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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amp - ampicillin

CCaMK - Ca?*-calmodulin dependent
proteinkinase

CCRH - Colonizedcurledroot hair

cM - centimorgan

DMI 1/2/3 - does nomakeinfection 1/2/3
DNF - defective innitrogenfixation

DNS — Dezoxi-ribanukleinsav

E.coli - Escherichiacoli

EMS - etil-metanszulfonat

ENOD (early nodulin) korai nodulin gének

ERN — ERF required for nodulation (ERF

transcription factor)

Fix - nitrogenfix ation

LacZ - B-galaktozidaz gén
NOD - (nodulin) nodulin gének

MtB - M edicagotruncatulaBAC-based
STS Markers

M. truncatula - Medicagotruncatula

NF - Nod faktor

NF-FN - Noble FoundationFastNeutron

NFP - Nod factorperception

NFR - Nod factorreceptor

NSP — Nodulin signalling pathway

PBS- (PhosphatBufferedSaline) foszfat
puffer

PCR — (PolymeraseChainReaction)

Polimeraz lancreakcié

rpm - percenkénti fordulatszam

TAE puffer -Tris-acetateEDTA puffer

S. medicae, Sm - Sinorhizobiummedicae

X-Gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galactopyranoside



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az élbvildgban nagyon sok példat talalunk arra, hogyék#ény szimbidzisban él egymassal.
A szimbidzis gyakori példaja, hogy egy magasabllireficlény mikroorganizmusokkal él
kOlcsbndésen éhyds kapcsolatban. Gondoljunk csak a okiebkre, melyek a
bendsbaktériumaik és berigrotozoaik nélkil képtelenek lennének megtadal emészteni.
Raadasul a kulénbézbendmikrobak egymassal is szimbidzisban élnek, mertikedsj
fermentacios terméke a masik energiaforrasat je{btipl). Az ember emésaendszerében
is millionyi hasznos baktérium él, melyek az eméstzseqitik, vitaminokat allitanakéelés
ha a bélflora egyensulya nem borul fel, mas kérokoerlszaporodasat gatoljak meg.
Mezégazdasagilag és 0Okoldgiailag a legfontosabb szimdmé a mikorrhiza gombak és

nitrogénkoé baktériumok kdlcsdnhatasa a névényekkel.

A legtdobb magasabb rethdndvény képes arbuszkularis mikorrhiza (AM) - vagya
mikorrhiza legelterjedtebb és valosiieg legisibb formajat alkoté gombaival szimbidzis-
kialakitasara. A gomba hifai athatolnak a novénykgyének kéregsetjeinek sejtfalan és un.
arbuszkulumokat hoznak létre, melyek szerteagapbetek, a ndvény és a gomba kozotti
tapanyagcseresfhelyszinei. A szimbidzis sordn a névény asvanyagokat (6leg foszfort

és nitrogént) és vizet kap a gombétdl, a gombagpasz szerves anyagokat a novéhyt

Nitrogénko6 baktériumokkal valé endoszimbidzis létrehozdsdz@nban csak néhany
novénycsalad tagjai képesek. Ezek kozul a leginkdabhulmanyozott terllet a
pillangosviraguak Kabaceag és talajlakdé gram-negativ baktériumok (rhizobilgnkdzott
kialakul6 szimbidzis. A ,rhizobium” g§jténeve az Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobiuss Sinorhizobiumnemzetségekbe tartozo baktériumoknak. Ez az
interakcié egy egészen Uj szerv, a gyokérgikimlakulasahoz vezet a névényen. A @im
sejtjein belul (intracellularisan) talalhatoak madbaktériumok, melyek a légkéri nitrogént
megkotik és ez a novény szamara felhasznalhato algrmalakitiak. A szimbiozis
kialakulasanak lépéseit molekularis parbeszéd ikiggig a ndvény és a baktérium kozott,
mely kommunikacié szikséges ahhoz, hogy a ndévéngnilkroorganizmus jelenlétére

megfeleben reagaljon.



Bar a névényi valaszreakcio a rhizobiumok és az égdtben eltér a jelatviteli ttvonalban
k6zds vonasok figyelhék meg. $t, az interakcidé els Iépéseiben ugyanazok a gének
jatszanak szerepet. Mivel a pillangésviragauak mmiékorrhiza, mind rhizobia szimbiozis
kialakitasara is képesek, &endi alanyai mindkét szimbiotikus kapcsolat vizsgalatanA
molekularis hattér megértéséhez véadbn nagy segitséget jelentendkadus japonicugs a
Medicago truncatulaillangdés modellnévények (Limpens & Bisseling 203

A pillangdsviragu novények, amellett, hogy a femhligett tulajdonsdgaik miatt nagy
jelentbséggel birnak a tudomanyos kutatds szempontjabsl, egyik legfontosabb
novénycsaladnak szamitanak a fumzdasagban is. Jelést fehérje- és olajforrast
jelentenek, emellett pedig nitrogénnel dasitjdlalajt. Ugyanannyi nitrogént kotnek meg a
Foldon a baktériumokkal szimbiézisban, mint amemiyyogén niitrdgyat az ipar éallit. A
szOja Glycine max a vilag olajtermelésének tobb mint 50%-at bijasia lucerna

(Medicago sativapedig igen fontos takarmanynéveny (R. Cook 1999).

Angol kutatok tették fel azt a kérdést, hogy milyledzel allunk a nitrogénkétésre képes
gabonak meigazdasagi alkalmazasahoz. 2050-re a Fold lakossédaeti a 9 milliardot,
mely sziikségessé teszi, hogy egyre tobb és tobhigtert tudjunk dallitani. Nitrogénkad
baktériumokkal valé szimbidzis kialakitasara kemgdondk kifejlesztésével elméletileg
novelhed lenne a terméshozam és csokkenneiigragyazasi igény. A mikorrhiza jelatviteli
atvonal kezdeti elemei megtalalhatéak a gabonakbasly utvonal hasonlé a rhizobium
jelatviteli utvonalahoz, igy megvaldsithatd lehetaefuturisztikus elképzelés. Ehhez azonban
alaposan meg kell ismerni a ndévény-rhizobium ikei@ minden [épését és minden
szimbiotikus gént (Charpentier & Oldroyd 2010).

A go6dollsi Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont Novénygekamés Noveny-
mikroba Interakcio Csoportja évek ota kutatjpMadicago truncatulamint pillangdsviragu
modellndvény és rhizobium baktérium kozott létréjészimbidzisban résztvévnovenyi

géneket.

Diplomamunkam célja két, a szimbiotikus nitrogémdiiten hibat szenvedett mutans névény
vizsgalata, és a génazonositashoz sziikséges kdegések megtétele volt. Ehhez a
kovetked lepéseketiiztik ki célul:

1. A no6venyek fenotipusos jellemzése.



2. Szegregalo populacio felallitasa utan a genetékéiepezés megkezdése.
2.1.Ha a mutéacié olyan kapcsoltsagi csoportra térkégikz melyen korabban mar
azonositott szimbiotikus nitrogénkotésben részividnek helyezkednek el, akkor
meg kell vizsgalnunk a régi és az 0j mutansokiliélviszonyait. Ha korabban mar
felfedezett génben mutans a névény, akkor megkkzadgén szekvenalasat az (]
mutansban.
2.2.Ha azt talaljuk, hogy a mutacio nem érinti a ko@bnar azonositott géneket,
folytatjuk a genetikai térképezést.
3. A mutans ndvény tovabbi morfoldgiai vizsgalatairginetszetek készitése és
vizsgélata).

4. A mutans gén térképpozicéjanak pontositasa éggzdp készitése.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A nitrogén korforgasa és a biologiai nitrogénkotés

A nitrogén a noévenyek szamara legfontosabb harolkraekem (nitrogén, foszfor, kalium)
egyike. Az atmoszféraban, semleges gdz formajaban, minden hektar felett laf ezer
tonna nitrogén talalhatd, amig a természetes égerméges okoszisztémak (azaz a termesztett
és természetes novények fogyasztasa) atlagban d50itlogén évente hektaronként. A
leved 78 térfogatszazalékat nitrogén teszi ki, azonbéegebb éblény ezt ilyen formaban
nem tudja felhasznalni. Bizonyos kékmoszatfajok,nitrogénkoé baktériumok felveszik a
leveghbdl a nitrogént, és ammoniava alakitjak, meélylutdna ammonium-ion lesz. Az

ammaonium-ionok véd@ssoron aminosavakka alakulnak.

Az elpusztult &lények (nbvények, allatok) teteme a talajba keatibl korhaszto, rothaszto
baktériumok élnek. Ezek tevékenysége folytan agéntartalmu vegyiletekbammaoniagaz
(NH,) keletkezik. Az ammonia egy része a talajbol téode keletkezhet bélle ammonium-
ion (NH,") és nitrit-ion (NQ), ill. nitrdt-ion (NG,) is. Az ammodnium-ion keletkezésekor az
ammonia vizzel reagdl. A nitrifikalé baktériumoki&sara lesz az ammoniabol NGIl. abbol
NOsz-. Az emlitett ionokat a noévéenyek fel tudjak venwi. villamlasok a nitrogéent
ugyancsak nitrit- és nitrat-ionokat tudnak l|étremipzmelyek vizzel reagalva savasées
formajaban jutnak a talajpa. Elnek a talajban didikilé baktériumok is, amelyek a
nitrogéntartalmu ionokat visszaalakitjak elemiag&nné, amely a légkorbe tavozik (1. abra).
Ez a ndvények tbbbsége szempontjabdl nem tul szegsriépés, hiszen szamukra az elemi
nitrogén felvehetetlen. Szerencsére ezek a dekdtiof baktériumok csak anaerob
kortlmények kozott aktivak, igy a szantas, illamjmivelés soran a talajba bekeridxigen
jelensen csokkenti szamukat (http2)
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1. &bra: A nitrogén koérforgasa a természetber(http3).

