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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amp - ampicillin

CCaMK - Ca?*-calmodulin dependent protein kinase
CCRH - Colonized curled root hair

cM - centimorgan

DMI 1/2/3 - does not make infection 1/2/3

DNF - defective in nitrogen fixation

DNS — Dezoxi-ribonukleinsav

E.coli - Escherichia coli

EMS - etil-metan-szulfonat

ENOD (early nodulin) korai nodulin gének

ERN — ERF required for nodulation (ERF transcription factor)
Fix - nitrogen fixation

LacZ - B-galaktozidaz gén

NOD - (nodulin) nodulin gének

M. truncatula - Medicago truncatula

NF - Nod faktor

NF-FN - Noble Foundation-Fast Neutron

NFP - Nod factor perception



NFR - Nod factor receptor

NSP — Nodulin signalling pathway

PBS - (Phosphate Buffered Saline) foszfat puffer

PCR — (Polymerase Chain Reaction) Polimeraz lancreakcio
rpm - percenkénti fordulatszam

TAE puffer - Tris-acetate-EDTA puffer

S. medicae, Sm - Sinorhizobium medicae

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



1. BEVEZETES

Az €l6vilagban nagyon sok példat talalunk arra, hogy két é16lény szimbidzisban él egymassal.
A szimbiozis gyakori példaja, hogy egy magasabb rendii él6lény mikroorganizmusokkal él
kolcsondsen elonyds kapcsolatban.  Gondoljunk csak a  kérédzékre, melyek a
benddbaktériumaik és bendéprotozodik nélkiil képtelenek lennének megfelelden emészteni.
Réadasul a kiilonb6z6 bendémikrobak egymassal is szimbidzisban élnek, mert egyik faj
fermentacids terméke a masik energiaforrasat jelenti (http1). Az ember emésztérendszerében is
milliényi hasznos baktérium €1, melyek az emésztést segitik, vitaminokat allitanak eld, és ha a
bélflora egyensulya nem borul fel, mas korokozok elszaporodasat gatoljak meg.
Mezbgazdasagilag és Okologiailag a legfontosabb szimbidzisok a mikorrhiza gombak és

nitrogénkotd baktériumok kdlesdnhatasa a ndvényekkel.

A legtobb magasabb rendli nvény képes arbuszkularis mikorrhiza (AM), - vagyis a mikorrhiza
legelterjedtebb és valosziniileg leg6sibb formajat alkotd gombaival szimbidzis- kialakitasara.
A gomba hifai athatolnak a novény gyokerének kéregsetjeinek sejtfalan és un. arbuszkulumokat
hoznak Iétre, melyek szerteagazd képletek, a novény és a gomba kozotti tapanyagcesere 6
helyszinei. A szimbi6zis soran a névény asvanyi anyagokat (féleg foszfort és nitrogént) és vizet

kap a gombatol, a gomba pedig kész szerves anyagokat a ndvénytol.

Nitrogénko6té baktériumokkal valdo endoszimbidzis 1étrehozasara azonban csak néhany
novénycsalad tagjai képesek. Ezek kozil a leginkabb tanulmanyozott teriilet a
pillangosviraguak (Fabaceae) és talajlakd gram-negativ baktériumok (rhizobiumok) kozott
kialakulo szimbidzis. A ,rhizobium” gy(ijténeve az Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium és Sinorhizobium nemzetségekbe tartozo baktériumoknak. Ez az
interakci6 egy egészen Uj szerv, a gyokérgimé kialakulasdhoz vezet a ndvényen. A glimd
sejtjein beliil (intracellularisan) talalhatéak meg a baktériumok, melyek a 1égkori nitrogént
megkotik és ez a novény szamara felhasznalhaté formava alakitjdk. A szimbidzis
kialakulasanak Iépéseit molekularis parbeszéd kiséri végig a ndvény €s a baktérium kozott,
mely kommunikacié sziikséges ahhoz, hogy a ndvény a mikroorganizmus jelenlétére

megfelelden reagaljon.



