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Szakmai zarojelentés

1. Strukturalis genomika

1. 1. Az RPS13 gén szekvencidjahoz homoldg régié delécidja M. sativa-ban

A diploid lucerna (Medicago sativa) genetikai térképének megszerkesztése soran
csoportunk azonositott a szegregalo populacio F2 egyedei kozott egyet (a 100-as jelti egyedet,
(lasd 1. abra), mely az RPS13 (ribosomal protein S13) fehérjét kodolo gén egyik 16kuszara
nézve (L408BD) deléciot szenvedett, ugyanakkor nem mutatott morfologiai, fenotipikus
elvaltozast a vad tipusu egyedekhez képes, amely az L408BD lokuszhoz mutatott szoros
kapcsoltsagot. Az L408 jeli cDNS probaval - melyet Gyorgyey Janostol (SzBK, Szeged)
kaptunk - végzett hibridizaciokban az RFLP polimorfizmusok alapjan az RPS13 gén két
térképhelyét azonositottuk a lucerna genomjaban (LG2, LG4), a delécio az egyik kapcsoltsagi
csoporton (LG2) 1év6 16kuszt érintette (1. dbra).

Annak vizsgalatara, hogy a delécio a M. sativa genom mekkora szakaszat és azon
milyen egyéb géneket érintett, a kozeli rokon pillangbsviragti modellndvény, a Medicago
truncatula A17-es vonalara vonatkozo, az adatbankokban elérhetd szekvencia informaciokat,
valamint a Mt A17-es ndvény 6ssz DNS-ébolkésziilt két BAC konyvtarat vizsgaltuk elészor.

A TIGR adatbazis alapjan a M. truncatula esetében harom atirodo RPS13 gént
reprezentald szekvencia van EST contig (TC) formajaban, ezek a kovetkezok: TC43477 |
TC45398 , TC53731 . Az 1408 jell lucerna DNS klon szekvenciajaval a TC43477
mutatja a legnagyobb fokll homologiat (98% nukleotid azonossag), mig a masik két TC-vel
tavolabbi a rokonsag (81%, ill. 78%). A L408-as cDNS klonban 1évé inszertet csoportunk
szekvenalta és deponalta a GeneBank-be (Kalo et al., GeneBank, azonositdo szam AJ410087).
A szekvencidk illesztése a 2. abran lathatd. Tablazatos formaban a szekvencia homoldgiakat
DNS ¢és aminosav szinten az 1. tdblazatban tlintettiik fel.

Génspecifikus PCR-rel mind a harom TC-nek megfeleld M. truncatula RPS13 gént
tudtuk amplifikalni, és szekvenalassal bizonyitottuk, hogy az altalunk azonositott mth2-BAC
klonok (melyeket multiplex modszerrel azonositottunk) valoban hordozzak a héarom

kiilonb6z6 RPS13 szekvenciat. Mindharom amplifikalt génfragmentet kiilon hibridizacios
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probaként hasznalva térképeztiik ujra az RPS13 géneket. A vartnak megfeleléen a TC43477 -
vel jellemzett gén lucernaban az L.408-nak megfeleld két 16kuszt azonositotta az LG2 és LG4
kapcsoltsagi csoportokon (a genotipizalas alapjat képezdé autoradiogramot a 3. dbra mutatja),
mig ugyanez a proba tisztan csak egy 10kuszt, az LG4-en 1évét jeldlte meg a hibridizacioval a
M. truncatula névényen ((a genotipizalés alapjat képez6 autoradiogramot a 4. abra mutatja)).
A masik két TC koziil a TC53731 -tal jellemzett gén az LGS, mig a TC45398 az LGS
kapcsoltsagi csoporton jeldlt egy-egy lokuszt (eremények nincsenek feltiintetve). E két proba
RFLP lokuszoknak megfeleld hibridizacios jelekkel. Ezekbdl a kisérletekbdl egyértelmiinek
latszott, hogy bar a lucernaban két 10kusz azonosithat6 az L408 probaval, addig M. truncatula
novényben ennek csak egy egyedi lokusz megfeleldje talalhatd, és pontosan az hianyzik az
LG2 csoporton, amelyet vizsgalni akartunk a M. truncatula segitségével a lucernaban.