A nitrogén megkotése alatt altalaban a semlegegkoté nitrogén (N — dinitrogén)
atalakitasat ertjuk az @ények szamara elérlgetbiodiszponibilis) forméakka. A nitrogén
megkotése tehat torténhet nem bioldgiai Gton, lipgrikémiai reakciokkal vagy elektromos
kisilések révén az atmoszféraban (villamlas) édodia Gton, szimbiotikus és nem
szimbiotikus nitrogénkotés révén. Ez utébbi torntalajpan vagy vizben és a nitrogén
ammoniava valéo redukalasdbdl 4&ll. Ebben a folyaaratbrésztvey fontosabb
mikroorganizmusok a koOvetkéek: Azotobacter, Azomonas €és Cyanobacterium
Szimbiotikus nitrogénkotésre csupan néhany baktérnemzetség és fajta képes, igy a
rhizobia, frankia baktériumok (ez utébbiak nem grithdésviragliakkal alakitanak Ki
szimbiozist), valamintPhyllobacterium Ochrobacterum és Methylobacteriumnemzetség
néhany tagja. A legjelefgebb ezek kozul a rhizobia baktériumok és pillanigagu
novények kozt kialakul6 endoszimbiozis, mely TDKlIgitzatom témajanak alapjaul is
szolgal. Az endoszimbidzis azt jelenti, hogy a Bakim a ndvényen belll, annak sejtjeiben

él, s igy alakul ki a kdlcsondserbpyos egyittélés. Ez a szimbidzis leghatékonyabhdga.



2.1.1. Szimbiotikus nitrogénkotés kialakuldasa

A talajban rengeteg mikroorganizmus él, de a név@ypkerek sejtfala véipajzsként
szolgal a kartékony mikrobak ellen. A pillangésgiia névény gyokere és rhizobium
baktériumok kozott azonban jelcserét kéeset a mikroba képes bejutni a noévény bels
szoveteibe és eldrasztani annak sejtjeit, melyme#tn@ényeképpen egy 0j névényi szerv, a
szimbiotikus gurd alakul ki. Mindkét fél szamara hasznos az egyéstémivel a guh
belsejében él rhizobium baktériumok a novérmyt szarmazd tapanyagok energiajanak
segitségével képesek a légkori nitrogéngazt amménid@dukalni, melyet a novény

nitrogénforraskeént fel tud hasznalni.

A novény és a szimbionta baktérium kozott l1étréjiparbeszéd elseleme a ndvény altal
termelt flavonoidok (2-fenil-1,4-benzopiron szarrékak), melyet a gyokér kozelében (a
rizoszféraban) I&v baktériumok érzékelnek és vélaszreakcioként urd féétort kezdenek
kivalasztani, melynek hatasara a ndvényben osszetieiszreakcio indul meg, felkészilve a
baktérium befogadasara. A flavonoidok a baktérigy teanszrkipciot szabalyozé un. NodD
fehérjéhez kapcsolddva aktivéljak a bakterialis utéciés od) géneket, melyek termékei
felelések a bakteridlis jel molekula, a Nod faktor (NF@rmeléséért. A NF egy
lipochitooligoszacharid tipusu molekula, melynelapsitruktirajat a bakterialisodABC
operon kédolja. Masod gének (valamintnoe és nol gének) modositjak és kulonkibz
ligandokat (szulfat, acetilcsoport, stb.) illes#kn az alapvazra, biztositva a NF
gazdaspecificitasat. A rhizobium baktériumok ésaal Kaktor szamos ndvényi gént, koztik
sok gundspecifikus, un. nodulin gént aktival. Ezeket a dg@hdét nagy csoportra oszthatjuk.
Egyik csoport a korai nodulin gének (early noduliNOD). Ezek a gének nagyon hamar
(6rakon belil) aktivalédnak NF kezelés vagy rhizmbifer6zés hatadsara, azonban &dls, a
gumo fejlédése soran is gyakran mutatnak aktivitast. Eziehttben a kés nodulin gének
(NOD) a ferthizést koveien tobb nappal kezdenek expresszalodni. ValGkginaz ENOD
gének a baktériumhoz val6é alkalmazkodasban és esdithatas kialakitasaban, a d&iés

nodulin gének pedig a gitmiikddésében (Oldroyd 2007) jatszanak szerepet.

A Nod faktorra adott egyik edsndvenyi valaszreakcié a gyokédsak intracellularis terében
valo kélcium szint megndvekedés (mely arbuszkulamékorrhiza szimbidzisndl is
megfigyelhed <Ott & Pott 2011>). A baktériumok megtapadnak @&kgrsdron, melynek

vége begorbil, mert a névekedési pont a gyokéroSiuéshelyesddik a baktériumokkal
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szembeni oldalra. igy kialakul az an. CCRH (Coledizcurled root hair, vagyis féeoit,
begdrbllt gyokérsir). A begorbilt gydkérsr ,magaba zarja” a hozza tapadt baktériumokat
(2. abra). Miutan ez megtortént, kialakul egy inmagios befizédés, az un. infekciés fonal,
mely a gyokersir belsejeben fut, és amelyen keresztll a baktékubejutnak a gyokér
bels sejtjeihez. Mindekdzben a férési ponttdl tébb sejtrétegnyi tavolsagra, a gydiais
kéregsejtjei kdzul par visszanyeri mitotikus akteét és osztddni kezdenek létrehozva a
gumokezdemeény (gudprimordium) sejtjeit. A fedizés utan néhany nappal a gyokeér
felszinén kidudorodas jelenik meg, és ennek mensatikus zonajaban sokszorosan
elagazo6do infekcios fonalak figyelldetmeg. Késbb a legtobb fiatal guésejtben infekcids
fonal végadik, és ezeket a sejteket el6zonlik a baktériuniddnes et al. 2007)

2. 3. 4.

5 flavonoidok

II_J ; \“‘ I?f-\_]:r’_\ )

| 2 (4
14 af o |I(P _.-L_’-: -
b abR® A
I ;"‘-\‘ %

NSOCe82
b tH e BB VY
M Nod-faktor — f = . /
J .
G e ,;L‘/ osztodo sejtek ' 5\?7 Fi /~
% (/_\ fertdzott sejt

2. abra: A fert6z6dés menetének sematikus abrajghttp4): 1: Kémiai felismerés a
névény és a baktérium kozott 2: A baktériumok megtilmak a gyokérgéedn, ami
bekunkorodik és ezzel egydiden megindul a belssejtek osztédasa
(gumsprimordium). 3: Az infekcids fonal kialakul, a b&kiumok ezen keresztll
bejutnak a betssejtekhez. 4: A guthkezd kialakulni, a baktériumok pedig
bakteroidda valnak.

Tobbféle NOD fehérje létezik, illetve sok rhizobifajta képes tébb Nod faktor termelésére
is egy idbben (Jones et al. 2007), azonban nagyfoku spdéasifigyelhed meg a szimbiozis
kialakulasanal, ugyanis csak bizonyos fajta rhiaobibaktérium képes kapcsolatba Iépni
bizonyos fajta pillang6sviragu névénnyel. Ezt acHji@tast a baktérium NF-a hatdrozza meg,
hiszen mas-mas féle NF-t termelnek nem csak a konrhizobium fajtak, de akar az egy
fajtahoz tartozé egyedek is. Csak a megbefmrtner névény képes felismerni a baktérium
szignal molekulait (Oldroyd 2007, Jones et al 200X)korai novényi véalaszreakciokat
(gyokérsdr deformaciot, primordium és infekciés fonal kialddsanak kezdetét)

baktériumok jelenléte nélkdl, tisztitott Nod faktoplekulakkal is ki lehet valtani.
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A nitrogénkotés hatékonysaga egy novényen beltbldénumtél fuggen elég valtozatos
lehet. A novény meég az#t valasztia meg szimbionta partnerét, rielaz elkezdene
nitrogént kotni. Az, hogy a névény mely baktériunhihép szimbionta kapcsolatba, nem fiigg
a rhizobium baktérium tényleges nitrogérikképessegsit. Ez a ,,naiv”, tokéletlen szelekcio

a novény rész8r megadja a lehéséget a fetizésre és gubdképzdésre olyan baktériumok
szamara is, melyek nagyon gyengén vagy egyaltaénmképesek nitrogénkotésre, és csupan,
mint egy parazita élnek a novény akar teljesenjléttegimdiben. Ezek az ingyengt
mindenhol megtalalhatéak és komoly probléméakat okkza gazdak széamara olyan
gazdasagilag fontos névenyek termesztésénél ig, antimb vagy szoja. A pillangosvirdguak
filogenetikdjaban sokszor talalkozhatunk olyan tekehogy egy ndvény egyaltalan nem
képez gunit. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy talan az, lroggveny egyaltalan nem alakit
ki szimbidzist, még mindig kifizétdobb lehet, mint aldozataul esni ilyen csaldéknak. De
tapasztaltak mar a novény bizonyos fokl szelekciggd példaul folytonosan 0sztodo
merisztéma szovettel rendelkeglintnél sok esetben megfigyeltiatolt, hogy a merisztéma
sejtek felhagynak az osztodassal, ha a baktérigyekge nitrogénkének bizonyulnak (Den
Herder & Parniske 2009).

2.1.2. Rhizobium baktériumok

A rhizobium baktériumok talajlaké baktériumok, makya pillangosviragu névéenyeken egy
kilbnleges szerv, a gumlétrehozasat indukaljdk. A rhizobiumok a diktn belll, a
sejtekben, a citoplazmatdl elkilonilve bakteroidblkfakulnak, felkésziilve a megvaltozott

életkorilményekre és anyagcserére, képesse valégkari nitrogén megkotésére.

A rhizobia baktériumok osztalyozasa még ma is folgdban van. A legedskisérletek a

baktériumok elnevezésére a gazdandvényuk alapjdéntd Ké$bb Fred és munkatarsai
(1932) megalkottak a Rhizobium nemzetségnevet égamasoltak, hogy az osztalyozas
torténjen a baktérium gifképzési formdja alapjan, kihangsulyozva a gazdamgavé '60-

as években Norris (1965) a rhizobiumokat biokérudajdonsagaik alapjan csoportositotta,
de ennek a megkozelitésnek meg voltak a hianyoss@gd0-es években a szekvenalasi
modszerek kidolgozasa megalapozta a mai napig ak$as osztalyozasi modszereket. A
konzervalédott DNS régiok, gének vagy génszakadeb&merésével vildgossa valt, hogy
ezek —esdleg a 16S rRNS- a legjobb markerek a baktériumaiti kéapcsolatok felderitésére.
Az 1984-ben megjelent bakterologiai kézikonyv (I§ri& Holt 1984) még csak két rhizobia
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nemzetséget (Bradyrhizobium, Rhizobium) tartalmtazoégy fajjal. Azéta sok mas
genotipusu és fenotipusu variaciot irtak le. A seaklasi technikak és a PCR technoldgia
megjelenése Uj nemzetségek leirasahoz és a nmi&glgnagondolasahoz vezetett (Sahgal &
Johri 2006). 2003-ig 36 rhizobium faj oszlott megt memzetség kozott. 2007-re 44
gumoképa baktériumot ismertek 11 nemzetségben (Sahgal & 26106). Egy Ujabb, 2012-
es publikacié szerint azonban nem csak a ,j0l i$§mdrizobium baktériumok képesek
nitrogénkoétésre. 11 nemzetség 56 baktérium fajanlyizlt eddig szimbionta nitrogénkiitek,
koztik aPhyllobacterium Ochrobacterum é€s Methylobacteriumnemzetség néhany tagja,

melyeket eddig szimbidzisra alkalmatlannak tartotduang et al. 2012).

