal is felhasznalhato. (1ZSAK1 2004, KESMARKI 2005) Magas fehérje tartalman tal,
kedvezd az aminosav-0sszetétele, valamint jelentds mennyiségli meszet is tartalmaz. Vitaminokban
gazdag, foként az A-vitamin provitaminjaban, a 3-karotinban.(VARGA 1996) A lucerna a legolcsobb
¢és legnagyobb mennyiségii karotin forras. (BOCSA 1979) Fontos megemliteni szaponin tartalmat,
mely a szervezet egyes folyamatait karosan befolyasolhatja, de szerencsére mar rendelkezésiinkre
allnak szaponin szegény, illetve teljesen szaponin mentes fajtik. (VARGA 1996) Ertékét tovabb
noveli, hogy sokoldalian hasznosithatd az allattenyésztésben, mind zodlden, silézva, szenazsként,
szénanak szaritva, zoldlisztként, vagy granulatumként, valamint abraktakarmanyok részeként.
(HTTP1) Alapvetden a tomegtakarmany eldallitasa a legfobb cél, de hazank kedvezd Okologiai
adottsagai miatt vildgviszonylatban is kiemelkeddek vagyunk a lucernamag termesztésben. (1ZSAKI
2004)

A lucerna humancélu felhasznalasa sem elhanyagolhat6, hiszen magas vitamintartalma miatt
a lucernacsira fogyasztasa kedvez6 a szervezetre. Homeopatias készitmények alapanyagaul szolgal,
valamint a lucernabdl kinyert xantofillt és klorofillt a kozmetikai ipar adalékanyagként hasznositja.

(VARGA 1996, KESMARKI 2007)



2.2 Lucerna fajtak

A hazankban talalhat6é négy kultarfajon kiviil (Medicago sativa, M. falcata, M. varia és M.
lupulina) mas Medicago fajok is termeszthetok (pl. M. truncatula). Ezen kiviil rengeteg vad faj
talalhatd a természetes flordban, melyek a jovoben fontos genetikai alapanyagul szolgalhatnak a
nemesités szamara. Magyarorszagon foként M. sativa-t termesztenek és ma is tobb helyen folyik
lucernanemesités az orszagban. (BOCsA 1979) Jelenleg a nemzeti fajtajegyzék alapjan 30 allamilag

elismertfajta van forgalomban. (OrRSZAGOS MEZOGAZDASAGI MINOSITO INTEZET 2012)

2.3 A lucernanemesités sajatossagai

A lucerna szdmos olyan genetikai sajatossaggal rendelkezik, melyek megnehezitik mind a
nemesitését, mind a genetikai kutatasokat. (HAJOSNE NOVAK 2007A)

A legnagyobb nehézséget az okozza, hogy természetes autotetraploid ndvény, azaz négy
homolég genomot tartalmaz. A lucerna ezenfelil a rovarmegporzasi (vadméhek),
idegentermékenyiild névények csoportjdba tartozik. Képes jelentds mértékli ontermékenyiilésre is,
ezt az elényt gyakran kihasznaljak a nemesités soran. A beletenyésztést nem tiiri, ezaltal
beltenyésztéses depresszio 1ép fel. (HAJOSNE NOvVAK 2007A) A szintetikus fajtakat biotikus és
abiotikus rezisztenciara nemesitik, mely soran nagy egyedszamu sziildi populacidbol tobbszori
szelektalassal valogatjak ki a megfelelé egyedeket. (BOcsA 1979, PEpO 2011, HAJOSNE NOVAK
2007b)



2.4 A novényi genom szervezdédése

Az eukariodta szervezetekben a genetikai informécio 3 egymastol elkiiloniilt organellumban:
a sejtmagban (nukleéris genom), a mitokondriumban (mitokondridlis genom) és a kloroplasztban
(plasztom) taldlhatdé meg. A sejtmag tartalmazza a genetikai informacidé 99,9%-at, a maradék
kicsiny, de fontos rész, pedig a kloroplasztban (cpDNS) ¢és a mitokondriumban (mtDNS)
helyezkedik el. (HESzKY 2010)

Az endoszimbionta elmélet szerint (MARGULIS 1967) az eukariota sejt egy Osi formaja sok
milliard évvel ezeldtt bekebelezett egy alfa-proteobaktériumot és egy cianobaktériumot. Ezek
integraloddtak a sejtbe €s a mai napig kiilon sejtorganellumként (mitokondrium és kloroplaszt)
vesznek rész a sejt miikddésben. Funkciojuk teljes ellatasahoz és replikacidjukhoz azonban sejtmagi
kooperacio sziikséges, mert az evolucid soran bekdvetkezett a genetikai autonomidjuk elvesztése.
(KIRALY 2007, MARTIN 2003)

A ndvényi sejtmagban talalhaté DNS akar 10%-10'° bazispar méretli is lehet.
(ARUMUGANATHAN & EARLE 1991) A linearis kétszalt DNS 8 db hiszton fehérjére csavarodva
nukleoszomat, tovabbi rovidiiléssel szolenoid szerkezetet vesz fel, majd scaffold proteinekhez
kotddve még tovabb rovidiil, mignem kialakul a kromoszoma szerkezet. A kromoszomak alakja,
mérete és szama fajra jellemzd. Novényekben a kromoszomak méretétdl fliggetleniil mintegy
30.000-40.000 gén talalhato. (MATYAS et al. 2002, SUTKA 2004)

A mitokondrium cirkularis, kettés szali, haploid DNS-t tartalmaz, mely 200-2500 kb
méretll, ez a méret akar fajtak kozott is kiilonbozhet. A sejten beliil akar 100.000 mitokondrium is
lehet és mitokondriumonként 10-30 kopidban talalhaté meg a mtDNS. A mitokondrialis DNS
koriilbeliil 40-50 gént tartalmaz, nagyrészt ismétlédd szekvenciakbol és nem kodoldé DNS
szakaszokbdl all. (MATYAS et al. 2002)

Az organellum, amely fontos szerepet jatszik a fotoszintézisben és mas alapvetd anyagcsere
folyamatokban a kloroplaszt. (MAPLE & MOLLER 2007) A sejtben akar 100 kloroplaszt és
kloroplasztonként 10-100 kopia DNS is eléfordulhat. (SHAVER et al. 2006, ZOSCHKE et al. 2007) A
kloroplaszt DNS mindéssze 120-218 kb méretii és koriilbeliil 50-200 fehérjét kodol. (CHUMLEY et
al. 2006, WAKASUGI et al. 2001) Az evolucio soran a kloroplasztban 1évé gének egy része elveszett,
mig mas gének atadodtak a sejtmagba, (XIONG et al. 2009) igy a mai kloroplasztisz mintegy 5-10%-
at kodolja azoknak a géneknek, melyek az Gseikben voltak. (MARTIN et al. 2002) LEE et al. (2007)
arr6l szamoltak be, hogy cpDNS-ben a gének sorrendjének és oOsszetételének megvaltozasat
inverzio, transzpozicid, gén duplikacid, gén/intron kiesése, inszercid/delécio és a forditva ismétlodo

szakaszok hosszanak valtozasa okozta.



A cpDNS két Inverted Repeat (IR) szekvenciat tartalmaz, melyek hosszusaga 12-75 kb is
lehet, ezek valasztjak el egymastol a kisebb egy-kopias (SSR=Small Single-Copy) szakaszt és a
nagyobb egy-kopias (LSC=Large Single-Copy) szakaszt. (LEE et al. 2007) Ezek az IR szekvenciak
tobbek kozott rRNS géneket kodolnak, melyek erésen konzervativ szakaszok igy alkalmasak
filogenetikai kutatasokra.

Kloroplaszt prokaridta eredetét szamos tulajdonsagban mutatott hasonlosadg tdmasztja ala.
Egyik ilyen tulajdonsag a hasadassal torténd osztodas, mely a sejt osztddasatol fiiggetleniil zajlik.
Az utod sejtekben a kloroplaszt, mérete €s szama fokozatosan ndvekszik, mig el nem éri az
anyasejtre jellemzd értéket. Tovabbi hasonlosagot figyeltek meg a kloroplaszt genom (cpDNS)
alakjaban ¢és felépitésében, mely soran a funkcionalisan Osszetartozo gének clustereket alkotva
egyiitt irodnak at. Ugyancsak bizonyitékként szolgal egyes gének (rRNS-, tRNS-, RNS polimeraz
alegységek) méret és szekvencia hasonlosaga. A prokariota eredetet igazolja, hogy a kloroplaszt
fehérjeszintézise nehezen gatolhatdé az eukariotdk fehérjeszintézisét ledllitdé anyagokkal,
(cikloheximid) mig a prokaridtakra hato antibiotikumokkal (kloramfenikol, eritromycin) azonnali
eredmény érhetd el. Azonban a cpDNS génjei az eukariotakhoz hasonléan tartalmaznak exon és
intron szakaszokat, tovabba szamos génje 6nall6 szabalyozasu. (KIRALY 2007)

Szamos ndvényi kloroplaszt genom teljes szekvencidja ismert, (példaul: Nicotiana
tabacum,Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa, Oryza sativa, Pinus tunbergii, Zea mays,
Oenothera elata, Medicago truncatula) melyek fontosak a filogenetikai kutatasokban, a
zarvatermOk rokonsagi kapcsolatanak vizsgalataban. (RUHLMAN et al. 2006, HEINZE 2007)

A sejtmagban koédolt tulajdonsagok Mendeli modon o6rokléddnek, mig az organellum
genomban kodolt génekre a nem-mendeli 6roklédés jellemz6, ami lehet uniparentalis vagy
biparentélis. Az uniparentalis 6roklédés esetében az utdd, vagy az egyik vagy a masik sziil6tol, mig
a biparentalis 6roklodés esetében mindkét sziilotél 6rokol. A kloroplaszt genom 6roklddése a
zarvatermOk 80%-4dban anyai és a maradék 20%-ban biparentalis jelleget mutat, mig a
mitokondrialis genom majdnem kizardlagosan anyai Oroklédést mutat. Ezzel szemben a
nyitvatermok cpDNS-ére apai és a mtDNS-ére anyai 6roklddés jellemzd. (BIRKY 2008, HESzKY &
GALLI 2008) A Medicago nemzetségre altalanossagban az apai 6roklédés, (SMITH 1989, MASOUD et
al. 1990) de egyes tagjaira a biparentalis 6roklédés (JOHNSON & PALMER 1989) jellemzd.
MATSUSHIMA et al. (2008) Medicago truncatula cpDNS-ének o6roklodését vizsgalta, melynek
eredményei egyértelmiien biparentalis 6roklodést mutattak, melynél az F1-nemzetségben megjelend
kevert cpDNS populacio hasonlit, a M. sativa esetén eléforduld heteroplasztomikus allapotra. A
Medicago nemzetségre jellemz6, hogy a kloroplaszt genombol hidnyzik az egyik IR szekvencia,
amely felelds lehet azért, hogy joval nagyobb szdmban fordulnak elé a mutdnsok, amit a cpDNS

polimorf mintazata igazol. (JOHNSON & PALMER 1989) JOHNSON & PALMER (1989) munkajuk soran
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tobb olyan cpDNS régiot azonositott, mely nagyfoku variabilitdst mutatott és megallapitottak, hogy
tobb cpDNS tipus is 1étezik, azaz a Medicago nemzetségben nem ritka a heteroplasztomikus allapot.