Egyértelmiien igazoltuk tehat, hogy a lucernaban két 16kuszban (LG2 és LG4) jelen
1év6 RPS13 géneknek M. truncatula névényben csak egy megfeleléje van, az LG4
kapcsoltsagi csoporton 1év6 lokuszban. Mivel e modellnvényben éppen az a 16kusz hianyzik,
amelyikre a lucernaban a deléciobol kifolyolag kivancsiak vagyunk, ezért jelen esetben a M.
truncatula névény nem volt segitségiinkre..

Kisérleteink két iranyban haladtak tovabb: egyrészt a M. truncatula és lucerna
novényekben e régiok kozti kiilonbség feltérképezésére a M. truncatula LG4 kapcsoltsagi
csoporton az RPS13 gén melletti szekvenciak segitségével megnéztiik, hogy vajon érintett-e
masik géneket is a génduplikacio az RPS13 gén szomszédsagaban, és ha igen, vajon szintén
csak a lucernaban tortént mindez, vagy ezen masik gének a M. truncatula névényben is
duplikalodtak-e. Ehhez a M. truncatula LG4-re térképez6d6 MtH2-6B12 és MtH2-20A12
BAC klonokbdl 6sszeallitott kontigon 1-1 kodolod szekvenciara primereket terveztiink és ezen
(mivel a BAC-ok szekv. nem volt ismert, ezért részleges szekvencia meghatarozast végeztiink
és két kodolo szekvenciat valasztottunk ki a tovabbi kisérletekhez. Az RPS13 gén egyik
oldalarol (MtH2-6B12) a TC103525, a masik oldalarol (MtH2-20A12) pedig az AJ501201
és/vagy RFLP alapjan hataroztuk meg. Azt az eredményt kaptuk, hogy ezek a gének
lucernaban és M. truncatuldban is feltételezhetden egy kopiaban vannak jelen (csak egy
lokusz amplifikalodott) és a LG4-re térképezddnek. Ez alapjan valdszinusitettilk, hogy a
duplikacios esemény lucerndban csak az RPS13 gént és kisebb kornyezetét érinthette (nem

terjedt ki a két vizsgalt génre, amelyek egy kontigba rendezddtek.
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A kisérletek masik sorozata mar a lucerna fizikai térképezésére iranyult: BAC
konyvtarat készittettiink a diploid lucerna F1/1 ndvénybdl (a térképezd populacié F1 sziildje)
és ebben kivantuk azonositani a M. sativa LG2 csoporton 1évé RPS13 gén koriili régiot. Az
RPS13 génre tervezett specifikus primerparral (L408A3-B3) az Gin. multiplex PCR mddszerrel
azonositottuk az LG2-n 1évé RPS13 gén két - a M. sativa ssp. coerulea, ill. M. sativa ssp.
quasifalcata - alléljat hordoz6 BAC klont (MsH1-163H7, ill. MsH1-148G10). Ezeket a BAC
klonokat HindIIl és EcoORI restrikcios enzimekkel emésztettiik és random szubklonoztuk
pK19 vektorba. A mar emlitett génspecifikus primerpar segitségével azonositottuk azokat a
szubklonokat, melyek hordoztdk az RPS13 gén kopiat. Mindkét allélt hordoz6 BAC klon
esetében 1-1 szubklont (5 ill. 6 kb) sikeriilt azonositani, melyeken meghataroztuk az RPS13
kopia ¢és annak kozvetlen kornyezetének szekvencidjat. A szekvencia eredményekbdl
megallapitottuk, hogy mindkét lucerna alfajban az LG2-n az RPS13 gén egy toredéke, az ot
exonbol csak a teljes 5-0s és 4-es exonok és a 3-as exon egy kis része talalhaté meg, intronok
nélkiil (5. abra). E szerkezeti felépités alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a M.
sativa-ban ez a génkdpia egy mRNS molekulan keresztiil, feltehet6leg retrotranszpozicioval
épiilt vissza részleges a genomba, és az adatok alapjan nem funkciondlis gén. A visszaépiilt
génszakasz a két allél kdzott szekvencia szinten erdsen konzervalodott, ami a szorosan a gén
elott 1évo szekvenciarészletrdl is elmondhatd, ellenben a génrészlet tdgabb kornyezetében
csekély szekvencia azonossag ismerhet6 fel a két allél kozt. A visszaépiilés mind a két allélon
(coerulea, quasifalcata) azonosan tortént, tehat megallapithato, hogy bar a két Medicago faj
(sativa és truncatula) szétvalasa utan keletkezett, de a két M. sativa sziildi egyed evolucios
elvalasa elott.