2.2. Medicago truncatula, mint modellnévény

Tobb termesztett pillangésviraga fajnak van joltéeképezett genomja (plGlycine max
Pisum sativum, Medicago sativeth). Azonban a nagyméretgenom, rengeteg ismédod
szakasz, poliploidia vagy a nehézkes transzforrsdcgmdszer mind-mind megnehezitik
ezeknek a fajoknak a molekularis vizsgalatat. igkusatok szilkségesnek érezték, hogy
taladljanak olyan fajokat, melyek modell névénykdéahkcionalhatnak a pillangdsviraguak
biologiai kutatdsaban. Legigéretesebb modell navekya Medicago truncatulaés Lotus
japonicus bizonyult, bar mas novényeket is megkiséreltekampigos modell névényként
alkalmazni Melioti alba, borsé ®Pisum sativum vagy a széja &lycine maxy. Az egy-egy
névényfajra valo fokuszalas eredményessége nyibldngondoljunk csak a&rabidopsisra,

a kétszikiek modell névenyére.

Tobb oka is van, amiért Medicago truncatulaalkalmas arra, hogy pillangés modell
novenyként hasznaljuk. Diploid (a tetraploid luceral ellentétben), kisméfegenomja van
(8 kromoszéma, ~% 10° bp), dntermékenyii| de keresztezésre alkalmas,tbrméshozam,
gyorsan valt nemzedéket. Sokféle oOkotipustijtgytek a novény szarmazasi heljlera
mediterran régiobol és mivel a kulonlddozopulaciok mas-mas fenotipusos jelleggel
rendelkeznek (Ggy, mint novekedési erély, virdgadsi szimbiotikus specificitas vagy akar
rezisztencia) kivaldo genetikai forrast jelentenekele a tulajdonsagok a genetikai
vizsgalatokhoz. Ezen kivill genetikailag kdzelebb aaltermesztett pillangdésndévényekhez,

mint aLotus japonicugR Cook 1999).
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2.3. A szimbiodzisban szerepet jatszo jelcserék a novény és

a mikroba kozott

A szimbidzis kialakitasaban résztéegének kozul tdbbet mar sikerilt azonositani. Ezeke
géneket a folyamatban betdltétt szerepuk alapjéarbhikus sorrendbe lehet allitani. NEP
ésNFR1/NFR5a legfel$ fokon éallnak, ugyanis ezek a gének mutacidjanalettd@eztében a
novény semmilyen vélaszreakcido adasara nem képesfidor hatadsara. ANFP (Nod
factor perception) a LysM receptorcsalad tagja @ytkerssrgorbilésben, a transzkripcios
valtozasok indukalasaban, majd &éls a baktériumok gyokéréwn at vald bejutasaban
jatszik szerepet. AMI1 ésDMI2 (does not make infections — ,nem képesotant”) gének
szikségesek a gyokéésdk sejtjeinek citoplazmgjaban &vCa koncentracid periodikus
megemelkedéséhez (,Ca spiking”). A sejtekbe valé* ®aaramlas utan a DMI1 fehérje a
sejtmag membranjaban elhelyezkedve kation csaténtakiikddik. Ha a gén funkciojat
veszti, akkor a ,Ca spiking” vélaszreakciéo nem galimeg. Ezt a fehérjét a zarvatéiben
erdsen konzervalddott gén kodolja és d€grégi novényspecifikus ,innovacio” képviégd
lehet, mely a mikorrhiza kapcsolat kialakulasahr@alf hozza (Ané et al 2004). Medicago
truncatula dmil és dmi2 mutansokban gyenge NF valaszreakcié figyélhekeg, ami azt
jelenti, hogy ezekben a mutansokban a NF gyokégézbilést indukal, de nem valt ki ,Ca
spiking”-ot vagy szimbiotikus gének indukcigjat. dhni3 mutansok hasonl6 fenotipusuak a
dmil ésdmi2hdz, azonban a NF ezeknél a névényeknél indukg)f@a spiking”-ot (Mitra et

al 2004). ADMI3 a C&"* -kotd kalmodulin fiilgg kinazt (CCaMk) kodol, ami szikséges a
sejtosztédas megindulasdhoz a gyokér kéregsejijede a szimbidzis kialakulasahoz
szikséges transzkripcios véaltozasok indukélasahdzCaMK-nak azonban nincs szerepe a
gyokérssr gorbulésében és a baktérium behatolasaban, Ghelyba lehet kbvetkeztetni,
hogy ezekhez mas kodzvétimolekulakra van szikség. BMI2 egy leucin-gazdag receptor
kindzt kodol, mely a baktériumokat végérvéenyeserrtbédleb, begorbilt gyokeérsr
kialakulaséat seqiti 8l(Endre et al. 2002). Amil, dmi2ésdmi3 mutansokban a mikorrhiza
szimbidzis kialakulasa is hibat szenved, jelezegyhezek a gének szerepet jatszanak mind a
nitrogénkdé, mind a mikorrhiza szimbidzisban (Ané et al 200&Ket transzkripciot
szabalyoz6 elem, NSP1 és NSP2 (nodulin signalliapvpay) is szilkséges a Nod faktor
kivaltotta transzkripcios valtozasokhoz (Kal6 eR@05).
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2.4. A szimbiotikus giimo

A baktériumok a guisejtbe endocitézissal keriilnek be. Az infekciosafosejtfal nélkuili
vegeBl tehat baktériumokkal teli vezikulumokiZédnek le, melyek korbeveszik a
baktériumokat. A rhizobiumokat tartalmazé névényiejtrmembrannal  hatéarolt
sejtszervecskéket szimbioszoméaknak hivjuk. A szaistidmaban a baktériumok fizioldgiai €s
morfoldgiai valtozdsokon mennek keresztil és nérs@t bakteroidokka differencialodnak.
Sok noéveényi és bakteridlis gén félel azért, hogy a bakteroidok atalakulasa sikeresen
megtorténhessen, és hogy tuléljenek a megvaltdiotiimények kozott a ndvényi sejten
bellil (Jones et al 2007). Ezeknek a gének feldnied kilbnbd& szimbiotikus mutans
pillangdsviragu noévény és rhizobium baktérium éidelkezésre.

Kétféle gundtipust ismerink. Az indeterminalt gidmek (4. és 5. abraegy folyamatosan
0sztoddé merisztémaja van, amely folyamatosan ht#tea az Uj sejteket. Ez a gitfpus a
meérsékelt egovi pillangosviragu novenyekre jellémpl. Medicago truncatulaés borso
(Pisum sativum A keletkezett sejtek az indetermindlt giben egy fepdési gradienst
képeznek, és a sejtek fajesi allapotuktdl figgen kulonbdsd zénadkban helyezkednek el (4.
abra):

1. l-es zOna: A gl csucsan aktiv merisztéma van, itt kéghzek folyamatosan a gidm
sejtjei, mely késbb differencialodik az ezt kouezonak szovetéve.

2. ll-es zéna: A merisztéma alatt talalhato az infé&cizona, melyet rhizobium
baktériumokkal teli infekcios fonalak hal6znak lés, az ebben a régidéban talalhaté
sejtekbe jutnak be a rhizobiumok. A sejtek mérdiieea a z6ndban mar nagyobb. A
novenyi sejtosztédas mar megallt, de a sejtek rephadk.

3. All-es és lll-as zéna kozott helyezkedik el a gdjtrétegbl allé atmeneti zona. Az itt
taldlhatd sejtekbe a mar bejutott baktériumok nédekek és szimbiotikus,
nitrogénkoé bakteroidokka differencialodnak.

4. lll-as zona: A nitrogénkét zona baktériummal teli sejtjei mind tartalmaznaly e
nagy, kozponti vakuolumot és citoplazmajuk tele vaktiv nitrogénkdi
bakteroidokkal. A ndvény ezeket a sejteket leghdaiignal latja el, melyl a
gumok halvany rézsaszin elszirtelést kapnak (5. abra).
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5. IV-es zbéna: Az eléregédzonaban a novényi sejtek és a bennild IBakteroidok
szama csokken, itt zajlik a lebomlasuk. Rozsaszedgett halvanyzid elszineédés

figyelhe®b meg a szétédeghemoglobin kévetkeztéb:

4. dbra: Az indeterminalt giimé véazlata (http5) ésMedicago truncatula LacZ
riportergént hordozo baktériummal fert 6z6tt gimé metszete J-gal festést koveien. NC:
gumg kéregallomany, NEgums endodermisz, NP: gifrparenhima, VB: szallitonyalab,
merisztéma, Il: infekcios zona (A: invaziés zonapB-fixacios zéna), -lll atmenet az
infekcios és a nitrogénké®tzona kozott, Ill: nitrogénkétzona (C: hatékony zéna, D: ne
hatékony zéni IV: eléreged zona. Lépték: 0,5 mn{Godolb, 2013.
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5 .4bra: M. truncatula fejlett indeterminalt giiméje r6zsaszin szinaést mutat (A17).
Lépték: 1cm. (Godadl, 2013.)

A determindlt guird csak fejbdése korai stadiuméban tartalmaz 0szt6do sejtakeisztodas
azonban egy itlutan leall és elvesziti kbzponti merisztémajatélttezdve a gudh a sejtek
megnagyobbodasaval ndvekszik. Ez a §iliipus a tropusi vagy meleg égovi pillangdsviragu

ndvényekre jellemz (pl. sz6ja -Glycine maxésLotus japoniculs

2.5. A szimbiotikus nitrogénkotés folyamataban
szerepet jatszo novényi gének vizsgalata genetikai
eszkozokkel

Egy biologiai folyamat tanulmanyozasaban nagy ségét nyuljtanak a folyamatban hibas
egyedek (mutansok). A mutansok fenotipusabdl ka@zétni tudunk a hibas gén szerepére,
és lehatséget adnak a gének azonositasara is (forwardik@ndinnek a megkozelitésnek az
alkalmazasa soran egy fenotipusbdl kiindulva azitjo&sa folyamatban résztvéwgént. A
vizsgalatokhoz természetes erédenutans egyedeket, vagy kulonboanutagénekkel
eléallitott mutdnsokat hasznélhatunk, és kulobizddszerekkel azonosithatjuk az adott

mutéciot okozo gént.
Mutans novények ééllitasa soran leggyakrabban a kévetkewdszereket alkalmazzak:

* T-DNS inszercio: az Agrobaktérium erédf-DNS inszert a gén szekvencidaba ugrik
be, igy a gén funkcidjat veszti.