Filogenetikai kutatasok esetében fontos ismerni a kutatott faj/fajta organellumaira jellemzé
oroklédést. Heteroplasztomikus egyedeknél a kiilonbozo kloroplaszt tipusok jelenléte egy egyeden
beliil a megneheziti a filogenetikai elhelyezést, mivel ezek akar kiilonb6z6é kladbol szarmazod
cpDNS-ek is lehetnek. (WOLF & RANDLE 2004, HANSEN et al. 2007)

2.5 Polimorfizmus

A polimorfizmus gorog eredetli szo, melynek jelentése morf vagy valtozat. (GRIFFITHS et al.
2000) A genetikai polimorfizmusnak 3 tipusat kiilonitjik el: fenotipusos, kromoszomalis,
molekularis. (HESzKY & GALLI 2008) A DNS szekvenciaban bekovetkezhet bazispar
kiesés/kicserélodés, szekvencia kiesés/beékel6dés, szekvencia ismétlddés és atrendezbddés, ezek
oroklddnek és a populacid tobb mint 1%-4ban jelen vannak. A véltozasok bekovetkezhetnek kodolo

vagy nem kodolo régioban és megvaltoztathatjak a gén miikodését is. (KIMBALL 2011)

2.6 Polimorfizmus detektalasra alkalmas moédszerek

crer

a genetikai variabilitds eloszlasanak és meértékének vizsgalatara a fajokon beliil €s fajok kozott.
(MonDINI et al. 2009) A genetikai variabilitas vizsgalata segithet megérteni a ndvényekben
megjelend biologiai jelenségek molekularis hatterét. (AGARWAL 2008) A molekularis technikak a
genomi DNS vizsgalatan kiviil hasznalhatok mitokondrialis- ¢s kloroplaszt DNS polimorfizmus

tanulmanyozasara is. (MONDINI et al. 2009)

2.6.1 Hibridizacion alapulo modszerek

Az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) technikanal a DNS restrikcios
emésztését kovetden Southern hibridizaciot végeznek kémiailag jelzett probaval. A polimorfizmus a
restrikcids helyek eloszlasdnak kiilonbozdoségébdl adodik, melyet okozhat SNP, inszercio, delécio,
szubsztitticio. Az RFLP markerek eldnye, hogy nagyfokl polimorfizmust mutatnak, kodominansan
oroklédnek, nem sziikséges a templat DNS szekvencidjdnak az ismerete és jol reprodukalhatod
eredményt adnak. Ezek ellenére hasznalata nem elterjedt mivel, iddigényes, draga és a
hibridizacidhoz probat kell eldallitani, amit radioaktiv vagy egyéb kémiai jeloléssel kell ellatni.
(Kiss 1999, Heszky et al. 2005, AGARWAL 2008, MONDINI et al. 2009) BRUMMER et al. (1991)
emésztést végeztek az EcoRI, a BamHI ¢s a HindIIl enzimmel, majd a fragmentek mérete alapjan

variabilitast mutattak ki diploid és tetraploid alfalfa fajokon beliil és a fajok kdzott.
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2.6.2 PCR-alapu technikak

A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) modszer alapja, hogy véletlenszertien
megvalasztott rovid oligonukleotidokat hasznalnak a PCR-hez, a terméket ethidium bromiddal
festett agaroz gélen valasztjak el. A RAPD markerek eldnye, hogy nagyfoka polimorfizmust
mutatnak, nem sziikséges a templat DNS szekvenciajanak ismerete és Kis mennyiségii DNS is elég
az eljaras elvégzéséhez. A modszer hatrdnya, hogy az eredmény reprodukalhatéosagat nagyban
befolyasoljak a reakcid koriilményei, érzékeny a DNS tisztasagara és mindségére, tovabba
dominans marker. (Kiss 1999, HEszKY et al. 2005, AGARWAL 2008, MONDINI et al. 2009) NAGL et
al. (2011) RAPD markerekkel, &t tetraploid lucernafajta genetikai variabilitasat és rokonsagi
kapcsolatat vizsgaltdk. A fajtdkon beliil nagymértékli variabilitast tapasztaltak RAPD primerek
alkalmazasaval, mely megegyezett MENGONI et al. (2000), NOEPVARVAR et al. (2008),
MOHAMMADZADEH et al. (2011) altal kapott eredményekkel és ezt a nagymértékii variabilitast a
lucerna idegentermékenyiilésének és ploidia fokanak tulajdonitottak.

Az AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) modszer a DNS restrikcios
emésztésének ¢€s szelektiv PCR amplifikécionak az egyiittes alkalmazasabol all. A genomi DNS-t
emésztik egy ritkan és egy gyakran hasitd enzimmel, az igy kapott tulnyuld végekre adaptereket
ligalnak, majd szelektiv és jelolt primerekkel PCR-t készitenek, a terméket poliakrilamid gélen
szétvalasztjdk. Az AFLP eldénye hogy, nagyfokll polimorfizmust mutat, nem sziikséges eldzetes
szekvencia ismeret, kis mennyiségii DNS is elegend6 és jol reprodukalhatd. Az eljaras hatranya,
hogy érzékeny a DNS tisztasdgara és mindségére, dominans markert eredményez és jelolt
primereket igényel. (HESZKY et al. 2005, AGARWAL 2008) KEIVANI et al. (2010) Iranban termesztett
lucerna fajtakat vizsgaltak, AFLP szelektiv primerekkel. Kisérleteik soran bebizonyosodott, hogy
nincs Osszefliggés a fajtdk genetikai tavolsaga €s a szarmazasuk foldrajzi tdvolsaga kozott, ez
megerdsitette TUCAK et al.(2008) és TouLl et al. (2008b) korabbi kisérleteit. Az eredmények
igazoltdk, hogy az AFLP marker kivaloan alkalmas molekuldris polimorfizmus detektalasara és
filogenetikai kapcsolatok kimutatasara. (KEIVANI et al. 2010)

Az EST (Expressed Sequence Tags) szekvencidk olyan molekularis markerek, melyek
fehérjéket kodold géneket reprezentdlnak. Kiilonféle fejlodési stadiumban RNS izoldlnak, majd az
arrol készitett cDNS-t klonozzdk, szekvendljadk és az eredményt adatbazisban rogzitik. A
szekvencidkra tervezett primerekkel Osszehasonlitd térképezést végeznek. (HESzKY et al. 2005,
MOoNDINI et al. 2009)

A mikroszatellit vagy SSR (Simple Sequence Repeat) markerek. Az SSR-ek a genomban
nagy mennyiségben eléforduld 2-6 bazisparbol allo ismétlodé motivumok, melyek szama fajon
beliil és fajok kozott is valtozo, ennek oka a DNS replikacidja soran bekdvetkezd slippage.

Hatarszekvenciaira tervezett primerparokkal, eltéré méretii fragmentumok szaporodnak fel a PCR
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soran, azutan hossz polimorfizmus detektalhato, ami egyedi ,ujjlenyomat” meghatarozasara
alkalmas. Elénye, hogy nagyfoka polimorfizmust mutat, kodominansan 6roklddik, az eredmények
jol reprodukalhatoak ¢s diploid fajok esetében a pontos allélméret is meghatarozhatd. Hatranya,
hogy a primerek Kifejlesztése id6- és koltség igényes, a fragmentumok elvalasztasdhoz nagy
felbontoképességii poliakrilamid gél kell és az allélméretezéshez a primerek fluoreszcens jelolése
sziikséges. (Kiss 1999, PROVAN et al. 2001, HEszKY et al. 2005, AGARWAL 2008, MONDINI et al.
2009) JULIER et al. (2003) és SLEDGE et al. (2005) termesztett tetraploid lucernanal Medicago
truncatula EST adatbazisaban szereplé SSR és/vagy AFLP markerek segitségével kapcsoltsagi
térképet készitettek, melyet a késdbbiekben termesztési szempontbdl jelentds QTL-ek azonositasara
hasznaltak. FLAJOULOT et al. (2011) SSR markereket alkalmaztak azonos nemesitésbdl szdrmazo
fajtak vizsgalatara, mely sordn a fajtak és a nemesitési alapanyag kiilonbozoségét vizsgaltak. TOULI
et al. (2008a) Medicago sativa-nal ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) technikat hasznaltak
genetikai variabilitas vizsgalatra, mely soran 19 primert alkalmaztak 29 egyednél. Rendkiviil jo
eredményt értek el, a polimorfizmus szazalékos aranya 60 % volt.

SNP-nek (Single Nucleotide Polymorphism) nevezziik a genom szekvencidjaban 1évo
egyetlen nukleotid eltérést, melyek molekularis markerként alkalmazhatdak, mivel eltéré szamban
és eloszlasban fordulnak el a fajtak kozott és a fajtakon beliil is. (AGARWAL 2008, MONDINI et al.
2009) Nem-kodolo régioban gyakrabban fordulnak eld, de a kodold régiodban is megtalalhatoak és
megvaltoztathatjdk az aminosav szekvencidjat vagy modosithatjadk az mRNS érését, mely
fenotipusos kiilonbségekhez vezet. (SUNYAEV et al. 1999) Az SNP analizist az allélvariaciok
szekvenalasaval, allél-specifikus amplifikacioval, amplifikalt szekvencia restrikcios hasitasaval,
hibridizacioval, tomegspektrometriaval, vagy DNS chip technologiaval végzik. Alkalmas
novényfajtak azonositasara és genetikai térképezésre. (SOBRINO et al. 2005, AGARWAL 2008,
MONDINI et al. 2009)

Az eddigiek soran emlitett hibridizacidés és PCR-alapu modszerek kivaloan alkalmasak a
Kloroplaszt genom vizsgalatara. BADR et al. (1994) a Genisteae alnemzetségben kerestek a
restrikcids hasitohelyekben megjelend kiilonbséget. Tobb kisérletben vizsgéltdk a restrikciods
hasitohelyek valtozasat a kloroplaszt genomban — RIESEBERG et al. (1988) Helianthus, HOSAKA
(1986) Solanum, PALMER et al. (1985) Pisum nemzetségben és BREMER & STRUWE (1992)
Rubiaceae, SPOONER et al. (1993) Solenaceae, JANSEN et al. (1990) Asteraceae csaladban —
filogenetikai kutatasok céljara. MASOUD et al. (1989) RFLP alkalmazasaval bizonyitottak, hogy
alfalfa keresztezések soran az apai cpDNS gyakrabban adodik at az utdédokba, azaz tobbségében

apai 6roklédés torténik.
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GARGANO et al. (2012) Eurdpaban termesztett burgonya (Solanum tuberosum subpsp.
tuberosum) plasztom szekvenciajat hasonlitottak 6ssze a vad tipustval (S. bulbocastanum) azzal a
céllal, hogy a variabilitas tipusat és mértékét tanulmanyozzak a kiilonbozé genomokban ¢és
molekularis markereket (CAPS) fejlesszenek a biotechnoldgiai és genetikai kutatasok szamara és a

nemesités megkonnyitésére.
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3. MODSZEREK

A Kkisérleteteket a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokozpont Novénybiotechnoldgiai

Intézetében végeztiik.

3.1 Novények iiltetése, nevelése

Dolgozatomhoz harom hazai nemesité helyrdl szarmazo 2-2 fajtat valasztottunk ki, az Adél
kivételével, mindegyik szerepel a 2012-es nemzeti fajtajegyzékben is. Osszehasonlitasképpen
kereskedelemben kaphato, étkezési célra arusitott kanadai (BiOrganik Online Kft., Szarmazasi hely:
Kanada) és holland (Otthon Tuinplus Olanda, Szarmazasi hely: Hollandia) magkeveréket
hasznaltunk, a késdbbieckben az egyszerliség kedvéért ezeket is fajtaként emlitjiik. Kontrollként
RegenSY -t alkalmaztunk. Az 1. tablazatban feltiintettiik a vizsgalatok soran hasznalt novényfajtakat
— nemesité hely szerint csoportositva — és az altalunk hasznalt vetémagok eldallitasanak évét.

1. tablazat A kisérletek soran felhasznalt fajtak

Nemesité hely Kompolt Szarvas Kisvarda Kiilfold
KM Agro (2004) | Adél (2003) | Hunor40(2004) Holland (2012)
Fajtak
y Verko (2004) Solar (2004) | Klaudia(2004) Kanadai (2012)

A magokat Agro CS tdzeges talajjal megtoltott paldntaneveld talcakba vetettiik. Az elsé
levél kifejlédése utan a palantdkat kisebb foldlabdaval cserépbe iiltettiik, amihez tapsédval
kiegészitett foldkeveréket hasznéltunk és a tovabbiakban az 4tiiltetéseket a novény novekedésehez
igazitottuk. A ndvények Ontozése csapvizzel tortént €s sziikkség szerint kartevok elleni
ndvényvédelmi beavatkozasokat végeztiink. Tavasz illetve nyar folyamédn a ndvényeket tobbszor

visszavagtuk, hogy jobban bokrosodjanak.

3.2 DNS izolalas

A DNS izolalashoz Zenogene novényi DNS tisztitd kit-et (Zenon Bio Kft) és az ahhoz tartozo
protokollt hasznaltuk. Fajtanként, minden névényrdl kb. 100 mg mennyiségii levéllel dolgoztunk. A
mintakat malommal (Biospec Mini Beadbeater™) homogenizaltuk. A protokolltdl eltéréen az
elualas két ismétlésben végeztiik eldszor 40 pl, majd 20 pl eludlod oldatot hasznaltunk. A kétszeri
cludlassal noveltik a DNS kinyerés hatékonysagat. A DNS izolalast kovetéen, NanoDrop-pal
(Spectrophotometer ND-1000) DNS koncentraciomérést végeztiink, ezzel ellenérizve az izolalas

sikerességét. A mintdkat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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3.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)

crer

primereket eredetileg a Medicago truncatula kloroplaszt genomjara tervezték, melynek teljes
annotalt szekvenciaja az NCBI adatbazisban a NC 003119 azonositd alapjan megtalalhaté (HTTP4).
A CSG1 primerek a trnl-rpl23 intergénikus régiora specifikusak és a kloroplaszt genom 39155-
39717-ig terjedd szekvenciajanak vizsgalatara alkalmas. A 94K primereket a cpDNS 94073-94710
accD gént kodolo régiora specifikusak és a kloroplaszt genom 67980-68746-ig terjedd
szekvencianak a vizsgalatara alkalmasak.