A beépiilés modjara adhat egy lehetséges valaszt az a megfigyelés, hogy a géntdredék
(3. exon) elétt egy kb. 150 bp-os szekvenciarészlet egy MuMITE tipusu transzpozonnal
azonos tulajdonsagokat mutat, ami szintén erdsen konzervalodott a két allél kozott. A
visszaépiilt génrészlet és a transzpozon-szekvencia kozott egy AT gazdag ismétlodés
azonosithatd, kb.100 bp hosszan. A transzpozon szekvencia eldtt, a két allél kdzott nem
mutathato ki egyéb homolog szakasz. Mivel a két allél kornyezete erdsen eltérének bizonyult,
feltételezhetd, hogy a RPS13 génrészlet beépiilése utan az LG2-n jelentds valtozasok mentek
végbe az evollcid soran a két sziiloi alfajban, elképzelhetd lokalis inverzid is, am ennek
kideritésére tovabbi szekvencia informaciora lesz sziikség a régioban.

A kiindulasi megfigyelés, vagyis az egyedi delécidos esemény a térképezo populacid

cres

nem okozott fenotipikus kiilonbséget. A delécid konkrét hosszanak megallapitasa még
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folyamatban van, az eddig meghatarozott és a még tervezett szekvencia informaciok
segitségével tudjuk majd azonositani a végpontjait. Elozetes adatok azt valosziniisitik, hogy a
vizsgalt régio elsésorban nem kodold, hanem intergenikus DNS szakasz. Ugyanakkor egy

evolucids szempontbdl érdekes eseményt azonosithattunk munkank soran.

1. 2. Levélvariegaciot okoz6 mutaci6 azonositdsa M. truncatula-ban

A térképezésen alapuld génizolalasra kivalasztott, levélfejlodéshez sziikséges génben
bekovetkezett mutacié zold-fehér szektorokat tartalmazo, variegalt levelek kialakuldsahoz
vezet. A levélvariegaciot okozd mutacio térképezéséhez a M. truncatula A17 hattérben kapott
mutans és a M. truncatula A20 vonalak keresztezésébdl 1étrehoztunk egy, a mutans fenotipust
szegregald térképezd F2 populaciot. A mutacio és a genetikai alaptérképrdl kivalasztott
markerek kapcsoltsagi viszonyanak vizsgalataval megallapitottuk, hogy a mutaciot szenvedett
gén a kettes kapcsoltsagi csoporton (LG2), az ACCO marker kdzelében helyezkedik el. A
szegregald populacid 205 egyedébdl egy sem mutatott biztos rekombinaciot a markerrel. Az
ACCO marker segitségével azonositottunk egy BAC klont (MtH2-12M19), mely
szekvenciaja ismertté valt a Medicago Genom Program keretében. A BAC klon ACCO
markerrel ellentétes végére tervezett SSR marker (GEP141/142) szintén nem mutatott biztos
rekombinaciot a populacid 205 egyedén. Ugyanakkor azonositottunk olyan kodolo
szekvenciat a BAC klonon, az ACCO ¢és ezen GEP141/142 marker k6zott, mely nagyfoka
homologiat mutatott az Arabidopsis thaliana Immutans génnel, melynek mutacidja szintén
levélvariegacios fenotipust mutat, ezért ezt néztilk meg kdzelebbrol elészor.