Bér a ndvényi valaszreakcid a rhizobiumok €és az AM esetben eltérd, a jelatviteli ttvonalban
koz6s vonasok figyelhetok meg. S6t, az interakcio elsd 1épéseiben ugyanazok a gének jatszanak
szerepet. Mivel a pillangdsviragiiak mind mikorrhiza, mind rhizobia szimbiozis kialakitasara is
képesek, elsérendii alanyai mindkét szimbiotikus kapcsolat vizsgalatanak. A molekularis hattér
megértéséhez vezet§ Gton nagy segitséget jelentenek a Lotus japonicus és a Medicago

truncatula pillangés modellnévények (Limpens & Bisseling 2003).

A pillangésvirdagi ndvények, amellett, hogy a fent emlitett tulajdonsdgaik miatt nagy
jelentéséggel birnak a tudomanyos kutatds szempontjabol, az egyik legfontosabb
novénycsaladnak szamitanak a mezdgazdasagban is. JelentOs fehérje- és olajforrast jelentenek,
emellett pedig nitrogénnel dusitjdk a talajt. Ugyanannyi nitrogént kdtnek meg a Foldon a
baktériumokkal szimbidzisban, mint amennyi nitrogén miitragyat az ipar eldallit. A szdja
(Glycine max) a vilag olajtermelésének tobb mint 50%-at biztositja, a lucerna (Medicago sativa)

pedig igen fontos takarmanyndvény (R Cook 1999).

Angol kutatok tették fel azt a kérdést, hogy milyen kozel allunk a nitrogénkdotésre képes
gabonak mez6gazdasagi alkalmazasahoz? 2050-re a Fld lakossaga elérheti a 9 milliardot, mely
szlikségessé teszi, hogy egyre tobb és tobb élelmiszert tudjunk eldallitani. Nitrogénkotd
baktériumokkal vald szimbidzis kialakitasara képes gabonak kifejlesztésével elméletileg
novelhetd lenne a terméshozam és csdkkenne a miitragyazasi igény. A mikorrhiza jelatviteli
utvonal kezdeti elemei megtalalhatoak a gabonakban, mely Utvonal hasonl6é a rhizobium
jelatviteli utvonalahoz, igy megvaldsithato lehet ez a futurisztikus elképzelés. Ehhez azonban
alaposan meg kell ismerni a ndvény-rhizobium interakcié minden 1épését és minden

szimbiotikus gént (Charpentier & Oldroyd 2010).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Anitrogén korforgasa és a bioldgiai nitrogénkotés

A nitrogén a névények szamara legfontosabb harom makroelem (nitrogén, foszfor, kalium)
egyike. Az atmoszféraban, semleges N2 gaz formajaban, minden hektar felett kb. 80 ezer tonna
nitrogén talalhatd, amig a természetes és mesterséges Okoszisztémak (azaz a termesztett és
természetes novények fogyasztasa) atlagban 150 kg nitrogén évente hektaronként. A levegd 78
térfogatszazalékat nitrogén teszi ki, azonban a legtdbb ¢l6lény ezt ilyen formaban nem tudja
felhasznalni. Bizonyos kékmoszatfajok, ill. nitrogénkdtd baktériumok felveszik a levegébdl a
nitrogént, és ammoniava alakitjak, melybdl utana ammonium-ion lesz. Az ammoénium-ionok

végs6 soron aminosavakka alakulnak.

Az elpusztult él8lények (novények, allatok) teteme a talajba keriil, ahol korhasztd, rothasztod
baktériumok élnek. Ezek tevékenysége folytan a nitrogéntartalmu vegyiiletekb6l ammoniagaz
(NH;) keletkezik. Az ammonia egy része a talajbol tavozik, de keletkezhet bel6le ammonium-
ion (NH.*) és nitrit-ion (NOy), ill. nitrat-ion (NOy) is. Az ammoénium-ion keletkezésekor az
ammonia vizzel reagal. A nitrifikalo baktériumok hatasara lesz az ammoniabdl NO;, ill. abbol
NOs-. Az emlitett ionokat a novények fel tudjak venni. A villamlasok a nitrogénbdl ugyancsak
nitrit- és nitrat-ionokat tudnak 1étrehozni, melyek vizzel reagalva savas esd formajaban jutnak
a talajba. Elnek a talajban denitrifikald baktériumok is, amelyek a nitrogéntartalmii ionokat
visszaalakitjak elemi nitrogénné, amely a 1égkorbe tavozik (1. abra). Ez a novények tobbsége
szempontjabol nem tul szerencsés 1épés, hiszen szdmukra az elemi nitrogén felvehetetlen.
Szerencsére ezek a denitrifikald baktériumok csak anaerob koriilmények kozott aktivak, igy a
szantas, ill. a talajmiivelés soran a talajba bekeriild oxigén jelentésen csokkenti szamukat
(http2)
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1. 4bra: A nitrogén korforgisa a természetben (http3).