A PCR reakcioelegy Osszetétele a kovetkezo: 25 ul buffer (4M KCL; 1M Tris pH 8.0; 1M
MgCl,; 100mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1ul primer mix (10 pmol/ul mindkét primerre nézve),
0.2 ul Tag-polimeraz (SZBK, 5u/ul), 1 ul DNS templat, 22.8 ul DV, végtérfogata 50 ul. Minden
novényt harom kiilonb6zo6 primer parral teszteltiik. A PCR primerek és a reakcid koriilmények a 2.,
3. és 4.tablazatban talalhatok. Minden lefuttatott PCR esetében alkalmaztunk egy pozitiv kontrollt
(RY), amely ismert DNS-t tartalmazott és egy negativ kontrolt, amelyben nem volt DNS. A
mintakat tovabbi felhasznaléasig -20°C-on taroltuk.

2. tablazat CSG1 primerekkel inditott PCR reakcio

Primerek neve Szekvencia

CSG1 F (forward) 5’GAACCCTACCTCCCATAAAGTC 3’

CSG1R (reverse) 5’"GTCCTAGTTGATCCTGATTCGACA 3’

Reakcio koriilmények
Elomelegités Denaturacio Primer kapcsolodas Szintézis Tarolas
95°C _ 40 C|kluso _ 7200 4°C
04:00 o4°C 65°C 72°C 10:00 "
00:30 00:30 00:45

3. tablazat 94K primerekkel inditott PCR reakcio

Primerek neve Szekvencia

94K F (forward) 5" TGATATGATTCGATCAGAAG 3’

94K R (reverse) 5° TCGGAATATTACTGTTGTCA 3’

Reakcio koriilmények
Elomelegités Denaturacio Primer kapcsolodas Szintézis Tarolas
950C _ 40 CIkIuso _ 7200 4°C
04:00 94°C 55°C 72°C 10:00 o
' 00:30 00:30 01:00 '
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4. tablazat accD primerekkel inditott PCR reakcio

Primerek neve Szekvencia
accD F (forward) 5" ATAACAACTGTCGCAGGCAACCC 3’
accD R (reverse) 5> TGCTTTCTGAAATCGGTATTGATAGTTCC 3°
Reakcid koriilmények
Elomelegités Denaturacio Primer kapcsolodas Szintézis Tarolas
40 ciklus
82(% 94°C 65°C 72°C 17§OCO 4OOC
' 00:30 00:30 01:00 '

3.4 DNS Kicsapas

A DNS kicsapashoz a mintakat 0,1 térfogatnyi SM kalium-acetattal lagositottuk, majd 2,5
térfogatnyi hideg abszolut alkoholt adtunk hozza, osszekevertiik és egy oOrara -20°C-ra tettiik. A
mintakat 4°C-ra el6hiitott centrifugdban 20 percig, maximalis fordulatszammal centrifugaltuk. 250
ul 70%-o0s alkohollal mostuk és tovabbi 10 percig centrifugaltuk. Az alkohol eltavolitasa utan a
DNS mintakat 5 percig vakuumos centrifugaban szaritottuk, majd 22 ul DV-ben feloldottuk.
NanoDrop-pal megmértik a DNS koncentraciot. A mintakat egységesen 100 ng/ul-es

koncentraciora higitottuk a konnyebb kezelhetdség miatt.

3.5 Gélelektroforézis

A PCR termék elvalasztasat IXTBE (89 mM Tris, 89 mM borsav, 2,5 mM EDTA)
pufferben, ethidium bromiddal (MP Biomedicals) festett, 1.2%-os agaréz (Invitrogene Life
Technoliogies) gélen, 50 majd 100 V-os fesziiltség mellett végeztiik.

A mintak felviteléhez Thermo Scientific 6x Loading Dye festéket hasznaltunk. A ndvényi
mintakbol 200-200 ng-ot vittiink fel a gélre. Markerként pedig 2,5 pl Fermentas 100 bp Plus
Markert hasznaltunk. A gelet GEL Logic 200 Imaging System késziilékkel fotoztuk.

3.6 Fragment izolalas

A fragmentek elvalasztasdhoz 1,2%-0s SeaKem agardz gélt készitettiink. A mintakat 40 V-
on, majd 90 V-on futtattuk, kb. 4 o6rat, amig a fragmentek el nem valtak. A DNS fragmentek gélbdl
valo izolalasat MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével végeztiik, a hasznalati utasitas

alapjan. A DNS koncentracidét NanoDrop-pal ellendriztiikk. Majd a mintakat szekvenalasra kiildtiik.
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3.7 Szekvenalas

A szekvenalast a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokozpontban miikodé BIOMI Kft.
végezte. A szekvencidk Osszeillesztéséhez €s kiértékeléséhez az interneten is hozzaférhetd Reverse
Complement (HTTP2) alkalmazast és a MultAlin (Multiple sequence Alignment) programot és
hasznaltuk (HTTP3).
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4. EREDMENYEK

A vizsgalt régiokon beliil, fajtdnként ismertetem a hossz polimorfizmus vizsgalat és a
szekvencia-analizis eredményeit. A hossz polimorfizmust mutatd egyedeket tipusokba soroltuk és
tipusonként néhany mintat szekvenaltattunk, melyeket a gél foton kék csillaggal jeloltiink. Az
eredményekhez tartozo szekvencidkat és a trnE-trnT intergénikus régid gél képeit a mellékletekben

helyeztem el. (1., 2. és 3. melléklet)

4.1 trnl-rpl23 intergénikus régio

4.1.1 Adél

A  megvizsgalt 21 ndvényb6l hossz polimorfizmus alapjan 4 tipust tudtunk
megkiilonboztetni. (5/A. tablazat) Az A tipusba nyolc, a B tipusba négy, a C tipusba kett6 és a D
tipusba hét egyedet soroltunk.

A szekvencia analizissel szintén 4 tipust tudtunk elkiiloniteni, melyek szekvenciait az 5/B.
tablazatban grafikusan szemléltettiik. A szekvenciaban talalt 2 delécio kiilonb6zé kombinacioban
vald el6fordulasa okozza a tipusok kozotti kiilonbségeket. Az egyik delécié 63 bp (183. poziciotol),
mig a masik minddssze 6 bp (311. poziciotol) méretli. Az A tipusban egyik delécid sincsen jelen. A
B tipus csak a kisebbik (2), mig a C tipus csak a nagyobbik (1) deléciot tartalmazza. A D tipusban
mind a kicsi (2) mind a nagy deléciot (1) észleltiik.

5. tablazat Adél hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése
~ ADEL
B A D

(N '
’ -k e o [ PR o
=} - LR L - »

)

S0@% ; > 3 4 5 6 7 8 9 101213 14 1516 17 19 20 21 22 23 &8
e =

Tipusok Tipus/névény Novények
A 8 2,4,7,9,13,20,21,22
B 4 3,5,12,15
C 2 1,23
D 7 6,8,10,14,16,17,19
5. 709 b
A p
2 703 bp

B ——
G — i 646 bp

| | : 640 bp

<> Kisdelécio6 [ | Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp deléci6
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4.1.2 Klaudia

Hossz polimorfizmus alapjan a megvizsgalt 15 egyedbdl 6 tipust kiilonitettiink el. (6/A.
tablazat) Az A és az E tipusba egy, a B tipusba hat, a C és az F tipusba kettd, és a D tipusba harom
egyed tartozik.

Szekvencia alapjan 6 kiilonb6z6 csoportot kiilonitettiink el (6/B. tablazat) A tipusok kozotti
eltérést két nagyobb (1,3) és két kisebb delécio (2,4) valamint egy-egy bazis eltérés okozza. A
nagyobb deléciok méretében a tipusok kozott kiilonbség van. Az A tipus szekvencidjaban csak egy
kis deléci6 talalhato (659. poziciotdl), mig a B tipusban egy bazispar eltérést és egy bp méretii
delécio (247. és 252. pozicidban) is van. A C tipus szekvenciajaban egy nagy (3a) és az egy Kis
delécid (4) talalhato. Az D tipus szekvenciajara a C tipusban is meglévd deléciok jellemzobek,
azonban a nagy delécidé (3c) mérete eltér. Ezenfeliil a D tipusban van egy bazis eltérés (183.
pozicidban) és egy bazispar méretli delécid (189. pozicidban) is. A E tipusban eltéré kiterjedésben,
de mindkét nagy delécid (la, 3b) megtalalhato és bazispar eltérés (315. pozicioban) is jelen van. Az
F tipusba tartozo egyedekben, mindkét nagy (1b,3a) és mindkét kisebb deléciot (2,4) tartalmazzak,
tovabba a tobbi tipustdl eltéréen két bazis eltérés (62. és 63. pozicidoban) is kimutathato.

6. tablazat Klaudia hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

KLAUDIA
A. 10008 ' E . C
soomm
° 211 13 15 161718 1920 21 22 2326 27
Tipusok Tipus/névény Novények
A 1 22
B 6 11,15,17,19,20,21
C 2 26,27
D 3 16,18,23
E 1 9
F 2 7,13
B. 4

c o=—247p
@ | 2 | < 640 bp

g = 3 O P
OMMEN—<- 33 ] Q@80 DP

<> Kisdeléci6 [ | Nagydelécio O 1bpeltérés @ 1 bp delécid
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4.1.3 KM Agro

A megvizsgalt 17 egyedbdl hossz polimorfizmus alapjan 2 tipust tudtunk elkiiloniteni. Az A
tipusba 9, a B tipusba 8 egyed tartozik. (7/A. tablazat)

A szekvencia-analizis szintén 2 tipust talaltunk, a két tipus kozotti kiilonbséget a 7/B.
tablazatban mutatjuk be. Az A tipus és B tipus kozotti elsddleges kiilonbséget egy 69 bp méretii
delécio okozza. Szekvenalassal bebizonyosodott, hogy a méretbeli kiilonbségen kiviil a B tipusban
egy pontmutacio és egy bp méretii delécio is van.

7. tablazat KM Agro hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

KM AGRO
A. - )
1000 »» B A .
-
.- e
& o a - S & o a * & & :
008 ; 5 3 4567809 1011141516171819%
Tipusok Tipus/névény Novények
A 9 2,45,8,10,11,14,15,19
B 8 1,3,6,7,9,16,17,18
B.

A 710 bp

<> Kisdeléci6 [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio
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4.1.5 Hunor40

Hossz polimorfizmus alapjan a 21 egyedet 6 kiilonb6z6 tipusba soroltuk. (8/A. tablazat). Az
A, C ¢s F tipusba minddssze egy-egy egyed, mig a B tipusban kilenc ndvény sorolhaté. A D
tipusba harom, az E tipusba 6 egyed tartozik.

A szekvencia analizis eredményeként 6 kiilonbozo tipust talaltunk. A tipusok kozotti
szekvencia kiilonbséget grafikusan a 8/B. tablazat szemlélteti. Az A tipus szekvenciija a
leghosszabb és a tobbi tipustol teljesen eltér az elsé 68 bp-ban (1), ezenfeliil szekvenciajaban egy
kis delécio (3) is van. Az A tipus teljes kiilonboz6sége miatt a tovabbi tipusokat a B tipushoz
viszonyitjuk. A C tipusban taldltunk egy bp méretii deléciot. A D tipus a C tipusra jellemzd
variabilitas mellett tartalmaz egy 6 bp méretii kis deléciot (3) is. Az E tipusban a kisebb delécion (3)
tal talaltunk egy 64 bp méretii nagyobb deléciot (2a) is, mellyel egyidejiileg egy bp kicserélddés is
tortént. F tipusban az el6bbi nagy delécid (2b) kétszeres méretben van jelen és a bazispar
kicserélodés szintén megjelenik.

8. tablazat Hunor40 hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

HUNORA40
A. 1000 89 B L]
e (o]
e
Ll
-
s0®1 2 3 4 56 7 8 910111213 14151617 18 1920 21 &8
Tipusok Tipus/novény Novények
A 1 5
B 9 1,2,4,11,15,16,19,20,21
C 1 9
D 3 3,7,10
E 6 6,8,12,13,17,18
F 1 14

1 3
» < ; 780 bp

C ® 10 bp

Ol 2D | 583 bp

<> Kisdelécio6 [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio

21



4.1.6 Solar

A gélelektroforézissel segitségével, a 18 egyedet 3 tipusba soroltuk be hossz polimorfizmus

alapjan. (9/A. tablazat) A vizsgalt novények nagy része (13 darab) a D tipusba tartozik, egy-egy

egyed az A és C csoportba sorolhatd, a maradék két egyed a B tipusnak megfeleld hossz

polimorfizmust mutatta.