Az Immutans gén egy plasztokinon oxigén:oxidoreduktazt kodol, melynek szerepe van
a karotenoid bioszintetikus Gtvonalban ¢és termialis oxidazként funkcional a plasztiszokban. A
M. truncatula Immutans homolog (MtIM) génre primereket terveztiink és amplifikaltuk a gént
vad fenotipusu €s mutans novénybdl is. A mutansban azonositottunk a génben egy mutaciot,
ahol egy G->A nukleotid csere glutaminsav->lizin aminosav cseréhez vezetett. Szekvencia
homolégiak és analizis alapjan elmondhatjuk, hogy ez az amindsavcsere az enzim vasion
kotésében résztvevo egyik aminosavat érintette.

Annak igazolasara, hogy valdban az altalunk azonositott gén mutacidja okozza a
megfigyelt fenotipust, komplementacios kisérletet terveztiink, ahol mutans M. truncatula
egyedeket vad tipusi MtIM gént hordozé Agrobacterium tumefaciens torzzsel fertdztiink.
Mivel a mutans M. truncatula egyed nem hordoz embriogén tulajdonsigot, ezért a

hagyomanyos, szomatikus embriogenezisen alapulé A. tumefaciens transzformacios
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megkozelités nem alkalmazhat6. A M. truncatula névényre a 2004. évben leirtak azonban egy
Uj transzformaciés modszert, az un. sziklevél-transzformaciot, ezzel probaltuk meg a
komplementaciot. A sziklevél-transzformacios modszerrel eddig kdzel 400 csirabol kiindulva
800 transzformaciot inditottunk vad tipusa M. truncatula A17 és zold-fehér fenotipust
mutans egyedekbdl. Eddig sikeriilt megfigyelnink kb. 50 z6ld (transzformans)
hajtaskezdeményt, azonban teljes transzformans egyedet még nem tudtunk regeneralni. A
kisérleteket folytatjuk, és tovabbi kisérleti tényez6k megvaltoztatasaval (pl. a tanszformalasra
keriil6 csirak koranak csokkentése) probaljuk optimizalni a koriilményeket.

A mutaciot szegregalé populacidban megfigyeltiink olyan egyedeket is, melyek
normalis z6ld, un. revertans leveleket/oldalagakat fejleszetettek. Kivancsiak voltunk vajon
van-e genetikai hattere ilyen revertans oldalagak megjelenésének. Azt vizsgaltuk, tortént-e
back-mutacid, vagy egy masodik mutacio a MtIM génben. Az erre vonatkoz6 kisérleteket a
Cell enzimet alkalmaz6 technikaval (Id. lejjebb az Gsszehasonlitd térképezésnél) végeztiik.
Megvizsgaltuk tobb revertans levél genotipusat a mutdcidt szenvedett génben, a teljes gént
amplifikalé primerek segitségével. Osszehasonlitottuk a mutdns és a vad fenotipust egyedek
genotipusaval, illetve Osszehasonlitottuk az ugyanazon ndvényrél szarmazé mutans és
revertans levelek genotipusat. Az eredményeink azt jelzik, hogy a revertans oldalagrol
szarmazo6 vad fenotipusu levelekbdl, illetve a mutans fenotipusu levelekbdl szarmazé MtIM
szekvncidban Cell enzimmel kiilonbséget nem lehetett kimutatni. Ebbdl kdvetkezéen nagy
valoszintiséggel a két eltérd fenotipust levél genotipusa az MtIM génben megegyezik. Ezt
meger0sitette az a kisérleti eredmény is, hogy a revertdns oldalagi magokbdl szarmazo

egyedek mutéans fenotipusuak.