« EMS (etil-metanszulfonat) kezelés: kémiai mutagémelynek hatasara a C/G
bazisparok A/T bazisparra csédhetnek. Ezt a mutagenizalast alkalmazzak a reverz
genetika egyik eszkdztaranak, a TILLING (Targetuoed Local Lesion IN Genomes)
populaciok edallitaséara is.

* ysugarzas: deléciot okoz a DNS-ben.

* FNB (Fast Neutron Bombardment; gyors neutron bezag# szintén deléciot okoz a
DNS-ben a legtébb esetben.
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2.5.1. FNB (Fast Neutron Bombardment)

A gyors neutron besugarzast tobb nodvényfaj esetéhikeresen alkalmaztak noévényi
mutansok dlallitasara (Rogers et al. 2009, Bolon et al. 2@Elfield et al. 2012, Domonkos
et al. 2013, stbh.). A ndévény magjainak megfeldzisi gyors neutronnal tériébesugarzasa
a genomi DNS atrendédéséhez, a legtbbb esetben fragmentek elvesztésélzer. A
kezelés altalaban azt is eredményezi, hogy a migské veszitenek életképessédilkia
Medicago truncatulafunkcionalis genomikai vizsgalataira tobb FNB mm#ayyijtemény is
rendelkezésre all (Rogers et al. 2009, Domonkas @013, http7)

2.5.2. Genetikai térképezés

A magasabb reridél6lények sok ezer génje linearisan helyezkedik ekr@amkszémakon,
melynek szama fajra/fajtara nézve specifikus. Aeggéaz utédokba kapcsoltsagi csoportokba
rendeddve oOrokbdnek. Egy kapcsoltsagi csoport gyakorlatilag eggmaszoméat jelent.
Genetikai térképezésnek azt nevezzik, mikor a kdigégi csoportokon beldl
meghatarozzuk a gének és a markerek sorrendjét. iere tartalmazzak altalaban az dsszes

lehetséges gént, de elméletileg ez is megvaldéithat

Genetikai térképezésre két egyed keresztedesehrmazo térképézpopuléaciéo hasznalhato,
melynek egyedeit hasznaljuk a markerek oroklésnémedt vizsgalatdhoz. Kezdetben
genetikai térképezéshez morfolégiai vagy biokémarkereket hasznaltak, de a kilénb6z
molekularis markerek kifejlesztésével (RFLP, RAPESR) a genetikai térképek készitése
nagy fordulatot vett. A DNS-alapl markerekrgle, hogy a markerek szama nagyon sok,
segitségukkel részletes genetikai térképek késékhdEgy térképed populacio szinte
barmennyi marker térképezéséhez hasznalhatd. Olkaomoszoma régiokat is
térképezhetink, mely nem tartalmaz géneket (Ka®P0Genetikai marker a DNS barmely,
oroklodé kulonbséget (polimorfizmust) mutaté szakasza lehetjesen fiiggetlenil a
funkcigjatél. Az egyik legkedveltebb marker az SERmple Sequence Repeat), melynek
kimutathatosdga a DNS mikroszatellit régioinak bkpsfimorfizmusan alapszik. A
valtozékonysagot az adja, hogy a di-, tri- vagyramaikelotid ismétidések az egyes
csaladokban, fajokban, vagy akar fajtakban kilob&zamban vannak jelen. A
mikroszatelliteket hatérold régiok azonban konzévek lehetnek, akar névénycsaladon belll
is megegyeznek, igy ezekre a szakaszokra tervpreterekkel nagyon specifikus PCR

terméket kapunk. Az SSR markerek altalaban kodomsin&iértékelések, és mivel
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specifikusak, PCR amplifikcidjuk csak egy (homoti esetén), vagy két (heterozigota
esetén) PCR terméket eredményez.

A genetikai térképezés leldistget nyljt a térképezésen alapuld génizolaladkald 2000),
amikor egy folyamatban hibas ndévény mutans fensfipwkozé teljesen ismeretlen gént
végil azonositani tudjuk genetikai térképezés alkahsaval. A folyamat soranéstor
meghatarozzuk a mutans lokusz térképhelyzetét, naajékozeli kapcsolt molekuléaris
markereksl kiindulva kromoszémaséta soran azonositjuk a destegént. A genetikai
térképezés soran a térkéfgzopulacio leginformativabb egyedei a rekombinansalgyis
amelyek egy markerparra nézve nem a @zéllélkonfiguraciét hordozzak. Ezeknél az
egyedeknél az ivarsejtek létrejottekor a meidzias@tkeresztémés (crossing over) tortént a
két kulonb6d genotipust homoldg kromoszomapar kdzott.

A két gén kozott lejatsz6dbé rekombinacidk gyakarsd&gyenesen aranyos a kdziukolév
tavolsaggal (Kalé 2000), vagyis minél tavolabb kekednek el egymastdl a kromoszéman,
annal nagyobb az esély arra, hogy kozottik ,crassirer” kovetkezzen be. A markerek kozti
tavolsagot az ugynevezett térképtavolsaggal fejezki) melynek meértekegysége a
centimorgan (cM). Egy centimorgan 1%-o0s rekombigsgyakorisagnak felel meg. Azonban
a tobbszoros ,crossing over” lelisége miatt a térképtavolsagot un. térképfiggvennyel
szamoljuk ki, mely figyelembe veszi az esetlegdsb$aoros ,crossing over” torzitd hatasat
(Kal6 2000).

2.5.2.1. Szintérképezés

A genetikai térképezés egy nagyon hatékony modszemntérképezés (Kiss et al 1998). A
szintérkép egy olyan matrix, melyben minden sormegykernek felel meg és minden oszlop
egy egyed genotipusat mutatja a szegregald popbktia kilénb&z markerekre nézve. A
szintérkép megjelenitéséhez Excel tablazatot hmsdnaahol a genotipusokat kilonlsoz
szinekkel kédoljuk. A szintérkép alkalmas meglénovényi anyag genotipusainak
vizsgalatara, genetikai térkép szerkesztéséremuatlalj markerek elhelyezésére megiév
kapcsoltsagi térképbe. A Kiss és munkatarsai kithlgozott szintérképben (1998) szamok
mellett kilbnb6d szinek képviselnek egy bizonyos genotipust. PElA@nyai homozigoétat
az l-es, apai homozigotat 3-mas és a heterozigo®aes szam jeloli. Ezen kivil a 4 apai

dominans, az 5 anyai dominans, a 0 hianyzo adelentj Ezeket a genotipusadatokat szam
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3. A VIZSGALATOK ANYAGAI ES
MODSZEREI

3.1. Novényi anyagok

3.1.1. Novényi anyag eredete és nevelése

Kisérleteinkhez aMedicago truncatulaAl7 és A20 genotipusu, valamint A17 genomi
hattérben gyors neutron besugarzassal mutagenizényeket hasznéltuk. Az NF-FN9199
(Noble Foundation-Fast Neutron) és NF-FN9285i jezimbiotikus mutansok a Samuel
Roberts Noble Foundation kutatointézet (Ardmore,, Q¥SA) gyijteményélbbl szarmaztak
(http8).

Ezen mutdnsok vizsgélata sordn mas, szimbiotikusogd@inkdtésben hibat szenvedett
ndvényekkel is dolgoztunk, mikor a mutansok allédikviszonyait hasonlitottuk 6ssze, vagy
amikor a ndvények fenotipusat vetettilk 6ssze. EBzekutansok a kdovetkéek voltak: 13U
(Domonkos et al, 2013.9inf2 (Starker et al. 2006hsp2(Kalo et al 2005).

A novények csiraztatasa €s nevelése

A M. truncatulamagokat tomeény kénsavval kezeltik 3 percen atj stayil desztillalt vizben
tortér mosas utan harom 6ran at duzzasztottuk a vizekérd cserélve. A magokat 1%-0s
vizes agaros lemezre tettilk és 3-4 napig 4°C-otétlsn vernalizaltuk, mely @&eqiti a
késibbi csirazést és féiést. Ezutan szobamérsékleten, még mindig sététben a magok fél-
egy nap alatt csiraztak. A kicsirazott magokatat&hyban steril homokot, 2/3 aranyban steril
zeolitot (Geoproduct Kft., Mad) tartalmazé névenyelé talcakra helyeztilk. A magoncok
ezutan névénynewekamraban fefldtek tovabb 16/8 éras fényperidéduson 24°C-on2@F.C-

on.

3.1.2. A névények fertozése rhizobium baktériummal

A noveényeket killtetés utan azonn@inorhizobium medica®VSM419 LacZ riportergént
tartalmazo térzsével feéiztik le. A baktérim telepeket petricsészeben, @itkkum tartalmu

(15 pg/ml tetraciklint és 20 pg/ml kloramfenikolpEaptalajon (Sambrook és Russell, 2001)
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szélesztettik, ahonnan kilonallé telegékiolyékony, antibiotikum tartalma 2-2 ml TA
tapoldatot oltottunk be kémcsdvekben. A beoltgtbtdatot 48 6ran &t 28°C-on razattuk. A
felndvesztett baktériumszuszpenziot 2 ml-es eppéncdbe attoltéttik, majd 10 percig,
3000 rpm-en ulepitettik. A felliliszo6 eltavolitasanua letlepedett baktériumokat 50-50 ml
folyékony Gibson tapkozegben (Gibson és Nutman 188 szuszpendaltuk (Qg = 0,05 -
0,1). A novények féizése soran az Ultetalcaba novényenként 1 ml rhizobium baktérium

tartalma Gibson tapfolyadékot pipettaztunk.

3.1.3. Névények keresztezése

Az F1 alléltesztek elvégzéséhez kulonbék truncatulamutansok keresztezését végeztik el
a Medicago Handbook instrukciéi alapjan (Chabaual.€2007), de réviden itt is ismertetem.
A M. truncatulaegy 6nbeporzé névény, ezért a keresztezést médttazekell végeznink,
mielétt az ontermékenyités bekovetkezne. Az dntermékényiiég azékt megtorténik, hogy

a virag kinyilna, ezért az anyai vonalakon olyaragokat kerestiink, melyek még zart,
viszonylag korai allapotban voltak. A Vvitorlalevedd Ovatosan levalasztottuk, majd
felnyitottuk a tobbi sziromlevelet, hogy hozzaférla bibéhez és a porzokhoz. Mikroszkop
alatt megvizsgaltuk, hogy a portokok felllete wdje sima-e vagy talalhatéak mar rajta
pollenszemek. Ha igen, akkor nem dolgoztunk tovaele, mert az dntermékenyités mar
megtorténhetett. Ha nem lattunk pollenszemeket,orakla portokokat eltavolitottuk,
.Kasztraltuk” a virdgot. Egy, a masik s#ubnalrdl szarmazd érett viragzatrol polleneket
juttatunk a bibére, majd egy paras kornyezetetobiul, vattaval lezart imanyag c8be
helyeztik a viragot. Ha bekoévetkezett a megtermg@ilés, akkor par mulva megindult

termeés fejpdése.