Szekvencia-analizissel a 4 tipus szekvencia szintl kiilonbségeit azonositottuk. (9/B. tablazat)

A tipusok kozotti kiilonbséget egy kisebb (6 bp) és egy nagyobb (56 bp) delécio jelenléte okozza,

melyek a szekvencia kozepén talalhatoak. Az A és a B tipus hossz polimorfizmus alapjan nem

kiiloniilt el csak szekvencia-analizissel deriilt ki az 1 bézisnyi kiilonbség, egyikben sem talaltunk

deléciot. A C tipus egyedeiben csak a nagyobb delécid (2) jelenlétét és egy bazis eltérést mutattunk

ki. Az D tipusban a kisebb (1) és a nagyobb delécion (2) is megfigyelhet6 volt, ezen tal egy bp

kicserélodést és egy bp méretli deléciot talaltunk.

9. tablazat Solar hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

1
@ << [

<> Kis deléci6

[ ] Nagydelécio (O 1 bp eltérés

Bi_7

c 3 ] 646 bp

SOLAR
A. B C A !
N -'..oos .- “-OO“' “=
2 3 45 6 7 8 91011121314 151617 18 @8
Tipusok Tipus/novény Novények
A 1 18
B 2 7,13
C 1 15
D 13 1,2,3,4,5,6,8,9,10,11, 12,1416
B. ]
704
A Y

04 bp

639 bp

@ 1 bp delécié
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4.1.7 Verko

Hossz polimorfizmus alapjan a 19 egyedbdl 4 jol elkiilonithetd tipust kaptunk, amely a
10/A. tablazatban lathat6. Szembetiinéen az D tipus eltér a tobbitdl, mivel két fragmentet tartalmaz.
Az A tipusba nyolc, a B tipusba 6t, a C és a D tipusba pedig harom-harom egyed tartozik.

A szekvenciak kozotti kiillonbséget a 10/B. tablazatban grafikusan szemléltettiik. A tipusok
kozotti kiillonbséget egy nagyobb és 3 kisebb delécid kiilonbozé kombinacidban valdo megjelenése
okozza. Az A tipus nem tartalmaz variabilis régiot. Az B tipusban egy 6 bp méretii delécio (5)
talalhato a 311. poziciotol. A C tipus szekvencidja tartalmaz 3 darab kisebb (3,4,5) és a 73.
poziciotol egy 44 bp méretii nagyobb deléciot (1a), ezenfeliil két pontmutaciot (62.-és 628.
pozicidban). A D tipus fels6 fragmentjének szekvenciaja kb. 50 bp méretii szakaszon (2) némi
eltérést mutat a tobbi tipustol. A D tipus alsé fragmentjének szekvencija tartalmazza a C tipusban
meglévo nagy deléciot (1b) és az egyik kis deléciot (5), azonban a nagy delécido mérete nagyobb és
a 63. poziciotol kezdddik.

10. tablazat Verko hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

VERKO

A. 1000 ow
B A C )

L] f.a

_——_ GD + s o B8 o O o -
e oy . ' - .o -
wooam ! 23 5 6 T8I0 LR WS HANS e 1715 10 20 Sy
Tipusok Tipus/novény Novények
A 8 2,3,5,6,8,11,18,20
B 5 1,10,12,13,16
C 3 7,14,19
D (f, a) 3 9,15,17
B. A 709 bp

5 2 701 bp

4
C O T o S S Omeb36 bP
< 640 bp

<> Kisdelécio [ | Nagydelécio O 1bpelterés @ 1 bp delécid
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4.1.8 Kanadali

Gélelektroforézis alapjan a megvizsgalt 19 egyednél 5 kiilonb6z6 tipusu hossz
polimorfizmust talaltunk.(11/A. tablazat) Az A és a B tipusba egy-egy egyed sorolhato, a C tipusba
kettd, a D tipusba 6, mig a legtobb egyed ( 9 db) az E tipusba tartozik.

Szekvenalas alapjan az egyedeket 5 tipusba osztottuk, melyek szekvenciabeli kiilonbségeit a
11/B. tablazatban grafikusan abrazoltuk. Az egyes tipusok o eltéréseit harom kisebb (1,3,4) és
harom nagyobb delécio (2,5,6) eléforduldsa befolyasolja. Az A tipus a 126. és a 192. poziciotdl, két
darab 7 bp méreti kisebb delécio (3,4) tartalmaz. A B tipusra jellemz0, hogy a 62. poziciotol 2
bazispar eltérés van és talaltunk még egy 9 bp méretii kisebb deléciot (1) és két nagyobb deléciot
(5a,6a) is, valamint a 739. pozicidban egy bp eltérés, a 770. poziciotol 3 bp-ban kiilonbozik a A, D
¢és E csoporttol. A C csoport tartalmazza az A tipus kis delécioit (3,4) valamint a B tipus nagy
delécioit (5b,6b) és a 3 bp eltérést. A D tipus szekvenciajaban fellelhet6 a C tipus egyik kisebb (4)
¢s két nagyobb delécidja (5b,6b), tovabba a 75. pozicidtol egy 63 bp méretli delécio (2a) talalhato.
Az E tipusban egy 127 bp méretii nagy delécio (2b), és D tipusra jellemz6é két nagyobb delécio
(5b,6b) is megtalalhato.

11. tablazat Kanadai hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

KANADAI

8 9 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tipusok Tipus/novény Novények
1 20

1 17

2 6,11

6 4,5,9,16,18,19

9 1,2,3,7,8,12,13,14,15

C — b | O=23 bP
4
< 646 bp

<> Kisdeléci6 [ | Nagydelécio O 1bpeltérés @ 1 bp delécid

24



4.1.9 Holland

A megvizsgalt 20 egyed koziil hossz polimorfizmus alapjan 5 tipust kiilonitettiink el. (12/A.
tablazat) Az A és az E tipusba egy-egy egyed sorolhatd, a C tipusba kettd, a D tipusba 7, mig a B
tipusba 9 egyed tartozik.

Hossz polimorfizmust mutatd tipusok szekvencia kiilonbségeit a 12/B. tablazatban
grafikusan abrazoltuk. A tipusok kozotti kiillonbséget 2 nagy és 3 kisebb delécié jelenléte/hidnya
okozza ¢és az egyik nagyobb delécio (5a,5b) méretbeli kiilonbsége. Az A tipusnal a 61. és a 127.
poziciotol két-két bazispar eltérést talaltunk és tovabbi egy-egy bazispar eltérés figyelheté meg 138.
¢és 687. pozicidoban, tovabba a 241.-, a 304.- és a 370. poziciotdl harom kisebb delécio (4,6)
talalhato. Az A tipus kiillonbozdsége miatt a B tipushoz viszonyitottunk. A B tipus szekvenciajaban
két kisebb (1,2) és egy nagyobb deléciot (3) figyeltink meg. A C tipus hasonlit a B tipushoz, de
tartalmaz még 1 bazis eltérést és 1 bp deléciot illetve egy kis deléciot (6) is. A D tipusban két
nagyobb (3,5a) és a harom kisebb delécio (1,2,6) is van. Az E tipus szinte megegyezik a D tipussal
azonban a masodik nagy delécidja (5b) kétszer olyan hosszu és a végén tartalmaz egy bazis eltérést.

12. tablazat Holland hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

HOLLAND
A. : -
=3
] =
L =
=
6 7 8 91011 121314 15 16 1718 1920 o
Tipusok Tipus/névény Novények
A 1 5
B 9 1,7,8,9,10,11,12,15,17
C 2 4,6
D 7 2,3,13,16,18,19,20
E 1 14
B.

2
B m—— ] bp
c ~ St oS P, 705bp

< < Illm < £32 bp

<> Kisdelécio6 [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio
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A fajtak szekvencidjanak Osszeillesztésével kideriilt, a hogy szekvencia eleje (1-500-as
pozicidig) nagymértékli variabilis mutat, mig a szekvencia végén (500-750-es pozicioig) A fajtak
szekvenciajaban hasonlosagot figyeltiink meg a trnl-rpl23 intergénikus régioban. Talaltunk egy 65
bp méretii nagyobb delécidt a 75. poziciotol, mely a Klaudia és a Kanadai fajtaban is jelen van. A
Klaudia két egyedében és a Verko harom egyedében megtaldltuk ugyanazt a 183. poziciotol
kezd6dé 7 bp méretli deléciot. A Klaudia hat egyede és a KM Agro nyolc egyede ugyanazt a
247.poziciotol kezdédo, 71 bp méreti deléciot tartalmazza. Az Adél és a Verko 11 egyedében

megtalaltuk ugyanazt a 6 bp méretii delécidt a 311. poziciotol.

4.2 trnE-trnT intergénikus régio

Gélelektroforézissel egyik fajta egyedei sem mutattak hossz polimorfizmust, igy egy tipusha
sorolhatd az Osszes egyed. A 13. tdblazatban a KM Agro gél képét illesztettiik, de az 0sszes fajta
esetén ugyanezt az egyontetliséget talaltuk az egyedek kozott. A tobb fajta gél képét a mellékletben
(2. melléklet) helyeztiikk el. A szekvendlasra fajtanként véletlenszerlien kivélasztott 2-2 mintat
adtunk le.

13. tablazat trnE-trnT intergénikus régié hossz polimorfizmus vizsgalatanak
eredménye a KM Agro-n bemutatva

KM AGRO

N RS SN SN BN S W BN EW N N N S S e =S = .

S 6 78 9101112 1415 1617 1819 20 2223

Tipusok | Tipus/novény Novények
A 21 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16,17,18,19,20,22,23

A fajtakat szekvencidjanak osszeillesztésével mindossze két darab SNP-t taladltunk. A KM
Agro 2-es és 12-es egyedében a 107. pozicidban és a Kanadai 4-es és 9-es egyedében a 167.
pozicioban talaltunk egy bazisparnyi eltérést. A Kanadaiban talalt pontmutaciot az RY-ban is

megtalaltuk.
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4.3 accD gént kodolo régio

4.3.1 Adel

A megvizsgalt 22 egyedbdl hossz polimorfizmus alapjan 2 tipust tudtunk elkiiloniteni.

(14/A. tablazat) Az A tipusba minddssze egy egyed sorolhatd, mig a tobbi a B tipusba tartozik.

Szekvencia analizissel kideriilt 2 tipust kiilonitettiink el. Kideriilt, hogy a tipus eltérését

deléciok okozzak. (14/B. tablazat) Az A tipushoz viszonyitva, a B tipusban a 200. poziciotol egy 6

bp méretli (1) és a 218. poziciotol egy 72 bp méreti delécio (2) talalhatod, ezzel egyidejlileg egy

bazispar eltérés is megfigyelhetd a 210. pozicidban.

14. tablazat Adél hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

ADEL B
A. A -
o R R R R R R R R o-'-o-- ™ ..u...-;-‘
1234567 8 91011 1213151617 181920 212223
Tipusok Tipus/névény Novények
A 1 16
B 21 1,2,3,45,6,7,8,9,10,11,12,13,15,17,18,19,20,21,22,23
B.
A - 407 bp
<> Kisdelécio6 [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio

4.3.2 Klaudia

A megvizsgalt 20 egyedbdl gélelektroforézissel 2 tipust kiilonitettink el hossz

polimorfizmus alapjan. (15. tdblazat) Az A tipusba 1, a B tipusba 18 egyed tartozik.
15. tablazat Klaudia hossz polimorfizmus vizsgalatanak eredménye

KLAUDIA

=

-

.. R RO R R 7 :

6 7 8 91011141619 202223242526 27w

Tipusok Tipus/névény Novények
A 2 7,27

B 18 1,2,4,5,6,8,9,10,11,14,16,19,20,22,23,24,25,26
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Szekvencia analizissel a vizsgalt egyedeket 2 tipusba osztottuk. (1. abra) Az A tipus
szekvenciajahoz hasonlitva a B tipus szekvenciajaban a 200. poziciotol egy 6 bp méreti kis delécio
(1) és a 218. poziciotdl egy 72 bp méretii delécio (2) talalhatd, ezzel egyidejiileg egy bazispar

eltérés is megfigyelhet6 a 210. pozicidban.

<> Kisdelécio6 [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio

1. abra Klaudia szekvencia analizisének grafikus szemléltetése

4.3.3 KM Agro

A 20 megvizsgalt novénybdl hossz polimorfizmus alapjan 3 tipus tudtunk elkiiloniteni.
(16/A. tablazat) Az A és a B tipusba egy-egy egyed tartozik, mig a legtobb egyed (18 darab) a C
tipusba sorolhato.