2. Osszehasonlito térképezés:

2. 1. A Medicago fajok és a borsé genetikai térképeinek 6sszehasonlitasa

A palyazat keretében egyik célunk a diploid Medicago fajokra mar elkészitett
genetikai térképek bévitése volt. A lucerna (Medicago sativa) és a pillangés modell névény
(Medicago truncatula) genetikai térképein talalhaté molekularis markerek szdmat kb. 2000-re,
illetve a M. truncatula esetében nemzetkozi egyiittmiikodésben kb. 800-ra terveztiik névelni.
A genetikai térképek bovitését foleg ismert szekvencidju, illetve funkcidju gének

térképhelyének megallapitasaval kivantuk végezni. Erre a célra az adatbazisbol olyan kddold
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(EST - Expressed Sequence Tag) szekvencidkat valasztottunk, melyek specifikusak a
pillangosviragih névényekre, vagy ndvény- mikroorganizmus kapcsolatban van szerepiik.
Olyan markerek genetikai térképhelyének a meghatarozasat is vallaltuk, melyeket a
pillangosviraghh ndvények genom-osszehasonlitd vizsgalataiban szerepld egyéb fajokban (pl.
bors6) mar korabban térképeztek. Az elmult évben nemzetkdzi egyiittmitkodésben
megkezdédott a M. truncatula genom eukromatikus, génekben gazdag régidinak
szekvenalasa, melynek sordn eldszor genetikai markerekkel azonositott BAC klonok
nukleotidsorrendjét hatarozzak meg. Csoportunk részt vett ezen klonok kivalasztasaban:
hibridizacioval, illetve multiplex PCR segitségével olyan BAC klonokat azonositottunk,
melyek a M. sativa populacion térképezett géneket hordoznak. A kloénok szekvenalasa utan a
szekvenciaban azonositott rovid szekvencia ismétlédések, SSR-ek (Single Sequence Repeat)
segitségével meghatarozzuk a térképhelyzetiiket a modellnovény genetikai térképén.

A markerek térképhelyének meghatarozasihoz a térképez6 (szegregald) M. sativa és
M. truncatula populaciok egyedeinek meghataroztuk a genotipusat a kiilonb6z6 markerekre
nézve. A genotipusok meghatarozasahoz féleg a polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld
modszereket hasznaltunk. Azokban az esetekben amikor ezek nem vezettek eredményre,
akkor restrikcidos fragmentek hosszpolimorfizmusa (RFLP) alapjan hataroztuk meg a
genotipusokat. A PCR-alapu genotipizdlashoz oly modon terveztiink primereket, hogy az
adott gén egy vagy tobb intron szekvenciajat is amplifikaljuk (intron targeting). Az intron
szekvenciak amplifikalasaval nagyobb valdszinliséggel azonosithatunk kiilonbségeket, és igy
nagy eséllyel mutathatunk ki polimorfizmust. A kiilonbségek lehetnek egyszert
hosszkiilonbségek, vagy egy restrikcids endonukledz hasitohely eltinése/megjelenése,
melyeket agardéz vagy poliakrilamid gélelektroforézis segitségével detektalunk restrikcids
enzimmel torténd hasitasat kovetden (CAPS), illetve olyan szekvenciakiilonbségek, melyeket
Conformation Polymorphism) tehetiink lathatova. Az elbbiekben felsorolt technikak
alkalmazasan kiviil kidolgoztunk egy 1j, hatékonyabb eljarast polimorfizmus(ok)
kimutatasara, amely egyszeriiségével és gyorsasdgaval hatékonyan kivalthatja a CAPS és az
SSCP modszereket. A Cell enzimet alkalmaztuk genotipizalasra, mely felismeri a DNS két
szala kozotti parosodast megzavard szekvenciakiilonbségeket (mismatch, delécio-inszercid), s
ott a heteroduplexet elhasitja. A mddszer 1ényege az, hogy a térképezd populacio egyedeinek
genotipizalasa soran PCR-rel amplifikaljuk a térképezni kivant DNS-szakaszt, majd a DNS
denaturalasat kovetden a szalakat hagyjuk renaturalodni. A heterozigotakbol szarmazo mintak