3.2. Mikroszkdpos vizsgalatokhoz hasznalt anyagok és

modszerek

A gyokerekdl, gyokérrészletekil és egész gubkrol készilt képeket a homokos-zeolitos
tapkozegBl frissen kiemelt novényeél készitettik Olympus SZX12 tipusu sztereo

mikroszkop segitségével.
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3.2.1. GiimOmetszet készitése

Négy héttel a rhizobiummal tortérfertézést kbveden a ndvényekit gimoket gyijtottink,
melyeket azonnal 1xPBS pufferbe (1,37 mM NaCl,i@M KCI, 10 mM NaHPQ,, 1,8 mM
KH.,PQO,) tettiink. Az oldat pH-jat HCI-dal allitottuk be 4#te. A gunbdket 4%-0s
paraformaldehid oldattal fixaltuk, melyet a kdvedkenodon készitettiink el: 100 ml 1xPBS
puffert NaOH-dal pH 11-re allitottuk be, melyet &zt60°C-ra melegitettiink. A felhevitett
puffert ebzéekben csavaros kupakos lvegbe kimért 4 g parafdehare (Sigma-Aldrich)
meértik, majd az oldodast kdven haladéktalanul lébttik és kénsavval ($0O,) az oldat
pH-jat 7-re allitjuk. Felhasznélasig -20°C-on téukl

A mintakat jéghideg paraformaldehid oldatba heliykzinajd jégre téve 30 percig razattuk.
Ezt kdveten a fixalo oldatot ledntve 1x PBS pufferben mostulgiinbket haromszor 15
percig, majd felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

A fixalt gumoket 5%-0s agar6z gélbe agyaztuk gy, hogy a dinehebleg fekw
pozicidban legyenek és agyazadttehlaposan leitattuk roluk a folyadékot. A géllmgyazott
mintakrél Leica VT 1200S tipusu vibratom segits&é um vastagsagu hosszmetszeteket

készitiink.

3.2.2. Giimometszetek festése

3.2.2.1. X-Gal festés

A baktériumok nyomon kovetésére és azonositasdracd markergént hasznaltuk, és a
markergént hordoz8. medicaddrzzsel végeztik a névenyek femését a guh morfoldgiai
vizsgélatokhoz. ALacZ gén aB-galaktozidaz enzimet kddolja, ami az X-Gal szutddat (5-
bromo-4-kloro-3-indolilB-D-galaktopiranozid) egy kék s#infestékanyagga alakitja és igy

lathatova teszi a gént hordozo organizmust.

X-Gal festéshez a kovetkgzartalma fest oldatot mértik dssze: 100 pl 100 mM kélium-
ferricianid, 100 pl 100 mM kalium-ferrocianid, 1Q0 2%-os X-Gal, 4 pul 1M MgG) melyet
1698 ul 1 x PBS pufferrel egészitink ki 2 ml-re.fesoldatban a gudmetszeteket 30
percig inkubaltuk 37°C-on. Kétszeri, 10 percen @PBS pufferben torténh mosas utan a

gimometszeteket egy csepp MQ vizben a targylemezreehedy és fedlappal lefedve
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Olympus BX41 tipusu fénymikroszképpal vizsgéltuk.kApeket Olympus CaMedia E-10
tipusu fényképeigéppel készitettik.

3.2.2.2. Toluidinkék festés

A festék kékre szinezi a nukleinsavakat, igy latatvalnak a baktériumok. Az élileges
sejtfalvastagodast r6zsaszinesre, a masodlagdalsejtagodast pedig zoldesre szinezi. A
metszetek festését 2%-os toluidinkék oldattal Wiedill 1 percig végeztik, ezutan a

metszeteket MQ vizben ledblitettiik €s igy helyetéiigylemezre.

3.3. Molekularis genetikai anyagok és modszerek

3.3.1. DNS kivonas

A ndveényi DNS tisztitashoz a Zenon Bio Kft. (Szegéltial gyartott Zenogene névényi DNS
tisztitd kit-et hasznéltuk a gyarto leirdsa szertnovény zsenge, frissen szedett levelét
hasznaltuk fel. A DNS mintat 50 pl eluélé oldatlmdatottuk le.

A koncentracio ellérzése

A koncentracid6 minden minta esetében mas, és asmagyl mintara valé tekintettel a
koncentraciokat nem mértik le, de minden mintageset elledriztik a kovetked modon: A
kapott 50 pl DNS mintabol 1 pl mintat 1%-os agagélen elvalasztottuk és a DNS-t etidium-
bromiddal festettik meg, majd UV fény alatt tettakhatova és vizsgaltuk meg. Az egyes
mintak savjainak éssége alapjan a DNS kivonat 10x-es vagy 5x-Osdsditalkalmaztuk a

PCR reakci6 soran.

3.3.2 Molekuladris genetikai markerek és felhaszmalt

primerek

Mivel a Medicago truncatulaa pillangoviragu névények modellnévénye, genonga |
feltérképezett, sok DNS alapld molekularis marker r@ndelkezésiinkre a genetikai
térképezéshez (Choi et al 2004, Mun et al 2006, wwedicago.org), melyeket munkank

soran felhasznaltunk.
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3.3.3. Polimeraz lancreakcio

A reakcid dsszetéit 12 pl-ben a kdvetkéképp mértik dssze:

e 1ul névényi DNS

e 1ul forward és 1ul reverz primer (koncentraciépibol/ml)

« 6 ul 1,5 mM MgC} koncentraciéju puffer (20 ml puffer tartalmazz@0g! 4M KCl,
400! 1M Tris HCI, 60pl 1M MgG| 84ul dTTP, 84ul dATP, 84ul dGTP, 84u dCTP
18,805 ml steril MQ vizben, tarolas -20°C-on)

e 2,85 ul desztillalt (MQ) viz

A reakciok MJ Research PTC-200 vagy BIORAD DNA Hmayitipusi PCR készilékek
segitségével végeztik el. Két perces, 94°C-os kieatknaturaciés dmérséklet utan
ismétbdo ciklusok kovetkeztek, melyek altaldban 35 alkalamhismétbdtek. A fél perces
94°C-o0s denaturacié utan az 1 perces (rovidebbmeat) esetén fél perc is lehet) annealing
(primerhibridizacios) Bmérséklet kovetkezik. Ez aoémérséklet az adott primerre van
optimalizalva, de az esetek legnagyobb részébe@-b65° Ezutdn a 72°C-os$imeérsékleten a
Taq polimeraz (Zenon Bio Kft.) dolgozni kezd és keghdik a lanchosszabbitas. Az utolsé
ciklus utan 10 perces végknchosszabbitas kdvetkezik, majd a gép a mintiadra iiti, s

felhasznalasig 4°C-on taroljuk.

Az amplifikacidés termékeket annak mérétéés tulajdonsagaitdl fuggn 1-3%-os Lonza
SeaKem® LE Agarose vagy 3,5%-0s NuSieve™ 3:1 Agargélben futtattuk meg és
vélasztottuk el IXTAE pufferben. A DNS fragmentekgidium-bromiddal festettik meg és
UV megvilagitassal tettiik lathatéva Syngene géldudutacids rendszerrel.

3.3.3.1. Kolénia PCR

A transzformangscherichia colisejtekben az inszert jelenlétét kolonia PCR-refattuk Ki.
Egy-egy kivalasztott telefif steril fogv4jo vagy pipettahegy segitségével &RR@ fentebb
leirt) reakcidelegybe mostuk a baktériumokat, mejegeztik a reakciot a PCR készllékek
segitségével. A PCR termékeket ezutan 1-2%-0s aggéten valasztottuk el. A kapott
fragmentek meéretéb kdvetkeztethettiink arra, hogy az inszertet vatdbatalmazza-e az

adott baktérium kolénia.
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3.3.3.2. Primerek tesztelése

Ha a primernél nem ismertiik az optimalis primeidizacios [bmérsékletet, gradiens PCR-t
végeztink. Ehhez olyan PCR gépet alkalmaztunk, nkélges egy isben kilénboa
annealing Bmérsékleteket biztositani, mikozben a PCR reakdbit eleme (Ggy, mint a
reakcio egyeb dmérsékletei, PCR reakcidelegy 0Osszetétele, a DNBtamitesztelend
primerek) valtozatlan. A kévetk&zrimerhibridizacios émérsékleteken teszteltiink: 49,9°C,
52°C, 54,6°C, 57,6°C, 60,2°C, 62,2°C. A PCR terrkékaélelektroforézissel valasztottuk

szét, mely alapjan megallapitottuk a leghatékonyabherhibridizaciés émérsékletet.

3.3.4. PCR termékek klonozasa és szekvenadlasa

Az NSP2gén szekvenciajat meghataroztuk az NF-FN9199 rmehtin Ehhez két, egymast
atfedd NSP2gén részletet amplifikaltunk PCR reakcioban. A pémer par szekvenciaja a
kovetked: NSP2_F4: aggaaccggccggaggtcaatc, NSP2 _R4: amaictitfgctcccatagtt,
NSP2_Fb5: ttccgcttaatagaatatcaacgatcc, NSP2_R5ggaggggcaaaggaggtta

A fragmenteket 1%-o0s géibtisztitottuk Promega PCR tisztito kittel (Wizard®/ Gel and
PCR Clean-Up System). A szekvenciakat pPGEM®-T Edsgtor-okba ligéltuk a gyartd
utasitasai alapjan, majd a ligalasi reakciébil4¥myi mennyiségetscherichia coliDH5a
kompetens sejtekbe transzformaltunk. A baktériunszgenziét amplicillin (100 pug/ml) és
kék-fehér szelekciot leh@&té tews IPTG (0,1Mol) és 2%-o0s X-Gal tartalmu LB (Sambrabk
Russel 2001) taptalajra szélesztettik. Az inszéatealmazo fehér szinklonokbdl koldnia
PCR-rel bizonyosodtunk meg az inszert jelentdték kivalasztott pozitive.coli baktérium
koléniakbdl a transzformans plazmidokat QlApreprSpiiniprep Kit-tel végeztik a gyartd
altal megadott protokol szerint. A tisztitott pladokban |€% inszert szekvencia
meghatarozasa a lancterminacios eljarason alapzdivenalassal (Sanger et al 1977)
végeztettik el a BIOMI Kft-vel (Goddl). A kapott szekvencia adatokat DNASTAR Segman

szamitégépes programmal dolgoztuk fel.