A szekvenalast kovetden 3 tipust kiilonitettiink el. (16/B. tablazat) Az A tipustol a B és C
tipus is eltér egy bazisban (210. pozicidoban) és a 200. poziciotol egy 6 bp méretii kisebb illetve a
218. pozicidtol egy 72 bp méretli nagyobb delécioban. Ezeken feliil a C tipusban még talalhat6 a
366. poziciotol egy 7 bp méretii delécio (3) is.

16. tablazat KM Agro hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

KM AGRO
A C AB

e B AR 4N a8 a8 8 08 S8 o8 88 e masaman | eses
w12 3 4 5 6 .7 8 9 101112 141516 1719 202223 .,

Tipusok Tipus/névény Novények
A 1 20
B 1 22
C 18 1,2,3,45,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16,17,19,23

B.

<> Kisdelécio6 [ | Nagydelécio O 1bpelterés @ 1 bp delécid
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4.3.4 Hunor40

A megvizsgalt 21 egyed kozott nem talaltunk hossz polimorfizmust, igy mindegyik egyedet
az A tipusba soroltuk. (17. tablazat) Szekvenalassal sem taldltunk az egyedek kozott semmilyen
kiilonbséget. A szekvencidk mérete 329 bp volt.

17. tablazat Hunor40 hossz polimorfizmus vizsgalatanak eredménye
HUNORA40

.\

»
R R R R R B B B B _ B B R B _J_J

1 2 34 56 78 910111213 14151617 1819 20 21

Tipusok Tipus/névény Novények
A 21 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21
4.3.5 Solar

A megvizsgalt 22 egyed kozott nem talaltunk hossz polimorfizmust gélelektroforézissel,
ezaltal minden egyed az A tipusba tartozik. (18. tdblazat) Szekvenalassal sem talaltunk az egyedek
kozott semmilyen kiilonbséget. A szekvenciak mérete 329 bp volt.

18. tablazat Solar hossz polimorfizmus vizsgalatanak eredménye

SOLAR
Lol

’ -s "™ y . ’ - » LR -n R N EN S S e
12 3456 78 910111213 1415161718 19202122 s
Tipusok Tipus/névény Novények
A 22 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22
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4.3.6 Verko

A megvizsgalt 20 egyedbdl 2 tipust tudtunk elkiiloniteni hossz polimorfizmus alapjan.(19/A.

tablazat) Az A tipus egy novény, a tobbi 19 egyed B tipusba tartozik.

Szekvenalas alapjan az egyedek ugyancsak 2 tipusba soroltuk. (19/B. tablazat) Az A tipus

szekvenciajahoz hasonlitva a B tipus szekvenciajaban a 200. poziciotol egy 6 bp méreti kis delécio

(1) és a 218. poziciotdl egy 72 bp méretli delécid (2) talalhatd, ezzel egyidejlileg egy bazispar

eltérés is megfigyelhetd a 210. pozicidban.

19. tablazat Verko hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

VERKO
A.
A
.1 234 567 89101112 13141516 1718 19 20 we
Tipusok Tipus/névény Novények
A 1 7
B 19 123456891011.12.13.14,1516,17.18.19.20
B.
A - 407 bp
. o . 329 bp
<> Kisdeléci6 [ | Nagydelécio O 1bpelterés @ 1 bp delécid

4.3.7 Kanadali

A megvizsgalt 20 egyednél hossz polimorfizmus vizsgalattal 2 tipust talaltunk. A B tipusba

19 egyed és az A tipusba egy egyed tartozik. (20. tablazat)

20. tablazat Kanadai hossz polimorfizmus vizsgalatanak eredménye

KANADAI

S D v e D G WD e e SR —

w12 40586 8910111213141516171920“
Tipusok | Tipus/névény Novények
A 1 17
B 17 1,2,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,19,20
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Szekvencia analizissel a vizsgalt egyedeket 2 tipusba tudtuk sorolni. Az A tipus
szekvenciajahoz hasonlitva a B tipus szekvenciajaban a egy 6 bp méretii kis delécio (1) és a egy 72
bp méretli delécid (2) talalhatd, ezzel egyidejlileg egy bazispar eltérés is megfigyelhetd a 210.
pozicioban. (2. abra)

A 407 bp

1
<> Kisdelécio [ ] Nagydelécio (O 1bpeltérés @ 1 bp delécio

2. abra Kanadai szekvencia analizisének grafikus szemléltetése

4.3.8 Holland

A megvizsgalt 21 egyedbdl hossz polimorfizmus alapjan 2 tipust kiilonitettiink el. Az A
tipusba mindossze egy egyed, a B tipusba a tobbi hiisz egyed sorolhato. (21/A. tablazat)

Szekvenalassal 2 tipusba csoportositottuk a megvizsgalt mintakat. (21/B. tablazat) Az A
tipus kortilbeliil 100 bp méretli szakaszban (1) teljes szekvencidjaban elkiiloniil az B tipustol. Az A
tipushoz viszonyitva a B tipusban a szekvencia masodik felében tobb kisebb (9-,9-,4-,3-¢s 3 bp)
méretli delécio (2,4,5,6,7) jelenlétét igazoltuk, valamint talaltunk egy 40 bp méretli szakaszt (3),
mely 4 db egy bazisparos €s 1 db harom bazisparos eltérést tartalmaz.

21. tablazat Verko hossz polimorfizmus (A) és a szekvencia grafikus (B) szemléltetése

HOLLAND
A. v )
= A =
500: i -
TR TR T Y R R T Y e
.1 234 56 7 8 9101112131415161718192021 =
Tipusok | Tipus/névény Novények
A 1 5
B 20 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21
B

<> Kisdeléci6 [ ] Nagy delécio < tobb bp eltérés @ 1 bp delécid
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Az accD gént kodolo régidban a fajtdk szekvenciajanak Osszeillesztésével kidertilt, hogy a
rovidebb méretli szekvencidkban (329 bp) ugyanazok a valtozasok (200. poziciétol egy 6 bp méretii
kis delécio, a 210. pozicioban egy bazispar eltérést és a 218. poziciotdl egy 72 bp méretli nagy
delécid) kovetkeztek be az Adél 21-, a Klaudia 18-, a KM Agro 19-, a Verko 19-, a Kanadai 17-, a
Hunor és a Solar osszes egyede esetén. A KM Agro 19 egyedébdl, 18 novény az eldbb emlitett
valtozasokon kiviil tartalmaz egy 7 bp méretli kis deléciot is tartalmaz a 366. poziciotol igy
szekvencia mérete 322 bp csokkent. A fajtak Osszeillesztésével kideriilt, hogy nem a Holland 5-6s
egyed, hanem a 7-es és a 13-as tér el a tobbitdl azaltal, hogy szekvenciajaban néhany delécio és
rengeteg bazispar eltérés van. A Holland 5-6s szekvenciaja a tobbit6l (407 bp méretiiek) egy
kisméretli delécidban és egy bazisparban kiilonbozik. A fajtdk Osszeillesztett szekvencidjdhoz az
RY-t is hozzaillesztve észrevettilkk, fent emlitett valtozasokbol csak az els6 kisméreti delécio
tartalmazza és szekvencidjaban a tobbi fajtatol eltérden van egy 42 bp méretli inszercio a 137.

poziciotol.
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

A kloroplasztban talalhatd polimorfizmus molekuldris markerként felhasznalhato a
kloroplaszt 6roklodésének tanulmanyozasara, a filogenetikai kapcsolatok kutatdsara €s a kimutatott
kiilonbségek felhasznalhatdak fajtaazonositasra és a fajtavédelemben is.

Lucerna polimorfizmus vizsgalatara rutinszertien elséként az RFLP-t hasznaltdk (MASOUD
et al. 1989, BRUMMER et al. 1991, BADR et al. 1994). Manapsag a PCR alapti médszerek kertiltek
elétérbe. M. sativa-nal a RAPD modszert széleskortien alkalmazzak. (ECHT et al. 1991, Kiss et al.
1993, MENGONI et al. 2000, NOEPVARVAR et al. 2008, MOHAMMADZADEH et al. 2011, NAGL et al.
2011). Az AFLP hasznalata is elterjedt, (JULIER et al. 2003, SLEDGE et al. 2005, KEIVANI et al. 2010)
polimorfizmus vizsgalaton kiviil, kivaléan alkalmas kapcsoltsagi térképek készitésére, QTL-ek
azonositasara, melyeket a novénynemesitésben, példaul biotikus és abiotikus rezisztencia
kialakitasaban hasznalhatnak fel. Az SNP-k detektaldsa nehéz, azonban molekularis markerként
kivaloan alkalmazhatoak, mivel nagy szamban és eltérd eloszlasban fordulnak el a fajtak kozott és
fajtan belil is. (AGARWAL 2008, MONDINI et al. 2009) Legelterjedtebb modszer az SSR vagy
mikroszatellitek alkalmazéasa, mely polimorfizmus detektéalasra, deléciok, inszerciok kimutatisara
alkalmas. (DIwAN et al. 2000, MENGONI et al. 2000, SLEDGE et al. 2005, FLAJOULOT et al. 2011). A
kiilonféle markerek a genomi DNS vizsgalatan tul, a kloroplaszt genom polimorfizmus vizsgélatara
is kivaléan alkalmasak és az eredmények felhasznalhatoak filogenetikai kutatdsokban és
molekularis markerként, pl. fajtaazonositasra. (PALMER et al. 1985, HOSAKA 1986, REISBERG et al.
1988, MAsouD et al. 1989, JANSEN et al. 1990, BREMER & STRUWE 1992, SPOONER et al. 1993,
BADR et al. 1994, GARGANO et al. 2012) A Medicago sativa kloroplaszt genomjabol hianyzik az
egyik IR szekvencia, ezaltal feltehetden a genom stabilitasa csokkent és ez okozza a nagymértékii
heterogenitast. (PALMER et al. 1987, MILLIGAN et al. 1989, FITTER & ROSE 1993, SAsKI et al. 2005)

TDK dolgozatomban harom magyarorszagi nemesit6 helyrél (Kisvarda, Szarvas, Kompolt)
2-2 fajtat valasztottunk, melyekhez kereskedelemben kaphato kanadai €s holland magkeveréket és
kontrollként a laboratériumokban hasznalt, jO regeneracids képességli RegenSY vonalat
intergénikus és egy fehérje kodold régiot vizsgaltunk.

Hossz polimorfizmus alapjan elkiilonitett egyedekben szekvendldssal azonositottuk a
szekvenciakban bekovetkezd valtozasokat, melyeket nemcsak ez egyedek szintjén hanem a fajtak
kozott is vizsgaltuk.

A trnl-rpl23 intergénikus régio nagyfoku hossz polimorfizmust mutatott a magyar fajtakon
beliil. A kanadai és holland fajtak ezekt6l teljesen eltérnek, azonban erre a régiora nézve ezekben is
nagymértékii heterogenitas figyelheté meg az egyedek kozott. A trnE-trnT intergénikus régioban

minddssze egy-egy bazispar eltérést talaltunk a KM Agro 2-es és 12-es egyedében és a Kanadai 4-
33



es €s 9-es egyedében. Ezek a pontmutaciok lehet, hogy tobb egyedben is megtalalhatok azonban ez
tovabbi vizsgalatokat igényel. A Kanadaiban 1évé pontmutaciot az RY vonalban is megtalaltuk. A
holland és a kanadai egyedek kozott sem talaltunk eltérést ebben a régidoban. Ez a szakasz tehat
erésen konzervativ, amelyben nagyon ritkan és kevés valtozas kovetkezik be. Az accD gén vizsgalt
szakaszara nézve az egyedek kozott kismértékii variabilitast figyeltiink meg. A Hunor40 és a Solar
egyedei kozott nem talaltunk hossz polimorfizmust. A tobbi fajta esetén a kismértékii variabilitas
oka ugyanaz a harom valtozas (kis delécio, pontmutacid, nagy delécio). A kanadai fajta
szekvenciaja a magyar fajtakkal megegyez0 valtozasokat tartalmazta. A holland az egyetlen, amely
erdteljesen eltért a tobbitdl, szekvenciajaban kisebb delécidk és tobb bazispart is magaba foglalo
szubsztituciok talalhatoak.