esetén a képzodott termékek elméletileg 50%-a heteroduplex formaban fordul eld, azaz az
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egyik szal az anyai, a masik az apai szekvenciat hordozza, s szekvenciakiilonbség esetén
ezeket a DNS-eket az enzim hasithatja, amely lehetdvé teszi ezen egyedek azonositasat. Mig a
mutaciok detektélasara eredetileg leirt modszereknél fluoreszcens festékes vagy izotopos (**P)
jelolést valamint szekvendld apparatust alkalmaztak, mi kisméretii denaturald poliakrilamid
gélen és eziistfestéssel mutatjuk ki a hasitasi termékeket (6. abra). A modszer elonye, hogy
nem igényel eldzetes szekvencia informaciot, draga restrikcids enzimeket vagy
fluoreszcensen jelolt primereket, radioaktiv izotdpokat, és draga berendezések hasznalatat. A
meghatarozott genotipusok alapjan a markerek térképhelyzetét ezutan a csoportunkban
kifejlesztett szintérképzési eljarassal hataroztuk meg.

A projekt soran tobb mint 150 marker helyzetét hataroztuk meg a
modellndvény genetikai térképein (F2, RIL), mig lucernan 135 génszekvencia segitségével
154 marker térképhelye valt ismertté. Azon lokuszok térképhelyzetének osszehasonlitasaval,
amelyek térképhelye mind M. truncatula-ban, mind M. sativa-ban ismert, a két faj
kapcsoltsagi csoportjai egymasnak megfeleltethetéek. Kimutattuk, hogy tobb mint 180 gén-
specifikus marker térképhelyzete a két fajban megegyezik, ami azt bizonyitja, hogy a két faj
genomja a nukleolaris organizator pozicidjatol (Mt: LGS, Ms: LG6, és egy két specifkus
szekvencia kivételétdl - lasd RPS13) eltekintve kolinearisnak tekinthet6. Néhany marker
eltér6 térképhelyzete azzal magyardzhatd, hogy egyes géncsaladok kiilonbozd tagjait
térképeztiik a két fajban. A hibridizacio (RFLP) és a BAC klonok fragmentjeinek mintazata,
valamint az EST szekvencidk analizise alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
bizonyos gének eltérd szamu kopiaban vannak jelen a két faj genomjaban, mint pl. U212 (Mt:
4, Ms: 5), PCT (Mt: 2, Ms: 1), RPS13 (Mt: 3, Ms: 4). Ezeknél a géncsaladoknal a fajok
sz€tvalasa utan az eltéré génduplikacios események feleldsek az egyedi mintazatért.

Az eltér6 kromoszomaszami  bors6 és lucerna  genetikai  térképének
Ossszehasonlitdsdhoz a borson mar térképezett gének térképhelyzetét hataroztuk meg
lucernan. Kozel 100 gén térképhelyzetének 0sszehasonlitasabol megallapithattuk, hogy a két

faj genomja nagy mértékben kolinedris, s az eltérd6 kromoszémaszam par nagyobb

- {Tijrt')lt: 2
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1. abra: A L408-as eredeti autoradigramjanak be-scennelt abraja
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L408 B
L408CcDNS 1 C-AGCAGCAGCGAAGCGTAGT---TAGAGCCTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCACCTCAATCATTCAT 68
RN e e T o