3.3.5.  Szintérkép szinkoddjai

Dolgozatomban hasznalt kdd szerint az anyai hondtdtiggarga, a heterozigétat zold, az apai
homozigotat ciklamen, a nem anyai homozigéta gpoeti metalkék és a nem apai

homozigotat vilagoszold szinnel jel6ltik, s mindextel tablaban kezeltik.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Medicago truncatula szimbiotikus mutansok vizsgalata

Munkam soran kétMedicago truncatulamutanst vizsgéltam, melyek a szimbiotikus
nitrogénkoétés folyamataban szenvedtek hibat. A ngek a S. R. Noble Foundation
(Ardmore, OK, USA) gyors neutron besugarzassdalitott mutans gfjteményébl
szarmaztak. A novényeket egyomttes és gyors mutanskeresési sorozatban azotdaisitot
szimbiotikus nitrogénkotésben hibas noévénykeént,| ammbiotikus kordimények kozott
nevelve mutattak a nitrogénhiany jellegzetes tiihedemutans fenotipus meditéséhez és
részletesebb jellemzéséhez a novényeket kototbgéit nem tartalmazo tapkdzegben
neveltik és vizsgaltuk hét hétt8inorhizobium medicaéertézést kdveien. Szimbiotikus
korilmények kozott a fezést kovei negyedik héten mar latszédtak a nitrogénhiany
jellegzetes tiinetei a mutans ndévényeken. A mutémények gyengébb ndvekedék voltak

és kisebb, halvanyzold méiideveleket fejlesztettek a kontrol vadtipust noekinez képest
(9. és 11. &bra). A ndvények szaran antocidnofnelgziés figyeltink meg, ami felteléetn a
tapanyaghiany okozta stressz kodvetkezménye. Ambanya novényeket kotott nitrogént
tartalmazo talajban neveltik, ezek a fenotipustgehék nem voltak detektalhaték a mutans

névényeken.

A tapkozegBl a fertbzést kovet hetedik héten kiemelt NF-FN9199 (Noble Foundatieast
Neutron) jeli mutans novények gyokerén nem taldltunk szimbistigliinéket (10. abra).
Ebbsl arra kovetkeztettiink, hogy az NF-FN9199 mutan®téen a szimbiotikus
kolcsbnhatas mar a korai szakaszban elakad és énygvem képes nitrogénkogumd

kialakitdsara, in. Nod- mutans.
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9. abra: NF-FN9199 mutans és Al7 vad tipusu novényeleriotipusa 7 héttelS.
medicae fert6zést koveben. A mutdns noévényeken jol lathatébak a nitrogénhiany

okozta a fenotipusos tinetek. Lépték: 1 cm. (Gé¢aD13.)

10.4bra: A: NF-FN9199 mutans és Al7 vad tipusu novéngyokere hét héttel a

Killtetés ésS. medicae-vel valo lefert6zés utan.Mig a vad tipusd ndévény gyokerén
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lathatéak a gudk (néhany jol lathatdé guénpiros nyillal jeldlve), a mutans gydkerén
egyaltalan nincsenek (Nod-). Lépték: 1cm. (GGi®013)

A NF-FN9285 mutans gyokerén kejgltek szimbiotikus guék, de azok a vad tipusu
gumokhoz képest kevesbé fejlett, apro diknwvoltak és szamuk sokszorosa volt a vad tipusu
noveényekhez képest. Az mutans gyokérerddgtt gtinbk mind fehérek voltak, jelezve, hogy
ezek a gurdk nem tartalmaztak leghemoglobint (11. abra). Aémyyv és a gyokérglin
fenotipusabdl arra kdvetkeztettiink, hogy az NF-RB&Mutdns nem volt képes hatékony

nitrogénkotésre és a gyokerén Fix- (ineffektiv) gurkeletkeztek.

NF-FN 9285

11.abra: A: Al7 vad tipusu gums és B: novény illetve C: NF-FN9199 mutans
noveények és D: azok gui. Léepték: A, D: 1mm, B, C: 1cm. (G6d6)12013)

42. A mutans Il0kuszok Kkromoszomalis helyzetének
megallapitasa
Kisérleteink kovetkez szakaszaban elvégeztik a mutans I0kuszok genédika@phelyének

meghatarozasat. Ezzel egyrészt informaciot szelettiina nyerni, hogy nem egy korabban
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mMAas azonositott szimbiotikus mutans lékusszal vamlgunk, masrészt célunk volt, hogy
elékészitsik a mutaciét szenvedett gén azonositasétyetm pozicionalis klénozassal
terveztink elvégezni. A genetikai térképezésheM&K Novénygenomikai Csoportjadban
mar eballitottak szegregald populaciokat a két szimbigtiknutans keresztezésével. A két
Jemalong genetikai hatterrel rendelkemutanst egyM. truncatula A20 genotipusu
ndévénnyel keresztezték és az F1 hibrid novény domzépaval allitottdk élaz F2 szegregald
populacidkat. A genetikai térképezéshez az NF-FRMRA20 F2 populacié 29, mig NF-
FN9285 x A20 F2 populacio 24 egyedét hasznaltamghde&roztuk az F2 egyedek
szimbiotikus fenotipusat a korabban leirtak szerkdtdtt nitrogént nem tartalmazo
tapkdzegben. Az NF-FN9199 F2 nemzedék 29 nowdmgupan 3 névény volt Nod-, ami
jelezte a torzult szegregélési aranyt az F2 pomban. Az NF-FN9285 populacio 24
novenyldl 5 mutatott Fix- fenotipust, azonban 4 névényneknntudtuk megallapitani a
fenotipusat, mert elpusztultak a fenotipus kiéftédésége eitt, vagy pedig a névények
gyenge fejlettsége miatt nem volt lehetséges atiigm® biztos megallapitasa. Habar a két
mutans I6kusz szegregalasi aranya eltért a vars8egregalasi aranytol, ennek ellenére az
tant legvalosziibbnek, hogy a mutans fenotipusok egygénes recessxion érokbdtek. A
vad fenotipust noévények genotipusa ezzel szembertele homozigéta vad tipusu vagy
heterozigéta. Igy a novényeket fenotipusuk alapjén genotipusos osztalyba sorolhattuk:

homozigota mutans (A17 genetikai hattérrel) és hemozigéta mutans.

A genetikai térképezés kovetkelpéseként szerettilk volna meghatarozni, hogy tmsu
l6kuszok mely kapcsoltsagi csoportba térképaek (durva térképezés). A térképezéshez
kivalasztottunk a. truncatulamind a nyolc kapcsoltsagi csoportjan 2-3, egymdatmlabb

e markert, melyekre meghataroztuk a szegregaldé populegyedeinek genotipusait. A
genotipusok genetikai analizisével vizsgéaltuk aofiusok és a genetikai markerek
kapcsoltsagi viszonyait. A durva térképezés meneii@éid a nyolc kapcsoltsagi csoportra
nézve az NF-FN9285 x A20 F2 szegregal6 populaciotatom be. Szemléltetés céljabol egy,
a génnel nem kapcsolt (12. abra) és a génnel kihgegucsoltsagi csoport (13. abra) két-
harom markerre meghatarozott szintérkép lathatGphbdi kapcsoltsagi csoport abrajat

helyhiany miatt nem tudom bemutatni.
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12.4abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregal6 populacidisterképe a hetes
kapcsoltsagi csoporton két markerre nézveA markerek és a fenotipus k6z6tt nincs

kapcsoltsag.
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13.abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregaldé populacid istérképe a négyes
kapcsoltsagi csoporton harom markerre nézveA genetikai markerek és a fenotipus

kozott kapcsoltsag mutathato ki.

Els6 lepésként tehat meghataroztuk a mutans fenotipestményez genetikai lokuszok
térképhelyzetét. Kapcsoltsagot az NF-FN9199 mulidinssz esetében a harmas kapcsoltsagi
csoporton (14. abra), NF-FN9285 ndvénynél a nédygxsoltsagi csoporton talaltunk. A
térképpoziciot pontositva mindkét mutans fenotipplgan genetikai régidéba térképeztik,
amelyben mar kordbban azonositott szimbiotikus Igéme elhelyezkednek. Annak
eldontésére, hogy az Ujonnan azonositott és a londnitansok allélikus kapcsolatban

vannak-e F1 allélteszt kivitelezésével terveztiégézni.
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14. abra: Az NF-FN9199 x A20 szegregalo populaciaiatérképe a harmas kapcsoltsagi
csoporton A markerek és a fenotipus k6zott kapcsoltsag van.
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A mutdans l6kuszok és ismert szimbiotikus fenotipusok allélvizsonyainak
vizsgdlata

A mutans l6kuszok allélviszonyainak eldontéséheklgdN9199 és NF-FN9285 mutidnsokat
0sszekereszteztik azokkal az ismert mutansokkdlekdiasonld6 kromoszomalis regidba
térképeddtek a korabbi irodalmi adatok alapjan (Kalé et 2005. Bourcy et al. 2013,
Domonkos et al. 2013). Ha ugyanabban a génbemtdaténutacié a két szibben, akkor a
keresztezés eredményeként kapott hibrid novényetutans fenotipustak lesznek. Abban az
esetben, ha nem ugyanabban a génben hibasak, Rkkatddaik vad fenotipust mutatnak,

mert a mutans géneket a masik §zjp allélja komplementalni fogja.

4.2.1. NF-FN9199 mutdns allélteszt eredménye

A NF-FN9199 mutans I6kusz kromoszémalis helyzetapjah arra gyanakodtunk, hogy
ugyanabban a génben kovetkezett be mutacié az NAFNmutans ndvényben, mint az
nsp2Nod- mutansban (Oldroyd & Long 2003, Kal6 et &032). Vizsgaltuk az F1 hibridek

szimbiotikus fenotipusat, ami alapjan el tudjuk tédmaz allélikus viszonyokat.