A fajtdk Osszehasonlitdsdhoz a szekvencia analiziseket hasznaltuk fel, melynél figyelembe
vettiik a bekovetkez6 valtozasok helyét és tipusat. A trnl-rpl23 intergénikus régioban a szekvencia
valtozasok a 62-316 bp kozott kovetkezetek be a magyar fajtakban (kivéve Klaudia és Solar). A
deléciok mérete 6-70 bp méretli. A régiodt pozicié alapjan, négy delécid jellemzi. A 73-182
pozicidig a Hunor és az Adél nem mutatott polimorfizmust, mig a tobbi fajtaban rovidebb, hosszabb
deléciok, pontmutdciok fordultak elé. A 183-252 bp kozott és a 312-379 bazisparig terjedd
szakaszban a fajtak kozott nagymértékil variabilitas figyelheté meg a deléciok méretében. A 370-
427bazisparig tartd delécio egyediil a kanadai fajtara jellemzd és ez a fajta 1ényegesen kiilonbozik a
tobbitél. A trnl-rpl23 intergénikus régidé Szekvencia analizise igazolta, hogy a nagyfoku
polimorfizmus oka a szekvencidkban 1év0 kisebb és nagyobb delécidk és azok variabilitasanak,
illetve pontmutaciok el6forduldsanak az egyiittes hatasa. A trnE-trnT intergénikus régional a
fajtak koziil csak a KM Agro és a kanadai vizsgalt egyedeiben talaltunk két-két darab egy
bazisparos eltérést (SNP). Az accD gént kodold régioban kevés, de jellemzd valtozasokat
figyeltiink meg. Az Osszes fajta egyedeinek zOmében ugyanaz a szekvencia valtozas van, csupan
né¢hany olyan egyedet taldltunk, aminek a szekvencidja teljes volt. A KM Agro szinte 0sszes
vizsgalt egyede tartalmazta valtozasokat, de legtobbjiikben tovabbi delécio is megjelent. A Holland
7-es és a 13-as egyede tért el leginkabb a tobbi fajta egyedétdl, mivel szekvenciajaban néhany
delécio és rengeteg bazispar eltérés is van. Az accD kodold régidban kismértékii, de azonos
variabilitast tapasztaltunk, melynek oka lehet, hogy a kddolo régidoban egyéb helyen bekovetkezd
valtozasok esetleg funkcidvesztéssel jarhatnak.

Vizsgalataink sordn talaltunk olyan egyedeket, melyek gél képén tobb fragment jelent meg
egy egyeden beliil. Feltételezziik, hogy ezek a novények heterozigotak a kloroplasztra nézve, ami a
Medicago sativa estén eléforduld biparentalis 6roklodésbol adodik, amikor az utdodba apai és anyai
eredeti cpDNS is keriil. Kisérleteink soran a Verko fajta tobb heterozigdta egyedébdl fragment

izolalast kovetden szekvenalast végeztiink és arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fragmentek 2
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kiilonbozo tipusu kloroplasztbdl szarmaznak, de ennek bizonyitdsdhoz még tobb névény vizsgalata
sziikséges.
vannak olyan régiok, melyek alkalmasak polimorfizmus vizsgalatra és vannak olyan régiok, melyek
nem. Az altalunk vizsgalt 3 régiobol mindossze a trnl-rpl23 intergénikus régio bizonyult
alkalmasnak, mivel ebben a CSG1 primerekkel amplifikalt régidban igen nagy valtozatossagot
tapasztaltunk. Ez a nagymértékli valtozatossag arra utal, hogy nem csak a genomban talalhatok
mutaciora hajlamosabb régiok, hanem a kloroplasztban is (DONG et. al 2012)

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy az éltalunk vizsgalt hdrom régiobol, a trnE-trnT
intergénikus régié és accD kodold régidja markerek kifejlesztésére nem alkalmas. A trnl-rpl23
intergénikus régid polimorfizmusait azonban érdemes kozvetlenill vagy a sziikséges atalakitassal

molekularis markerekké fejleszteni.
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6. OSSZEFOGLALAS

Célkitlizéstink a Magyarorszagon termesztett lucernafajtadk  kloroplaszt genom
polimorfizmuséanak vizsgalata, a fajtakon beliili és a fajtak kozotti variabilitas elemzése Volt.

Héarom magyarorszagi nemesitd helyrdl (Kisvarda, Szarvas, Kompolt) szarmazé 2-2 fajtat
valasztottunk, melyekhez kereskedelemben kaphatd, étkezési célra arusitott holland és kanadai

magkeveréket hasonlitottunk és a laboratoriumunkban hasznil RegenSY vonalat alkalmaztuk

crcr

crer

régio, accD gént kodolo régid) tervezett primerekkel PCR-t készitettiink. A PCR terméket
gélelektroforézissel elvalasztottuk és a hossz polimorfizmust mutatd egyedekben szekvenalassal
azonositottuk a DNS szekvencidban bekovetkezett valtozasokat. A hossz polimorfizmus és
szekvencia analizis alapjan a kiilonbozo egyedeket eltérd tipusokba soroltuk, és megvizsgaltuk a
fajtan beliili és a fajtdk kozotti variabilitast is.

Hossz polimorfizmus alapjan a trnl-rpl23 intergénikus régio volt a legvaltozatosabb, mind a
fajtan bellil mind a fajtdk kozott nagymértékii heterogenitast tapasztaltunk, melynek hatterét
szekvencia analizissel Dbizonyitottuk. A trnE-trnT intergénikus régid vizsgalatakor hossz
polimorfizmust nem talaltunk egyik fajta egyedei kozott sem, de szekvencia analizissel két SNP-t
tudtunk azonositani. Az accD gént kddolo régio vizsgalatakor a fajtdk egyedei kozott kismértéki
hossz polimorfizmust talaltunk, és a szekvencia analizissel kideriilt, hogy ugyanazok a valtozasok
talalhatoak meg az egyedek és a fajtak tobbségében is.

Osszességében elmondhatd, hogy a trnl-rpl23 intergénikus régioban tapasztalt nagyfoku
polimorfizmus oka az, hogy a kloroplaszt genomban e régidjaban gyakrabban kovetkezett be
valtozas, mig a trnE-trnT intergénikus régié feltehetden egy igen konzervativ szakasz, ahol alig
tortént valtozas. Az accD gént kodolo régioban kisebb méreti valtozasokat talaltunk, melynek oka,
hogy a fehérjét kodold gén egyeéb helyén bekovetkezd valtozasok funkcidvesztést okozhatnak,
ezaltal akar letalisak is lehetnek az egyedre nézve. Az eredmények alapjan a trnE-trnT intergénikus
és accD gént kodolo régio vizsgalatat nem folytatjuk, mert marker fejlesztésre nem alkalmasak. A
trnl-rpl23 intergénikus régi6 polimorfizmusaibol azonban kozvetleniil vagy atalakitassal
molekularis  markerek  fejleszthetok és  felhasznalhatoak — kloroplaszt — 6roklddésének
tanulmanyozéasara, a filogenetikai kapcsolatok kutatasara ¢és a kimutatott kiilonbségek
felhasznalhatoak lehetnek akar fajtaazonositasra vagy a fajtavédelemben is.

JovObeni terveink kozott szerepel a trnl-rpl23 intergénikus régido tovabbi vizsgalata nagyobb

egyedszammal, ami lehetévé teszi az eredmények statisztikai kiértékelését. Tavolabbi céljaink
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kozott szerepel az irodalmi adatok alapjan mas fajoknal polimorfizmus vizsgalatra alkalmas egy¢b

kloroplaszt régiok vizsgalata lucerndban is.
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K27_Csh6l
Consensus

K7_CsG1
K9_CsGl
K15_CsGl
K20_CsG1
K22_CsG61
K16_CsG1
K23_CsG1
K27_CsG1
Consensus

K7_Cshl
k9_Cshl
K15_Csh61
K20_Cshl
k22_Cshl
K16_CsG1
K23_Cshl
K27_Csh61
Consensus

K7_Cshl
K9_CsG1
K15_CsGl
K20_Cshl
K22_Csh6l
K16_Cshl
K23_Csh61
K27_Cshl
Consensus

K7_CsG1
K9_CsG1
K15_CsGl
K20_CsG1
K22_CsG61
K16_CsGl
K23_CsG61
K27_CsG61
Consensus

melléklet trnl-rpl23 intergénikus régio szekvencia analizise fajtanként

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 I
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTAAAACTTA
TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRACTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACTTAAAACTTA

TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT: ATACTTARAACTTA
TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT: ATACTTARAACTTA
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT: ATACTTARAACTTA

TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT, . rrrserrrssssrssssrssscrsrsssssssssrssssrssssssssersrsnssssesHTHCTTARAACTTA

261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 370 380 390
I 1
ACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA=—————ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAARCGARATARTARTTTCT
ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARAACTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTAACGARATAATAATTTCT
ACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA=---——ARRCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAARCGARATARTARTTTCT
ACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA=—————ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAARCGARATARTARTTTCT
ACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARAACTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTAACGARATAATARTTTCT
ACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA, ... ARRCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCT

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGARTGAATCARTCCGAACTGTACTGTTTAACTTARCTAR L
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGARTGAATCARTCCGAACTGTACTGTAARACTTARCTAR

GAARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGAACTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRAC
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGAACTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAARTTTATTTACTTGTACTGTARAAC
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGARTCARTCCGAACTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARAC
GAARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGAACTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRAC
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGARTCARTCCGAACTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRAC
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGARTCARTCCGAACTGTACTGTAAARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAAC
GAACCCTACCTCCCATAARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGARCTGTACTGTaaAACTTAACTAARLLLcbbgattbccatcatbbbcaatttacgtaatttatttacktb gt actgtaaaac

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
|

1

TTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT.
———————— TTTCTTGATTTCCATCATTTTCART TTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRACTTAARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTGTACT
TTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARRACTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT- THHHHCTT
TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACT-TARARCTT
TTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTETHETETHHHHETTHHETHHTTTETTEHTTTDEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTETHETETHHHHETT
TTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACT-TARRACTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT -
TTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT-TARRACTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT - -
TTAACTAARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT—- -
tbtaactaal TTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTgtact et ARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT.vvss cavssass

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I

|

ARAACTTAACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
GTARRACTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARC TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACT TATACTTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTAARCGARATAATARTTTC
HHCTHHTTTCTTGHTTTCCHTCHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTHTHCTTHHHHCTTHHCTHHTTTCTTGHTTTCCHTCHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTHHCGHHHTHHTHHTTTC
A ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC

A ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
ATACTTARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
rrtssrrsssrrrsrassrrssrrisrrssrsrassrrsrrersssnssssdse, LAAARCTTARCTAATTTICTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTAARTTTC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTC CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTC CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR

TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGAAGTTTTGACCATCT
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCT
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCT
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGAAGTTTTGACCATCT

CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATAACGAR
CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATAACGAR

TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTC CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTC CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
TGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGAATCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTC CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATARCGAR
521 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 620 630 640 650

1 |
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARRTATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATATGCARTATTTACAGACARRAG
TTIGGTGTGGTAGATTCARAT TTARATATATGAACAGTARATARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGAAARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACAARAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARRTATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACARAAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARRTATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACARRAG
TTGGTGTGGTAGATTCARAT TTARATATATGAACAGTARATARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGAAARTAGAT T TATGARTGGARTAARATGTGCARTATTTACAGACARRAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARRTATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACARAAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTAAATATATGAACAGTARATARAACTAGTATTCGTATTGAGAC TAGAACTCATAGGGAAGAARATAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACARAAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAATGTGCARTATTTACAGACARAAG
TTGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGAAGARARTAGAT TTATGARTGGARTAAAAT ¢ TGCARTATTTACAGACARAAG

651 L 670 GBO 690 700 710 717
| 1
TATTCGGT—===———— TATTGGGARARAATCARTATACTTTTARTGTCGARTCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGGTATTCGGT TATTGGGARRARATCARTATACTTTTARTGTCGARTCAGGATCARC TAGGAC

TATTCGGT TATTGGGARARARTCARTATACTTTTARTGTCGARTCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGGT ~TATTGGGARARARTCARTATACTTTTARTGTCGARTCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGGT ~TATTGGGARARAATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGGT —~TATTGGGARAAAATCAATATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC

TATTCGGT ~TATTGGGARARAATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGGT-=--——-TATTGGGAARRAARATCARTATACTTTTARTGTCGARTCAGGATCARCTAGGAC
TATTCGET, .., ... TATTGGGARRAAATCARTATACTTTTAATGTCGAATCAGGATCARC TAGGAC

44



KHA1_Csgl
KHRG_Csgl
KHR4_Csgl
KHR8_Csgl
Consensus

KHA1_Csgl
KHRE_Csgl
KHR4_Csgl
KHRB_Csgl
Consensus

H1_Csgl
H4_Csgl
HI_Csgl
H10_Csgl
H13_Csgl
H1d_C=gl
Consensus

H1_Csgl
H4_Csgl
HI_Csgl
H10_C=gl
H13_Csgl
H1d_Csgl
Consensus

51_CsG1
515_CsG61
57_CSG1
518_CsG1
S6_CsG1
Consensus

51_Cs61
515_CsG1
57_CSG61
518_CsG61
56_CsG1
Consensus

51_CsG1
515_CsG1
57_CS61
518_CsG1
56_CsG1
Consensus

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 260 260

1

TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT-TARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTT -
TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT-TARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT——
TTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTETHETETHHHHDTTHHDTHHTTTDTTEHTTTDDHTDHTTTTDHHTTTHDETHHTTTHTTTHETTETHETETHHHHETT
TTAARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAACTT
TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTgTACTg TARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTgtact.gtaaaactt