TC43477 1 ctcaagcagcagcgaagcgtagtagttagagcctttgttcttcttc--c-tcat---ctcaatcattcac

L408 B2->
L408cDNS CATGGGTCGTATGCACAGTGGCGGCAAGGGTATTTCAAGTTCAGCTCTTCCTTACAAGAG
FEEERREREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TC43477 catgggtcgtatgcacagtggcggaaagggtatttcaagttcagctcttccttacaagag
FEEREE PRERRReee e eeeneeeennet  vee v b e et
TC45398 catggggcgtatgcacagtggcggtaagggtatttcatcttctgctttaccatacaagag
PO LR vee 0e Peneenne e e peenenene et
L408cDNS AACACCAGCAAGTTGGCTCAAGATCTCTACCCAGGATGTTGACGAGACCATCTGCAAGTT
TEERERREREEE PR e e e e e e e e e e e e e e el
TC43477 aacaccagcaagctggctcaagatctctacccaggatgttgacgagaccatctgcaagtt
Lot o b e eeeeer o veeer 0 reeer ie reeee
TC45398 gtctgcaccaggatggctcaagacctctacacaagatgtggaagagactatttgcaagtt

L408cDNS TGCCAAGAAAGGTCTAACTCCATCTCAAATTGGTGTTATTCTTCGTGACTCCCATGGAAT
TECRLEEERE R e e e e e e e e e e e e e e el

TC43477 tgccaagaaaggtctaactccatctcaaattggtgttattcttcgtgactcccatggaat

FEE Leeer oee 0 eeeeene e or peeen e e i et
TC45398 tgcaaagaagggtttgactccatctcagatcggtgttattcttagggattctcatggaat

ctccttctcagatcggtg
L408 Ul->

L408 A3->
L408cDNS TGCTCAGGTTAAGGCTGTAACCGGAAACAAGATTTTGCGCATATTGAAGGCGCATGGGCT

TC43477 tgctcaggttaaggctgtaaccggaaacaagattttgcgcatattgaaggcgcatggact

TC45398 tgcccaggttaagtttatcactggcagcaaaatccttaggatcctcaaggctcatggact
T LEee i FOE Ceeeee e 0 eeeeeeer reeer tee

L408 A4->

L408cDNS TGCTCCTGAAATTCCTGAAGATCTGTATCACCTGATCAAGAAGGCTGTCTCAATTAGGAA

TEREEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey et
TC43477 tgctcctgaaattcctgaagatctgtatcacctgatcaagaaggctgtctctattaggaa

D CREeeeneen et et e reenneeeeener i ik vttt
TC45398 tgcacctgaaattcctgaggatctgtaccatttgatcaagaaggcagtttcaattaggaa

<- L408 A2
L408cDNS GCATTTGGAGAGGAACAGGAAGGACAAGGACTCCAAATTCAGGCTAATTTTGGTCGAGAG
TOEEEEEERE e e e e ey eeenr teeee e el
TC43477 gcatttggagaggaacaggaaggacaaggattccaagttcaggctaattttggtcgagag
PERERRRRRRRRRR et vener beeer peenneeneenr v e e
TC45398 gcatttggagaggaacagaaaggataaggactccaagttcaggttgattcttgtggagag

<-- L408 B3
L408cDNS CAGGATCCATCGCCTTGCTCGTTACTATAAGAAGACAAAGAAGCTTCCACCAGTATGGAA

TC43477 caggatccatcgccttgctcgttactataagaagacaaagaagcttccaccagtatggaa

TC45398 cagaatccaccgtcttgctcgctattacaagaagaccaagaagctcccaccagtctggaa

L408CcDNS ATACGAATCAACAACTGCCAGCACTCTTGTTGCTTGAAGAGATGGTCGGCGATATTATTA
TECREREREE R e e e e e e e e e e e e Rl

TC43477 atacgaatcaacaactgccagcactcttgttgcttgaagagatgatcggcgatattattg
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TC45398