A nitrogén megkotése alatt altalaban a semleges, 1égkori nitrogén (N2 — dinitrogén) atalakitasat
értjiik az €él6lények szamara elérhetd (biodiszponibilis) formakka. A nitrogén megkotése tehat
torténhet nem bioldgiai uton, iparilag, kémiai reakciokkal vagy elektromos kisiilések révén az
atmoszféraban (villamlas) és bioldgiai iton, szimbiotikus és nem szimbiotikus nitrogénkotés
révén. Ez utdbbi torténhet talajban vagy vizben és a nitrogén ammoniava val6 redukalasabol
all. Ebben a folyamatban résztvevd fontosabb mikroorganizmusok a kovetkezéek: Azotobacter,
Azomonas és Cyanobacterium. Szimbiotikus nitrogénkotésre csupan néhany baktérium
nemzetség ¢és fajta képes, igy a rhizobia, frankia baktériumok (ez utobbiak nem
pillangosviragnakkal alakitanak ki szimbiozist), valamint Phyllobacterium, Ochrobacterum, és
Methylobacterium nemzetség néhany tagja. A legjelentGsebb ezek koziil a rhizobia
baktériumok és pillangdsviragh ndvények kozt kialakulé endoszimbidzis, mely
diplomadolgozatom témajanak alapjaul is szolgal. Az endoszimbidzis azt jelenti, hogy a
baktérium a ndvényen belill, annak sejtjeiben ¢él, s igy alakul ki a kolcsondsen elényds

egylittélés. Ez a szimbidzis leghatékonyabb formaja.



2.1.1. Szimbiotikus nitrogénkétés kialakuldsa

A talajban rengeteg mikroorganizmus él, de a nvényi gyokerek sejtfala véddpajzsként szolgal
a kartékony mikrobak ellen. A pillang6sviraghh névény gyodkere és rhizobium baktériumok
kozott azonban jelcserét kovetden a mikroba képes bejutni a ndvény belsé szoveteibe és
elarasztani annak sejtjeit, melynek eredményeképpen egy uj ndvényi szerv, a szimbiotikus
giim6 alakul ki. Mindkét fél szamara hasznos az egyiittélés, mivel a giimd belsejében €16
rhizobium baktériumok a névénytdl szarmaz6 tapanyagok energiajanak segitségével képesek a
légkori nitrogéngazt ammoniava redukalni, melyet a ndvény nitrogénforrasként fel tud

haszndlni.

A ndvény és a szimbionta baktérium kozott 1étrejovo parbeszéd elsd eleme a novény altal
termelt flavonoidok (2-fenil-1,4-benzopiron szarmazékok), melyet a gyokér kozelében (a
rizoszféraban) 1év4 baktériumok érzékelnek és valaszreakcioként Gn. Nod faktort kezdenek
kivalasztani, melynek hatdsara a ngvényben Osszetett valaszreakcié indul meg, felkésziilve a
baktérium befogadasara. A flavonoidok a baktérium egy transzrkipcidt szabalyozoé un. NodD
fehérjéhez kapcsolddva aktivaljak a bakterialis nodulacidés (nod) géneket, melyek termékei
felelések a bakteridlis jel molekula, a Nod faktor (NF) termeléséért. A NF egy
lipochitooligoszacharid tipusti molekula, melynek alapstruktarajat a bakterialis nodABC operon
kodolja. Mas nod gének (valamint noe és nol gének) moédositjak és kiilonboz6 ligandokat
(szulfat, acetilcsoport, stb.) illesztenek az alapvazra, biztositva a NF gazdaspecificitasat. A
rhizobium baktériumok és a Nod faktor szamos névényi gént, koztiik sok giimdspecifikus, Gn.
nodulin gént aktival. Ezeket a géneket két nagy csoportra oszthatjuk. Egyik csoport a korai
nodulin gének (early nodulin: ENOD). Ezek a gének nagyon hamar (6rakon beliil) aktivalodnak
NF kezelés vagy rhizobium fertdzés hatasara, azonban késébb, a giimé fejlédése soran is
gyakran mutatnak aktivitast. Ezzel ellentétben a kés6i nodulin gének (NOD) a fert6zést
kovetden tobb nappal kezdenek expresszalodni. Valdsziniileg az ENOD gének a baktériumhoz
val6 alkalmazkodasban és a kolcsonhatas kialakitasaban, a kés6i nodulin gének pedig a glimo

miikddésében (Oldroyd 2007) jatszanak szerepet.