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I

I
ARAACT TAARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAARTTTATTTACTTARCGAAATARTARTTTC
ARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGAARRTARTAATTTC
ARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGAARTARTAATTTC
ARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCART TTACGTAATTTATTTACTTATACTTARAACT TARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTAARCGAAATAARTAATTTC
aactaatbtbtctbgattbccabcatbbbcaatbbacgbaatbbatbbactbabacttARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGAARTARTAARTTTC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAARACTT
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARRACTT
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT-TARRACTT
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACT-TAARRACTT
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTATACT. TAAARACTT
TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTATACT.
TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTART TTATTTACTTATACT 4 s ssseessssssssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssaAIACEE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 J70 380 390
| |
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTAACGARATARTARTTTC
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTAACGARATARTARTTTC
ARCTAATTTICTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARAACTTAARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACT TAACGAAATAATARTTTC
ARCTARTTTCTTGRATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACT TA=————~| ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGAAATARTARTTTC
ARCTARTTTCTTGRATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA=————-| ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
TRAAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTC
aactaatbbcbbgatbbccatcabbbbcaatbbacgtaatbbatbbactta, ,, LaAAACTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTAACGARATARTARTTTC

1 10 20 30 40 50 60 7o 80 90 100 110 120 130

I I
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGRATCARTCCGAACTGTACTGTARRRCTTARCT-AATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAARA
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGAACTGTACTGTARARCTTARCT-AATTTCTTGATTTCCATCATTTTCATTTTACGTAARTTTATTTACTTGTACTGTAAAA
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGRATCARTCCGAACTGTACTGTARARCTTARCT-AATTTCTTGATTTCCATCATTTTCTATTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAAARA
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCARGAATGRATCARTCCGAACTGTACTGTARRRCTTARCT-AATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAARARA
GAARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTGTTCCARGACCGCCCCGCCCGGGGCCCCACARTARACCTTATTTTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAARTTTATTTACTTGTACTGTARAAR
GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTegTLCAAGAatGaat.Caat CeGaalt gL ACEgTAARACTTAacT  ARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCaaTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAAARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1
CTTAACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACT-TARARCTTAARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACT TH—————— ARACTT
CTTRACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARAARCTT
CTTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTT
CTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTT
CTTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTRATTTATTTACTTATACT-TARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACT TH—————-| ARACTT
CTTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACT T TACTTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAtact.LaARACTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTRCGTARTTTATTTACTTAA: CGARATARTARTTTCTGATCT
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAA. CGARRTARTARTTTCTGATCT
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATAATARTTTCTGATCT
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATAATARTTTCTGATCT
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAA. CGARRTARTARTTTCTGATCT
ARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTAR, . vveessssssarsnssssressssssnssssssnsssssssnrsssssnssssss CGBARAATAARTARTTTCTGATCT

1 10 20 30 di 50 :11] 0 a0 90 100 110 120 130
|

YE7_CSG1  GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCAARGAATGAATCARTCCGARCTGTACTGTTTAACTTARLT- AAC
A_VE15_C56G1 GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCAAGAATGARTCARTCCGAACTGTACTGTARAACTTAACT: AR:
YES_CS5G1 GARCCCTACCTCCCATARRGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCAARTCCGAACTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTAAAAC
YE1_CSG1 GARCCCTACCTCCCATARAGTCTATTTTTGTTCAAGAATGARTCAATCCGAACTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARAAC
F_YE15_C5G1 GARCCCTACCTCCCATARRGTCTATTTTTGTTCAAGAATGARTCARTCCGAACTGTACTGTARTGARCCCTACCTCCCATGATGTCCATCATTGTCAATGARTGTATCARTCCGACTTGTACTGTARAAC
Y9F _CsG1 GARAGGAATCCATCCCGACTGTACTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARC
Conzensus gaacccbaccbeccataaaghctatbbbbgbbcaagAALGAATCAATCCgaACTGTACTGTAaaaacklaact .. orreeeresrenrsrssrsrnsresrenssrsassssresssrenrsesessesslAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|
YE7_C5G1 TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTT-—————- ARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA————— ARACTTA
A_VE15_C561 ——————-- TTTCTTGRATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACTTARARCTTA

YES_CSGL TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTA
YE1_CSG1  TTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTAARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARAARCTTA
F_YE15_CS5G1 TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTA
YOF_CsGl TTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTATACTTARARCTTA
Consensus LtbtaactaalTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACT Tgbact gt ARARCTTAARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTALactLaAARCTTA

|
YE7_CSGL ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA-
A_YE15_CSG1 ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA-:

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I
——AARCTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTAACGARATARTAATTTCT
——AAACTTAACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACT TRACGAAATARTAATTTCT

YES5_CS5G1 HCTHHTTTCTTGHTTTCCHTCHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTHTHCTTHHHHCTTHHCTHHTTTCTTGHTTTCCHTCHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTHHCGHHHTHHTHHTTTCT

YE1_CSG1 ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA-
F_¥E15_CSG1 ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA=:

——HHHCTTHHCTHHTTTDTTGHTTTCCHTCHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTHHCEHHHTHHTHHTTTET
——AAACTTAACTAARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAARTTTACGTAATTTATTTACTTRACGAARATARTAATTTCT

YOF_CsGl ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCART TTACGTAATTTATTTACTTATACTTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTAATTTCT
Consensus ACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA, , .. AARRCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTAACGARATAATAATTTCT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1

YE7_CS5G1 GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGAARARARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAAT
A_YE15_C561 GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGARARARAGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGART
YE5.CSGL GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGAARRARARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAAT
YE1_CS5G1 GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGARRARARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAAT
F_YE15_CS561 GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCT TAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGT TTTGACCATCTGTCAGAGAAARARAGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATAACGAAT
VIF_CsG1 GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGAARARARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAAT
Consensus GATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTCAGAGARARARAGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAART

521 530 540 560 560 520 580 590 1] 610 620 630 640 650

|
YE7_CSG1 TGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGARCAGTAARTARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGARRATAGATT TATGARTGGAARTARAARTATGCARTATTTACAGACARARGT
A_YE15_CS5G1 TGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGAACAGTARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGARRATAGATT TATGARTGGARTARAATGTGCARTATTTACAGACARARGT
YES_CSG1  TGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGAACAGTAARATARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGARRATAGATT TATGARTGGARTARAATGTGCARTATTTACAGACARARGT
YE1_CSG1 TGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGARCAGTAARTARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGARRATAGATT TATGARTGGAARTARARTGTGCARTATTTACAGACARARGT
F_YE15_C561 TGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGAACAGTARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGAARATAGATTTATGARTGGARTARAATGTGCARTATTTACAGACARARGT
VY9F_CsGl TGGTGTGGTAGATTCARATTTARATATATGAACAGTAARATARAACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGARRATAGATT TATGARTGGARTARAATGTGCARTATTTACAGACARARGT
Consensus  TGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGAACAGTARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGAACTCATAGGGARGAARATAGATT TATGARTGGARTARAAT2TGCARTATTTACAGACARARGT
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KAG_CsG1
KA17_CsG1
KA20_CsG1

KA9_CsG1

KA8_CSG1
Consensus

KAG_CsG1
KA17_CsG1
KA20_CsG1

KA9_CsGl

KA8_CSG1
Consensus

KAG_CsG1
KAl7_CsGl
KR20_CsG1

KA9_CsG1

KA8_CS5G1

Consensus

KAG_Cs61
KA17_CsGl
KA20_CsG1

KA9_Cs61

KAB_CS61
Consensus

KAG_CsG1
KA17_CsGl
KA20_CsG1

KR9_CsG1

KAB_CSGL
Consensus

KAG_CsG1
KA17_CsG1
KA20_CsG1

KA9_CsG1

KA8_CSG1
Consensus

HL5_CSG1
HL1_CsG1
HL4_CsG1
HL2_CS561
H14_Csgl
Consensus

HL5_CSG1
HL1_CsG1
HL4_Cs61
HLZ2_CSG1
H1d_Csgl
Consensus

HL5_CS5G1
HL1_CsG1
HL4_CsG1
HL2_CS5G1
H14_Csgl
Consensus

HL5_CSG1
HL1_CsG1
HL4_CsG1
HL2_CS61
H1d_Csgl
Consensus

HL5_CS5G1
HL1_CsG1
HL4_CsG1
HL2_CSG1
H1d_Csgl
Consensus

HL5_CS5G1
HL1_CsG1
HL4_CsG1
HL2_CS561
H14_Csgl
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

|
GARCCCTACCTCCCATRAARGTCTATTTTTGTTCARGARTGAATCARTCCGARCTGTACTGTTTARCTTARCTARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTAC—————
GARCCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGT TCAARGARTGARTCARTCCGARCTGTACTGTARAACT TAACTAR-— ==TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTA
GARCCCTACCTCCCATRARGTCTATTTTTGT TCARGARTGAATCARTCCGARCTGTACTGTTTARCTTARCTARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACT-—-—=
GARCCCTACCTCCCATRARGTCTATTTTTGTTCARGARTGAATCARTCCGARCTGTACTGTTTARCTTAACTAR

GARCCCTACCTCCCATAAAGTCTATTTTTGT TCAAGARTGAATCARTCCGARCTGTACTGTTTARCTTAACTAR
GARCCCTACCTCCCATRARGTCTATTTTTGTTCARGARTGAATCARTCCGARCTGTACTGTLLARCTTAACTAA, . ... ... .bEbckbgattbccatcatbbbcaatbbacgbaatbbatbbac, ...

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I

—-GTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTAC——————-| GTARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTA-———
CTGTARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARRRCT TARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTA-———
==-=TAARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAARTTTATTTACT ==TARARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARAAC
-------- CTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTAC- ~GTARARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACT TA====
CTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTA-———
.+.baaaactbaactaattbcibgattbccatcattibcaattbacgbaattiatttac, ... ...gbaaaalTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTA. . ..

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1

ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA-~
TACTTARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA——
TTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTHHHHETTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTHHHHETTHHETHHTTTETTEH

""““TTHHCTHHTTTCTTGHTTTCCHTEHTTTTCHHTTTHCGTHHTTTHTTTHCTTH--

.....................................................H ACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTA, 4 au i asves s s s ensss
391 400 410 420 430 440 450 460 a70 480 490 500 510 520
I

1

ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA
TACTTAAARCTTARCTRAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA
TTITCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTARARC TTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA
ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA
ARACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA
vesssessesssessssssssssesesssassnsssAAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARRTARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGA

521 530 540 560 560 570 580 590 -] 610 620 630 640 650
| |
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATAACGAAT TGGTGTGGTAGAT TCARAT
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCARAT
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCARAT
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGAATCTCATCATCCATACATAACGAAT TGGTGTGGTAGAT TCARAT
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCARAT
CCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTL CGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCARAT
651 :1:11] 670 680 690 700 710 720 730 40 750 760 TR0 780

| I
TTRARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGARCTCATAGGGARGARARTAGATTTATGAATGGARTARRATATGCARTAT TTRCAGACARAAGTATTCGGTTGAGGGGARARR
TTARATATATGARCAGTARRTARARCTAGTATTCGTAT TGRGACTAGARCTCATAGGGARGAAARTAGATTTATGARTGGARTARAATGTGCARTAT TTRCAGACARARG TATTCGGT TGAGGGGAAARAR
TTRARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTAT TGRGACTAGARCTCATAGGGARGAAARTAGATTTATGAATGGARTARRATATGCARTAT TTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARARR
TTRARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGARCTCATAGGGARGARARTAGATTTATGAATGGARTARRATATGCARTAT TTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARARR
TTARATATATGARCAG TRAARTARARCTAGTATTCGTAT TGAGACTAGARCTCATAGGGAARGARARTAGATTTATGAATGGARTARAATATGCARTAT TTACAGACARAAG TATTCGGTTATTGGGAAAAA
TTARATATATGARCAGTARATARARCTAGTATTCGTATTGAGACTAGARCTCATAGGGARGAAARTAGATTTATGARTGGARTARAATaTGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGTTaLLGGGARARR

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| I
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGARTCAATCCGARCTGTACTGTTTARCTTARCTARCTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARAR
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCAATCCGARCTG TACTGTARAACT TAACTAR—-—— —~TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTIGTA-
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGARCTGTACTGTARARCTTAACTAR-— =TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTA-
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGARCTGTACTGTARARCTTAACTAR—— —~TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTA-
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCARTCCGARCTGTACTGTARAACT TAACTAR—-—— =TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTA-
GARCCTACCTCCCATAARGTCTATTTTTGTTCARGAATGAATCAATCCGARCTGTACTGTaaRACTTAACTAA, ., v.. ... TTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTLA,

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| 1
ETTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETTHHHHETTHHETHHTTTETTEHTTTEEHTEHTTTTEHHTTTHEETHHTTTHTTTHETT ——————— -ARAACTTARCTAA

-CTG TARAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTAR
-———-LCTG TARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARARCTTARCTAR
==——==CTG: TARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT--

==——==CTG: TARRACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT--
wrssslTginsrsraseessnsssssnresssssssssssnsssssnsesss IHAAACTTARCTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTT o\ snnrrnrsssnssns

261 270 280 290 300 310 3z0 330 340 350 360 370 380 390

1 1
TITCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACT T=======| AARACTTRACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACT TA=—m=m===| AAACTTAACTAATTT
TITCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTGTACTGTARRARCTTARCTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTAATTTATTTACTTATACTTARAACTTAACTAATTT
TTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTATACT-TARARCTTAACTARTTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTA:
ATACTT: AAARACTTAACTAATTTCTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTAATTTATTTACTTA
ATACTTA-—
eetrreerersesrereessrrasresrersreneressbdCil ... ., B38actbtaactaattbctigatbbccatcabtbbbcaatbtacgtaatbbakt TACTTA, ., ... . ARARCTTARCTAATTT

m 400 a0 420 430 440 450 460 q470 480 430 500 510 520

| I
CTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTCAG
CTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAG
CTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAG
CTTGATTTCCATCATTTTCAATTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGAAGARGTTTTGACCATCTGTCAG
CTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAG
CTTGATTTCCATCATTTTCARTTTACGTARTTTATTTACTTARCGARATARTARTTTCTGATCTGTATCTGTAGTGGACCTATTAGCTTAGTATGATTTGARTCGAGARGARGTTTTGACCATCTGTCAG

521 530 540 560 560 570 580 530 BO0 610 620 630 640 650

| 1
AGARARRARGACCGRTTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGARCAGTAARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGRACTC
AGARARRARGACCGRTTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGARCAGTAARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGRACTC
AGARARRARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATAACGAATTGGTGTGGTAGAT TCAAATTTARATATATGARCAG TARATARRACTAGTATTCGTATTGAGAC TAGRACTC
AGARARRARGACCGRTTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGARCAGTAARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGRACTC
AGARARRARGACCGRTTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGARTTGGTGTGGTAGATTCAAATTTARATATATGARCAGTARATARRACTAGTATTCGTATTGAGACTAGRACTC
AGARAARARGACCGATTGGCTCTGTATCARTGGARTCTCATCATCCATACATARCGAATTGGTGTGGTAGAT TCAAATTTARATATATGARCAG TARATARAACTAGTATTCGTATTGAGAC TAGAACTC

651 660 670 680 690 700 ALl 720 730 740 750 760 768

| I
ATAGGGARGARAATAGATTTATGAATGGARTARRRTATGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARARRRTCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC
ATAGGGAAGARAATAGATTTATGAATGGAATARARTGTGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGT TATTGGGARAARATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCAACTAGGAC
ATAGGGARGARARTAGATTTATGAATGGARTARRRTGTGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARAARATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC
ATAGGGARGARARTAGATTTATGAATGGARTARRRTGTGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARAARATCARTATACTTTTARTGTCGAARTCAGGATCARCTAGGAC
ATAGGGAAGARAATAGATTTATGAATGGAATARARTGTGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGT TATTGGGARAARATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCAACTAGGAC
ATAGGGARGARAATAGATTTATGAATGGARTARART 2 TGCARTATTTACAGACARAAGTATTCGGTTATTGGGARAARATCARTATACTTTTARTGTCGAATCAGGATCARCTAGGAC

46



2. melléklet trnE-trnT intergénikus régié hossz polimorfizmusa vizsgilata és szekvencia
analizise
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1
A10_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARAARAATAATLC
A1_94Kk TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAATTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARAARAATAATE
YE1_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARARARATARTGL
513_94K TGATATGATTCGATCAGAAGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARAARRAATAATE
56_94k TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAATTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARARC TATARAARAATARTE
HL7_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAATTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCAATCACCAATTTATARAACTATARAARAATAATE
HL17_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARAATATCATTTAGATTTCGARRTTGTTCATTCCARTCACCAATTTATARAACTATARRARAATAATE
k24_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARAARAATAARTLC
K2_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAAT TCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARAARAATAATE
KAL7_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARARRAATARTGL
YE11_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARAATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCAATTTATARAACTATARRARAATARTC
H12_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAATTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCAATCACCAATTTATARARCTATARAARAATAATE
H21_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARARAARATAR
KA4_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARRARAATAATLC
RY_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGAATTCCTTAARATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAAC TATARAARAATARTE
KA9_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARARARATARTGL
KHA2_94K  TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARAATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCAATTTATARAACTATARRARAATARTGTGARAGARARCARARGARAGAGAG
KHAl2_94K TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARRATATCATTTAGATTTCGARATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATARRARAATAATGTGARAGARARCARARGARAGAGAG
Consensus TGATATGATTCGATCAGARGGATCTTTCAGARTTCCTTARARTATCATTTAGATTTCGAAATTGTTCATTCCARTCACCARTTTATARAACTATAARARAATAAT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

A10_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
A1_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAARTTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
YE1_94K AATCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTICTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGAT TGARTTAGTGGGTACATGTATCAATGARATARATTTTIGTGTTAT
513_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
5§6.94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGAAATARATTTTGTGTTAT
HL7_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
HL17_9dK ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGAT TGARTTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
K24_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
K2_94k ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
KA17_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCAT TARCACCTCATTICTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGAT TGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTIGTGTTAT
YE11_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TRARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
H12_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
H21_94K AATCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTICTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGARTTAGTGGGTACATGTATCAATGARATARATTTTGTGTTAT
KAd_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGCGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
RY_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGCGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGAAATARATTTTGTGTTAT
KA9_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGAACAGGCGCGGCATTARCACCTCATTICTTTCACTTTCATTCAGTGT TARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCAATGARATARATTTTGTGTTAT
KHA2_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGT TRARGARGATTGAATTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
KHA12_94K ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGTGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGARTTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
Consensus ARTCCTTTCAGGGAATGATTGATTTTCTGGARCAGGLGCGGCATTARCACCTCATTTCTTTCACTTTCATTCAGTGTTARGARGATTGARTTAGTGGGTACATGTATCARTGARATARATTTTGTGTTAT
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3. melléklet Az accD gént kodolo régio szekvencia analizise

HL? _accDR_tel
HL13_accDR_tel
A16_accD_tel
A20_accD_tel
YEd_accD_tel
518_accD_tel
53_accD_tel.
KHA22_accD_tel
KHAS_accD_tel
K14_accD_tel
K9_accD_tel
KA17_accD_tel
H3_accl_tel.
H13_accD_tel
H8_accD_tel
A3_accD_tel.
A8_acch_tel
RY_accD
KAl_accD_tel
K7_accD_tel
YE7_accD_tel
KHA20_accD_tel
K27_accD_tel
HL5_accDR_tel

Consensus

HL? _accDR_tel
HL13_accDR_tel
A16_accD_tel
A20_accD_tel
YEd_accD_tel
518_accD_tel
53_accD_tel.
KHA22_accD_tel
KHAS_accD_tel
K14_accD_tel
K9_accD_tel
KA17_accD_tel
H3_accl_tel.
H13_accD_tel
H8_accD_tel
A3_accD_tel.
A8_acch_tel

RY_accl_l

KAl_accD_tel
K7_accD_tel
YE7_accD_tel
KHA20_accD_tel
K27_accD_tel
HL5_accDR_tel

es

Consensus

HL? _accDR_tel
HL13_accDR_tel
A16_accD_tel
A20_accD_tel
YEd_accD_tel
518_accD_tel
53_accD_tel.
KHA22_accD_tel
KHAS_accD_tel
K14_accD_tel
K9_accD_tel
KA17_accD_tel
H3_accl_tel.
H13_accD_tel
H8_accD_tel
A3_accD_tel.
A8_acch_tel
RY_accD
KAl_accD_tel
K7_accD_tel
YE7_accD_tel
KHA20_accD_tel
K27_accD_tel
HL5_accDR_tel

es

Consensus

HL? _accDR_tel
HL13_accDR_tel
A16_accD_tel
A20_accD_tel
YE4_accD_tel
518_accD_tel
53_accD_tel
KHAZ2_accD_tel
KHAS_accD_tel
K14_accD_tel
K9_accD_tel
KA17_accD_tel
H3_accD_tel
H13_accD_tel
H8_accD_tel
A3_accD_tel
A8_acch_tel
RY_accD
KAl_accD_tel
K7_accD_tel
YE7_accD_tel
KHA20_accD_tel
K27_accD_tel

HL5_accDR_tel.

Consensus

1 10 20 30 a0 50 60 70 a0 90 100 110 120 130

| I
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARARATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARARATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARARATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARARATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGLCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRRTCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARARATCATT TGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA
ATARCARCTGTCGCAGGCARCCCACARATGCGARRRATCATTTGTATCCTTTGTGATAGTTATTATACTAGTACTCTCGATTTCACTACTATTTTGGACCTTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
|
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA——
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTAACTAGCCTTTTGGAGCT TA——
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCAACTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA—— —-TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGT TCTARAATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA: TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATARTCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGT TCTARAATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA: TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATARTCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGT TCTARAATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA: TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATAATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA. TCATARTCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGT TCTARAATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA: TCATAATCAT
ATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA—— —--TCATAATCAT
CTATCATTGTCACTATCACTATCATTGCCACTATCATTGCCACTATCAGTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGT TCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCT TAGCCARCTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTAARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGLT TAGCCAACTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCT TAGCCARCTCATCATCATCAT
CTATCA: GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTAARCTAGCCT TTTGGAGCT TAGCCAACTCATCATCATCAT
CTATCA GTGTCACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTAACTAGCCTTTTGGAGCTTA, ... .. ... TCATAATCAT
261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 70 380 390
| I
CACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTC: ACTA: TCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTCACTGTCACTATCATTGC-——TATCATCGARAATGEA

CACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTC: ACTA: TCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTCACTGTCACTATCATTGC——-TATCATCGAAAATGGA
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARARTGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCAATCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGITC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGITC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGITC
CACTATCA TTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC

CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARARTGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARRATGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTRGCCARCTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCARTCACTATCATTGTATTTGTCACTGTCATTGTC
CHCTHTCHETGTCHCTHTCHTTTTCCEGTTCTHHHHHGTHHCTHECCTTTTGGHECTTHECCHHCTCHTCHCTHTCHTTGCCHCTHTCHTTETCCCHHTCHCTHTCHTTETHTTTETCHCTGTCHTTGTC
CACTATCAGTGTCACTATCATTTTCCGGTTCTARAATGTARCTAGCCTTTTGGAGCTTAGCCAACTCATCACTATCATTGCCACTATCATTGTCCCAATCACTATCATT GT———=mmm === mmmm
CHCTHTCH.....................................................................TTGcCHCTaTCHTTETCcCaaTCHCTHTCHTTEtattTgTCHcthcﬂtTﬁtc

39 400 4a10 420 430 440 450

| I
ACTATCARTACCGATTTCAGARAGC—--AATGGARCTATCAATACCGATTTCAGRARGCA
ACTATCARTACCGATTTCAGARAGC---AATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGC====m==m GAARATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAARATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAARAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCTATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAAAGCA
ACTGTCACTATC-ATTGCAATCATCGAAAATGGARCTATCAATACCGAT TTCAGAAAGCA
ACTgTCAcTALC . ATTglbat cAtCgaaAATGGARCTATCAATACCGATTTCAGAAAGCA
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10.NYILATKOZAT

Alulirott Pesti Réka, a Szent Istvan Egyetem MezOgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar
Mez6gazdasagi Biotechnologus nappali tagozat végzOs hallgatdja nyilatkozom, hogy a
Tudomanyos Didkkdri dolgozatom sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt irodalmat

korrekt modon, a jogi €s etikai szabalyok betartasaval kezeltem.

A szakdolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: nem.

Godolls, 2010. oktober 29.

hallgato alairasa
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