Az nsp2 x NF-FN9199 keresztezés 6t esetben volt sikeredynmak eredmeényeként 24
magbol 20, mig az egy reciprok keresztezés esetdilermagbdl 9 ndvényt tudtunk
felneveltni. A szibi vonalak F1 utdédai mind mutans (Nod-) fenotipusuakak (15. abra).
Ebbsl arra kdvetkeztethettiink, hogy a két névény ugphaa a génben mutans. A 16. dbran

az alléltesztben résztv@wnovenyeket reprezentalo 1-1 ndévény lathato.
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NF-FN9199  Jemalong  NF-FN9199 x nsp2

15. dbra: NF-FN9199 nsp2 mutansok, Jemalong vad tipusu Medicago truncatula
névények, valamint a két mutans keresztezésébszarmazo hibridek (fehérrel
bekeretezve) 6 héttel Sinorhizobium medicae-vel valefertézés utan kotott nitrogént
nem tartalmazé homokos-zeolitos névénynewuitalcdban. Az F1 hibridek mutans
szimbiotikus fenotipustak, angibarra kdvetkeztetiink, hogy a mutans ézdhalak
ugyanabban a génben hibdsak. (G&J@013.)
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16. &bra: A: NF-FN9199 mutans, Bnsp2 mutans, C: Jemalong vad tipusu, D,E,F: a
két mutans harom keresztezési esemeény@iszarmazo F1 hibrid. 6 héttel a csirak
killtetése ésinorhizobium medicaeel valo lefer6zése utan. Léptek: 1cm. (Godpll

2013.))

Az eredmények arra vilagitottak ra, hogy a NF-FN®h8vény mutans fenotipusat H5P2
gén mutacidja okozzaAz eredmények tukrében megkezdtik az NF-FN9199 msutd
ndévényben alSP2gén szekvenalasat, hogy pontosan azonosithasaukaaiot.

4.2.2. Az NSP2 gén szekvencidjanak meghatdrozasa az

NF-FN9199 mutans hattérben

A novényldl két, egymast atfédkontigot szekvenaltunk, mely lefedi &SP2gén kodold
szekvenciajat (17. abra). A meghatarozott szekaerigszehasonlitottuk a vad tipud8P2
szekvenciaval, és nem talaltunk kilénbséget az N&1B9-es mutans és a Jemalong
szekvencia kozott. Az allélteszt egyértébn mutatta azmsp2 és NF-FN9199-es mutans
noveények allélikus viszonyat, ezért a tovabbiaklzanNSP2 gén szabalyozd régidinak
(prométer, 3 nem transzlalodo régid) szekvencisy#tatat tervezzik elvégezni, mert
valosziriileg ezekben a régiokban kovetkezett be mutacio.
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17. &bra: A szekvenciameghatarozds soran hasznalrimerek a lilaval jelolt
NSP2 F4/R4 és a kékkel jelolt NSP2 _F5/R5, melyek yegast atfeds
fragmentumokat fognak at. A fels6 szamsor a bazisparok szamat jelenti, a
nyilacskak pedig a primerek kapcsolddasi helyéiré@syultsagat a szekvencian. Az
egymassal szemben allo primerek segitségével &kkéudl szakaszt amplifikaltuk fel

a PCR soran és ezeknek a fragmentumoknak a szeé&jéiataroztuk meg.

4.2.3. NF-FN9285 mutdns allélteszt eredménye

Az NF-FN9285 mutans lokuszhoz hasonléan a négypsskitsagi csoport kozépes also

al. 2013) és a 13U (Domonkos et al 2013) mutangolegis. Annak eldontésére, hogy a NF-
FN9285 mutans valamelyik méasik mutansnak lehetiéljal itt is elvégeztik az F1
alléltesztet. Korabban az MBK Novénygenomikai Csgpban végzett kisérletebtudtuk,

hogy a 13U és dnf2mutansok egymasnak nem alléljei.

A keresztezéseket oda-vissza elvégeztik, végergdmdgn 72 db magot kaptunk, melyékb

dsszesen 67 novényt neveltink fel. Ezek megosal&daetked volt:

e 13U x NF-FN9285 - 27db mag

*  NF-FN9285 x 13U - 5 db mag } 26 novén
*  NF-FN9285 xdnf2- 5 db mag

- dnf2x NF-FN9285 - 25 db mag } 41 noveny

A képen (18. 4bra) az allélteszt 6 hetes novéngihhatéak a novényneweltalcan
szimbiotikus kortlmények kdzoétt nevelv&ijorhizobium medica@/SM 419 LacZ torzsével
lefertszve). Bal oldalt a kontroll névények, fehérrel bekezve a mutans ssltél szarmazé
F1 hibridek. A kontroll névényeknél j6l megkulonbéthetiek a mutansok, melyek nitrogén
hianyaban kisebbek és halvanyabb z6ldek a vaduii@hsA hibridek 18 termégbszarmazo
magokbdl nevelt nbvények, vagyis 18 keresztezédirkdt eredményei. Déhtdbbségben az
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utédok vad fenotipust mutatnak, mely arra engeceti@ztetni, hogy a keresztezett mutans
szubvonalaknal mas-mas génben van a mutacié. Harombeesetzonban, melyet
narancssargaval jeloltiink, az utédok mutans feostimutattak. Ennek oka feltetieh az,
hogy az anyandvény Onbeporzassal termékenyilt wegyis a magok nem keresztezés
eredményei voltak. Ez nem cafolja aghddi kovetkeztetést, miszerint mas génben mutansak a
szubvonalak, hisz akkor a keresztezés egyaltalan nednmeinyezett volna vad fenotipusu F1

utddokat.

m NF-FN9285 DNF2 NF-FN9285 x 13U
. DNF2 x NF-FN9285 DNF2 x NF-FN9285

B s 7 13U 13U x NF-FN9285
> U ‘ @ -FN9285 x DN l
Y o - 3 ot » - = e

18. dbra: NF-FN9285dnf2 és 13U mutansok, A17 vad tipusu névény, valaminza
NF-FN 9285 a masik két mutanssal tortéé keresztezésél szarmazo F1
novények (fehérrel bekeretezve) 6 héttS. medicae-vel valé leferi6zés utan,
kotott nitrogéntol mentes, homokos-zeolitos ndvényaveb talcaban. A: dnf2 x
NF-FN9285 és B: NF-FN9285 x 13U keresztezé#ebzarmazo F1 hibrid gun®i.
Az F1 hibrid névények és giiik vad fenotipustak, amibarra kévetkeztetlink, hogy
a mutans szilonalak kilénb6& génben hibasak. (G6d6)12013.)

Az eredmények tikrében, miszerint az NF-FN9285 nyvautans génje nem allélja sem a
dnf2nek, sem a 13U mutans génjének, a genetikai tédésp folytattuk annak érdekében,

hogy a mutacio térképpoziciéjat pontositsuk. Ekéztmyabbi morfoldgiai vizsgalatoknak is
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alavetettik az NF-FN9285 ndvényt, melynek soram@rarh, alléltesztben résztuewmutanst
is 6sszehasonlitottuk egymassal és a vad tipusénngrel.

4.3. Az NF-FN9285 mutdns novény tovabbi morfoldgiai

vizsgalatata és 6sszehasonlitasa a dnf2 és 13U mutansokkal

A dnf2, 13U és NF-FN9285 mutansok, valamint a vad tipjusiények morfoldgiai vizsgélata
azt mutatta, hogy a négy novény kdzul az NF-FN9288lelkezik a leggyengébb névekedési

eréllyel (19. abra).

19. abra: A: A17 vad tipusu, B: NF-FN9285 mutans, @3U mutans, D:dnf2 mutans
novények kotott nitrogént nem tartalmazo, homokos-olit tapkézegben A fotd 7
héttel a csirak kitiltetése 8s medicaarel valo leferézése utan készuiltek. Lépték: 1 cm.
(Godolb, 2013.)
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4.3.1. Az NF-FN9285 mutdns névény
gliimomorfologidja

A gyokerek és gugk mikroszképos vizsgalata soran azt figyeltik meagy mind a harom
mutans Fix-, vagyis a gufk kialakulnak, de azokban felteleh nem folyik hatékony
nitrogénkotés. Megfigyeltik még, hogy egyik mutakisény sem rendelkezik a vad tipusura

jellemzs hosszukas, halvany rézsaszines @&kkel, hanem nagyobb mennyiség
kerekdedebb forméju, kisebb méregiinot fejlesztettek (20. abra).

20. abra: A: A17 vad tipusu, B: NF-FN9285, C: 13U<£D: dnf2 mutans névenyek
gyOkérzetének részleteNitrogénmentes tapkézegben nevelkedtek a novérykkpek
8 héttel a csiralks. medicaerel vald leferbzése utan készulteA mutans névény
gyokérzetét kdzelebbrmegvizsgalva lathatéak a kis, nagy szamban jélérginok.
méretarany: A, B: 2 mm, C,D: 1 mm. (G6d;I2013.)

Annak eldontésére, hogy a mutans ¢ina szimbiotikus koélcsonhatas mely fazisaban
szenvedtek hibat, gitmetszeteket készitettiink és vizsgaltuk a baktégubziés mértéket a
gumokben. A noévényeket egiacZ markergént hordoz&. medicaddrzzsel ferztik, ami

lehetvé tette a baktériumok jelenlétének vizsgal@ajalaktozidaz aktivitas vizsgalataval
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(X-gal festés). A csirak killtetése és rhizobiummalo lefer6zése utan hat héttel NF-
FN9285, dnf2 és 13U mutans novényekr valamint a vad tipust Al7 novéidirvett
gumokbol készult metszetek fénymikroszképos kéfiélatszik (21. abra), hogy a mutans
novényekben valéban mas-mas ponton akad el a smmbkialakulasanak folyamata,
valamint mindharom mutans masként reagal a mikrgdanlétére. A 13U ésdnf2
muténsokban elvétve lathaté a baktériumok jelerdétdtalé kék elszinédés. A dnf2
mutansban masodlagos sejtfalvastagodas is medigfetloleg az infekios zénaban (21.
abra, sargas elszirt@es). Az NF-FN9285 néveny gimmetszete ehhez képestéetanézésre

a vad tipusu guth6z hasonld, azonban a nitrogérikétnaban sokkal kevesebb baktérium
jelenlétére utalo kék elszin@es figyelhet meg. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ebben a
mutansban egy, a szimbiotikus nitrogénkdotés folytamak kéébbi Iépésében szerepet jatszo
gén szenvedett hibat, és ez a gén feltamet baktériumok fennmaradasaban (perzisztencia)

és a hatékony nitrogénkotésben jatszik szerepet.

21. abra: LacZ markergénnel rendelked S. medicae-vel valo fert6zés utan 6

héttel késziltM. truncatula névények 70 um vastag gufmetszetei X-Gal festést
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kovetéen. A kék szin a baktériumok jelenlétére utal. A: Jemg, B: NF-FN9285, C:
13U és Ddnf2 Lépték: A: 0,7 mm, B, C, D: 1 mm. (God#l2013.)