A Nod faktorra adott egyik elsé novényi valaszreakcio a gyokérszorok intracellularis terében
vald kalcium szint megndvekedése (mely arbuszkularis mikorrhiza szimbidzisnal is
megfigyelhetd <Ott & Pott 2011>). A baktériumok megtapadnak a gydkérszéron, melynek vége

begorbiil, mert a ndvekedési pont a gyokércstcsrol athelyezodik a baktériumokkal szembeni
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1

oldalra. gy kialakul az an. CCRH (Colonized curled root hair, vagyis fertzott, begdrbiilt
gyokérszor). A begorbiilt gyokérszor ,,magaba zarja” a hozza tapadt baktériumokat (2. abra).
Miutan ez megtortént, kialakul egy invaginacios befiizédés, az n. infekcios fonal, mely a
gyoOkérszor belsejében fut, és amelyen keresztill a baktériumok bejutnak a gyokér belsd
sejtjeihez. Mindekozben a fert6zési ponttodl tobb sejtrétegnyi tavolsigra, a gyokér belsé
kéregsejtjei koziil par visszanyeri mitotikus aktivitdsat és osztddni kezdenek létrehozva a
giimoékezdemény (giimSprimordium) sejtjeit. A fertézés utan néhany nappal a gyokér felszinén
kidudorodas jelenik meg, és ennek merisztematikus zonajaban sokszorosan elagazodo infekcios
fonalak figyelhetok meg. Késobb a legtobb fiatal giimdsejtben infekcios fonal végzddik, és

ezeket a sejteket elozonlik a baktériumok. (Jones et al. 2007)

2. 3. 4.
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2. 4bra: A fert6z6dés menetének sematikus abraja. (http4): 1: Kémiai felismerés a
ndvény €s a baktérium kodzott 2: A baktériumok megtapadnak a gydkérszoron, ami
bekunkorodik és ezzel egy id6ben megindul a bels6 sejtek osztodasa
(glimGprimordium). 3: Az infekcids fonal kialakul, a baktériumok ezen keresztiil
bejutnak a belso sejtekhez. 4: A giimd kezd kialakulni, a baktériumok pedig
bakteroidda valnak.

Tobbféle NOD fehérje 1étezik, illetve sok rhizobium fajta képes tobb Nod faktor termelésére is
egy id6ben (Jones et al. 2007), azonban nagyfokt specificitas figyelhetd meg a szimbidzis
kialakulasanal, ugyanis csak bizonyos fajta rhizobium baktérium képes kapcsolatba 1épni
bizonyos fajta pillangosvirdgu ndvénnyel. Ezt a specificitast a baktérium NF-a hatarozza meg,
hiszen mas-mas féle NF-t termelnek nem csak a kiilonb6z6 rhizobium fajtak, de akar az egy
fajtahoz tartozo egyedek is. Csak a megfelel partner ndvény képes felismerni a baktérium
szignal molekulait (Oldroyd 2007, Jones et al 2007). A korai ndvényi valaszreakcidkat
(gyokérszor deformaciot, primordium és infekcios fonal kialakulasanak kezdetét) baktériumok