L408cDNS

TC43477

TC45398

L408cDNS

TCA3477

TC45398

L408cDNS

TC43477

TC45398

TEPEeeeeeeree e e e ol
gtatgaatcaacaactgccagcactttggttgcttagagaagtccttgattttgacttgt

cttca

TAGTTGTGCTTTCTGTGTACTTTATTTTTGTATGCAAATGAATTGCTTTCATGTGATTTT
TREREETERRE R e e e e e e e e e e e

tagttgtgctttctgtgtactttatttttgtatgcaaatgaattgctttcatgtgatttt

11 1111 i 111 | I 1 |
tattctgttctgcagtcgcatttggactagaaatttgctcgtatttagttttttttggty

tgctttccgtttccgg
< L408 D2

GAAATTTTGGAACATTTGAAATTCATGTTTAGACTCTTGTGATGTTAGTTTTGATGATGG

TECEEEEERE R e e e e e e e e o ree e e el
gaaattttggaacatttgaaattcatgtttagactcgtttgatgttagttttgatgatgg

111 11 111 i
tcatgatcagtcctggaagacttgaactagttaatttacttatcaatgtcttattccttc

ATCTTGTTCCTTTAATTGATATACTCTCTTTCAATCCCATTAGTTTTAAATTTTCTATTG
LR e e e e e e e e el e e e il

accttgttcctttaattgatatactctctttcaatcgcattagttttaaatttgctatt

ttttttatcagttgtagaactagctgttgtcattcgaagatgtgagctgacttcagtttt
| | 1 | I 1 11 1

ZAROJELENTES

2. abra. Az L408 cDNS és a M. fruncatula EST kontigok szekvenciainak illesztése.
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ZAROJELENTES

Hibridizacios proba: TC43477

Hibridizacios proba: TC
Bt

3. abra: A génspecifikus prébakkal végzett hibridizaciék autoradiogramja

11

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New

\ | Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New

_[Roman, 12 pt

 Toroit: Msat F2/EcoRt
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4. dbra: A génspecifikus prébakkal végzett hibridizaciék autoradiogramja

-

—
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{ Torolt:

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt

Formazott: Betlitipus:
(Alapérték) Times New
Roman, 12 pt
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ATG ) i
Medicago truncatula RPS13 gén

9 1888 9
O

48 187 34

Medicago sativa RPS13 képia (LG2)

MuUMITE

Tmt 12
~150 bp AT repeat

~80bp  1GA

AT
repeat
~70bp

poliAAA

2iabra: Az RPS13 gén szerkezete a M. truncatula LG4 kapcsoltsagi csoporton Formézott: Bet(itipus:
(teljes, funkcionalis gén) és a M. sativa LG2-re visszaépllt csonka kopia. \\ W (Alapérték) Arial, 10 pt,
A piros nyilak exonokat jeldlnek, a szamok a nukleotidok szamat jelzik az adott o [ Felkover

\\\\[ Formazott: Betlitipus: 10 pt ]

Formazott: Betditipus:

szakaszokon.
(Alapérték) Arial, 10 pt,
Félkovér
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P1 P2 H F2->

6. abra Demonstartiv Cel I gélképek ( P- 1-2 sziiléi egtedek, H- mesterséges heterozigota
F2- populacio egyedei )
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borsa 1l VI 1 VIl | V IV
= A T AT PO A K EITOTATNG L OLLATams 10O}
2z
3
E -
e
k- .
g4 N
3 g ™
- D = ‘h-._
g T
7 "
8 -
= |
6 £ |

dot-plot abrazoléassal.

ZAROJELENTES
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ZAROJELENTES

SZEKVENCIA AZONOSSAG (nukleotid/ aminosav)

cDNS szekvencia L408 (AJ410087) TC43477 TC45398 TC53731

L408 (AJ410087) * 98% / 97% 81% /93% 78% / 94%
TCA43477 * * 82% / 96% 80% / 96%
TC45398 * * * 86% / 96%
TC53731 * * * *

1. tablazat: DNS és aminosav szekvencidk homogiaszintjének 0sszehasonlitasa
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