Annak elddntésére, hogy a mutans ndvényekben nyalfiigh-e valamilyen &fs patogén
valaszreakcio, a glitmetszetek egy részét toluidikék festésnek vettedtak(22. abran). A
toluidinkék festék a nukelinsavakat kékre szinégy, a baktériumokkal teli sejtek is kékes
elszineddést kapnak. A vad tipuslu géimés valamennyire az NF-FN9285 ginmathatdak

a kékes sejtek, a masik két mutans esetében alig. 84 elédleges sejtfalvastagodéas

rézsaszines, jol latszik dnf2 mutans gujén a masodlagos sejtfalvastagodas, melyet a
festék turkizes zoldre szinez.

22. abra: S. medicae-vel valo fert6zés utan 6 héttel készilt toluidin kékkel festett@ p

vastag gumékmetszetek.A: Jemalong, B: NF-FN9285, C: 13U, DOnf2 Lépték: 1 mm
(Godolb, 2013.)
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4.4. Az NF-FN9285 mutans novény genetikai térképezése

Az NF-FN9285 novény az eddigi adatok alapjan egyigedem ismert Gj mutans. Terveink
szerint a gént szeretnénk azonositani, amihez &ipoalis klonozas modszerét szeretnénk
hasznalni. Ehhez szikség van a mutans [0kusz mpo@tosabb térképpozicidjanak
meghatarozasara. Ezért tovabbi genetikai markeresg&lataval tovabb folytattuk a NF-
FN9285 mutans I6kusz térképezését. A markerek ssggfivel megallapithatjuk, hogy a
kromoszoma bizonyos pontjan az egyes novények higdiaz mutans, homozigota vad
tipust vagy heterozigéta genotipussal rendelkeziMikél tobb egyezést és kevesebb
ellentmondast talalunk a névények fenotipusa éstgmmsa kdzott, vagyis minél nagyobb
mértékben koszegregal a tulajdonsag a genotipuasall kozelebb kerllink az adott

Ve

A térképezéshez a rendelkezésre &0 truncatula markereket alkalmaztam (Choi et al.
2004, Mun et al.,, 2006, www.medicago.org). A maekee tervezett primerekkel PCR-t
végeztem az F2 szegregald populacio 24 névenyérd® buintéit felhasznalva. A PCR
termékeket gélelektroforézissel elvalasztva, a nmgek hosszkilénbsége alapjan
meghatarozhaté volt, hogy az adott egyed homozigdtgai, homozigéta apai vagy
heterozigéta genotipussal rendelkezik az adott dbku nézve. Példaként a h2_49el6b

markerrel tortéé genotipus meghatarozast mutatom be a 23. abran.

e —— t _a_—t::— . . — —

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 Al17 A20 —

23. abra: Az F2 térképed populacio és a szidvonalak genotipusa a h2_49e16b
markerre nézve.A felss fragmentek homozigéta A17 (a mutans névények geaiet
hattere) genotipust, az also fragmentek pedig h@atazA20 genotipust, a dupla sav

pedig homozigéta genotipust jelent. (G6EGH013.)

Az NF-FN9285 mutans kapcsan mar kapcsoltsagotualkatobb marker és mutans fenotipus
kozo6tt a négyes kapcsoltsagi csoporton. Ezen a dsaéman folytattuk a térképezést, és a
régidban taladlhatéo markerek segitségével a mut@nmpgzicidjat pontositani tudtuk. Azonban

a kevés egyedib all6 szegregald populacio és azon belil a négm meeghatarozott
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fenotipusu egyed — és dilkdvetkedien a nem elegefidszamu informativ rekombinans-
hatért szabott a térképpozicié pontositdsanak.

Az 24. abra szemlélteti a kromoszéman elhelye&kadrkereket, s azt, hogy mely markerre
nézve allapitottuk meg a szegregaldo populacio dgensdt. Az egyedek genotipusat

szintérképpel jelenitjik meg (Kiss et al 1998).
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24. abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populécszintérképe a négyes

kapcsoltsagi csoportonA predesztinalt genotipusok szinkddja az eredetiml@anyabb
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szinnel vannak jel6lve. Fekete vonallal vannaklyel@ mar azonositott, szimbiotikus

nitrogénkotés kialakitasdban résztygének korulbeluli térképhelyzetei, s kékkel je&lv

Ve

Az NF-FN9285 mutans névény genetikai térképezésauddig a megallapitasig jutottunk,
hogy a szimbiotikus nitrogénkoétés kialakitasabaztnée\w mutans gén a négyes kapcsoltsagi

csoporton van és az MtB344 és a mth2-49e15 markeézsitt helyezkedik el.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A két szimbiotikus nitrogénkotésben hibas névergsgalata soran arra jutottunk, hogy az

NF-FN9199 jel mutansban egy mar azonositott génN&P2szenvedett hibat. Ez a gén a
Nod faktor kivaltotta transzkripcidos valtozasokhazikséges. AzNSP2 gén hibdja
szimbiotikus gurh képzésére képtelen mutdns ndvényeket eredményegallsipitottuk,
hogy az NF-FN 9199 mutansban a mutacié nem a gdol&&zekvenciajdban kovetkezett be.
Az allélteszt egyerteliren jelezte, hogy az NF-FN9199-es mutansisiz2 allélja, ezért ugy

gondoljuk, hogy tovabb kell keresni a mutaciotN8P2gén kornyezetében és szabalyozé

V4

V4

térképezeési adatok alapjan az MtB344 és mth2-49edfkerek kdzé térképeztik, melyek
tébb mint 30 cM genetikai tavolsagra vannak egyolasEz a genetikai tavolsag a
genomméretet figyelembe véve tobb tiz Mbp-nyi genosmakaszt jelent. A gén
azonositasahoz elengedhetetlen a régié csotkkentédghez tovabbi térképezési munkara
elészor is a téerkepéz populacid kilbvitesére lesz szikség a §iden, hogy tovabbi
rekombinans egyedeket tudjunk azonositani, valatowébbi genetikai markerek vizsgalatat
is el kell végezni. A gén ismeretének hianyatolgttenil a gén lehetséges szerepének
vizsgalatdhoz mikroszkopos vizsgalatokat végeztédniutans névenyek gyokerén fajiott
gumok vizsgalata alapjan azt feltételezhetjik, hogy ME-FN9285 mutansban hibat
szenvedett gén a szimbiotikus nitrogénkotés egyoltds fazisdban jatszik szerepet.
Vizsgélataink szerint adnf2 és 13U mutansokkal ellentétben az NF-FN9285 mutans
gumgjének nitrogénkd@ zénajaban viszonylag sok sejtjben megtalalhatéddakieriumok.
Ezek alapjan arra kovetkeztettink, hogy a baktéskundifferenciacioja feltehéen
normalisan lezajlik, azonban a nitrogénkotést degakteriummal teli sejtek tartdsan nem
képesek fennmaradni, vagy pedig a sejtek oregedésenilyen oknal fogva felgyorsul.
Ennek kovetkeztében az NF-FN9285 mutans novénykd#ras olyan mértékben a hatékony
nitrogénkoétésre, mint a vad tipusu névények. A geonositasa a jében leheaivé tenné
szamunkra a mutaciot szenvedett gén funkcidjanakopdeltarasat, és szerepének tisztazasat

a szimbiotikus nitrogénkotésben.
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6. 0SSZEFOGLALAS

Dolgozatom témajanak alapjaul a pillangosviragu etlodvény, a Medicago

truncatulaés aSinorhizobium medica@jtrogénkd baktérium kozoétt kialakulé szimbiotikus

nitrogénkoétés szolgalt.

Munkdm célja két, a szimbiotikus nitrogénkotésbeibah szenvedett novény mutans
vizsgélata, és a génazonositashoz szikséges kézoesiek megtétele volt. Vizsgalataink
egyik targya a NF-FN9199 (Noble Foundation — Fagtuthbn) mutans novény, ami
nitrogénkoé gumd kialakitasara képtelen, un. Nod- mutans. Ebbedvamyben a szimbiozis
kialakulasa a szimbiotikus kélcsdnhatas elejénaslald masik szimbiotikus mutans (NF-
FN9285) gyokerén képdtek szimbiotikus guk, de azokban nem zajlott hatékony
nitrogénkoétés, an. Fix- vagy ineffektiv gaknkeletkeztek. Munkam célja a két szimbiotikus
l6kusz genetikai térképhelyének meghatarozasa, @$éF#N9285 mutans szimbiotikus

fenotipusanak vizsgalata volt.

Els6 1épésként meghataroztuk, a szimbiotikus fenotimrstdményez genetikai I6kuszok
térképhelyzetét. Mindkét mutans fenotipust olyamegjai régioba tudtuk térképezni,
amelyben mar korabban azonositott szimbiotikus ké&nhelhelyezkednek. Ezért meg kellett
vizsgalnunk az (] és a korabbi mutansok allélikiszanyait. Az F1 allélteszt eredménye az
jelezte szdmunkra, hogy az NF-FN9199 és a korabbanositothsp2mutansok ugyanabban
a génben hibdsak. A mutacié azonositdsahoz elkezaltiINSP2 gén szekvencigjanak
meghatarozasat az NF-FN9199 mutansban. Az NF-FN9f@8&nssal végzett allélteszt
eredménye azt jelezte szamunkra, hogy ez a muemsahélikus alnf2és 13U mutansokkal,

azaz feltehéen egy 0j szimbiotikus mutanst azonositottunk.

Az NF9285 mutans fenotipusanak vizsgalatahoz vagsti €s mutans novényeket dggZ
markergént hordozd&. medicaetorzzsel feriztem, és[-galaktozidaz festést kowen
vizsgaltam a mutans giiik fenotipusat. Megallapitottuk, hogy a mutans §kinen a
nitrogénkdé zéndban joval kevesebb baktérium talélhato.

Az NF-FN9285 mutansban hibas gén azonositasat inassmn pozicionalis klbnozassal
tervezzik meghatarozni. Ehhez elkezdtik a mutakssi helyzetének meghatarozasat.

Idéhiany miatt egydire tovabbi F2 ndvények vizsgalatat még nem tudtu&gezni, ezért a
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24 egyedBl allé szegregalé F2 populacié DNS mintait haszi@lA M. truncatulagenetikai
térkép molekularis markereinek vizsgélataval potdttsik a NF-FN9285 mutans lokusz
térképhelyzetét a 4-es kromoszoman (LG 4). A géngsohelyzetének megallapitasahoz és a
gén izolaldsahoz tovabbi munkara lesz szikseg, heelebszér a szegregald populacio

kibovitésére lesz sziikség.
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