jelenléte nélkiil, tisztitott Nod faktor molekulakkal is ki lehet valtani.
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A nitrogénkdtés hatékonysaga egy ndvényen beliil a baktériumtol fliggéen elég valtozatos lehet.
A novény még azeldtt valasztja meg szimbionta partnerét, miel6tt az elkezdene nitrogént kotni.
Az, hogy a novény mely baktériummal 1ép szimbionta kapcsolatba, nem fligg a rhizobium
baktérium tényleges nitrogénkotd képességeitdl. Ez a ,,naiv”, tokéletlen szelekcido a névény
részérél megadja a lehetGséget a fertézésre és giiméképzidésre olyan baktériumok szamara is,
melyek nagyon gyengén vagy egyaltalan nem képesek nitrogénkotésre, és csupan, mint egy
parazita élnek a novény akar teljesen kifejlett glimdiben. Ezek az ingyenélék mindenhol
megtalalhatoak és komoly problémakat okoznak a gazdak szamara olyan gazdaségilag fontos
novények termesztésénél is, mint a bab vagy szdja. A pillangdsviraguak filogenetikdjaban
sokszor talalkozhatunk olyan esettel, hogy egy novény egyaltalain nem képez giimét. Ez arra
enged kdvetkeztetni, hogy talan az, hogy a névény egyaltalan nem alakit ki szimbidzist, még
mindig kifizet6dobb lehet, mint dldozataul esni ilyen csaloknak. De tapasztaltadk mar a névény
bizonyos foku szelekcidjat is, példaul folytonosan o0sztodd merisztéma szovettel rendelkez6
gliménél sok esetben megfigyelhetd volt, hogy a merisztéma sejtek felhagynak az osztddassal,

ha a baktériumok gyenge nitrogénkotdnek bizonyulnak (Den Herder & Parniske 2009).

2.1.2 Rhizobium baktériumok

A rhizobium baktériumok talajlaké baktériumok, melyek a pillangdsvirdga novényeken egy
kiilonleges szerv, a giimé 1étrehozasat indukaljak. A rhizobiumok a giim8kon beliil, a sejtekben,
a citoplazmatol elkiiloniilve bakteroidokka alakulnak, felkésziilve a megvaltozott

¢életkoriilményekre €s anyageserére, képessé valnak a 1égkdri nitrogén megkotésére.

A rhizobia baktériumok osztalyozasa még ma is folyamatban van. A legelsé kisérletek a
baktériumok elnevezésére a gazdandvényiik alapjan tortént. Késébb Fred és munkatarsai (1932)
megalkottak a Rhizobium nemzetségnevet ¢és azt javasoltak, hogy az osztalyozas torténjen a
baktérium giimoéképzési formaja alapjan, kihangsulyozva a gazdanovényt. A *60-as években
Norris (1965) a rhizobiumokat biokémiai tulajdonsagaik alapjan csoportositotta, de ennek a
megkdzelitésnek meg voltak a hidnyossagai. A ’70-es években a szekvenalasi modszerek
kidolgozasa megalapozta a mai napig hasznalatos osztalyozasi modszereket. A konzervalodott
DNS régiok, gének vagy génszakaszok felismerésével vilagossa valt, hogy ezek —és folega 16S
rRNS- a legjobb markerek a baktériumok kozti kapcsolatok felderitésére. Az 1984-ben
megjelent bakterologiai kézikonyv (Krieg & Holt 1984) még csak két rhizobia nemzetséget

(Bradyrhizobium, Rhizobium) tartalmazott négy fajjal. Azéta sok mas genotipusu és fenotipusti

12



variaciot irtak le. A szekvenalasi technikak és a PCR technologia megjelenése 1j nemzetségek
leirasahoz és a meglévék ujragondolasidhoz vezetett (Sahgal & Johri 2006). 2003-ig 36
rhizobium faj oszlott meg hét nemzetség kozott. 2007-re 44 giimdképzd baktériumot ismertek
11 nemzetségben (Sahgal & Johri 2006). Egy tjabb, 2012-es publikacid szerint azonban nem
csak a ,,jol ismert” rhizobium baktériumok képesek nitrogénkotésre. 11 nemzetség 56
baktérium faja bizonyult eddig szimbionta nitrogénkotonek, koztik a Phyllobacterium,
Ochrobacterum, és Methylobacterium nemzetség néhany tagja, melyeket eddig szimbiozisra
alkalmatlannak tartottak (Huang et al. 2012).

2.2. Medicago truncatula, mint modellnévény

TG6bb termesztett pillangosviragu fajnak van jol feltérképezett genomja (pl. Glycine max, Pisum
sativum, Medicago sativa, sth.). Azonban a nagyméretii genom, rengeteg ismétlddé szakasz,
poliploidia vagy a nehézkes transzformacids rendszer mind-mind megnehezitik ezeknek a
fajoknak a molekularis vizsgalatat. fgy a kutatok sziikségesnek érezték, hogy talaljanak olyan
fajokat, melyek modell novényként funkcionalhatnak a pillangosviraguak bioldgiai
kutatasaban. Legigéretesebb modell névénynek a Medicago truncatula és Lotus japonicus
bizonyult, bar mas ndvényeket is megkiséreltek pillangds modell névényként alkalmazni
(Melioti alba, borsé <Pisum sativum> vagy a szoja <Glycine max>). Az egy-egy novényfajra
vald fokuszalas eredményessége nyilvanvald, gondoljunk csak az Arabidopsis-ra, a kétszikiiek

modell ndvényére.

Tobb oka is van, amiért a Medicago truncatula alkalmas arra, hogy pillangds modell
novényként hasznaljuk. Diploid (a tetraploid lucernaval ellentétben), kisméretii genomja van (8
kromoszéma, ~5 x 108 bp), ontermékenyiils, de keresztezésre alkalmas, bé terméshozamu,
gyorsan valt nemzedéket. Sokféle Okotipust gyiijtottek a ndvény szarmazasi helyérdl, a
mediterrdn régiobol és mivel a kiilonb6zé populaciok mas-mas fenotipusos jelleggel
rendelkeznek (Ggy, mint novekedési erély, virdgzasi idd, szimbiotikus specificitds vagy akar
rezisztencia) kivaldo genetikai forrast jelentenek ezek a tulajdonsagok a genetikai
vizsgalatokhoz. Ezen kiviil genetikailag kozelebb all a termesztett pillangésnévényekhez, mint

a Lotus japonicus (R Cook 1999).
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2.3. A szimbidzisban szerepet jatszo jelcserék a novény és

a mikroba kozott

A szimbiozis kialakitasaban résztvevd gének koziil tobbet mar sikeriilt azonositani. Ezeket a
géneket a folyamatban betdltott szerepiik alapjan hiearchikus sorrendbe lehet allitani. Az NFP
noévény semmilyen valaszreakcio adasara nem képes Nod faktor hatasara. Az NFP (Nod factor
perception) a LysM receptorcsalad tagja és a gyOkérszOrgorbiilésben, a transzkripcids
valtozasok indukalasaban, majd késobb a baktériumok gyokérszéron at vald bejutasaban jatszik
szerepet. A DMI1 és DMI2 (does not make infections — ,nem képes fertézni”) gének
sziikségesek a gyOkérszOrok sejtjeinek citoplazmajaban 1évé Ca koncentracié periodikus
megemelkedéséhez (,,Ca spiking™). A sejtekbe valo Ca2* bearamlas utan a DMII fehérje a
sejtmag membranjaban elhelyezkedve kation csatornaként miikddik (3. abra). Ha a gén
funkciojat veszti, akkor a ,,Ca spiking” valaszreakcid nem valosul meg. Ezt a fehérjét a
zarvatermOkben erésen konzervalddott gén kodolja és egy 6srégi ndvényspecifikus ,,innovacid”
képviseldje lehet, mely a mikorrhiza kapcsolat kialakulasahoz jarult hozza (Ané et al 2004). A
Medicago truncatula dmil és dmi2 mutinsokban gyenge NF vélaszreakcio figyelhetd meg, ami
azt jelenti, hogy ezekben a mutansokban a NF gyokérszorgorbiilést indukal, de nem valt ki ,,Ca
spiking”-ot vagy szimbiotikus gének indukcidjat. A dmi3 mutansok hasonléd fenotipustiak a
dmil és dmi2-h6z, azonban a NF ezeknél a novényeknél indukalja a ,,Ca spiking”-ot (Mitra et
al 2004). A DMI3 a Ca?* -kotd kalmodulin fiiggd kinazt (CCaMk) kodol, ami sziikséges a
sejtosztddas meginduldsahoz a gyokér kéregsejtjeiben és a szimbidzis kialakulasdhoz sziikséges
transzkripcids valtozasok indukalasdhoz. A CCaMK-nak azonban nincs szerepe a gyokérszor
gorbiilésében és a baktérium behatolasaban, melybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ezekhez
mas kozvetitd molekuldkra van sziikség. A DMI2 egy leucin-gazdag receptor kinazt kodol,
mely a baktériumokat végérvényesen kdrbedleld, begorbiilt gydkérszor kialakulasat segiti eld
(Endre és mtsai. 2002). A dmil, dmi2 és dmi3 mutansokban a mikorrhiza szimbidzis kialakulasa
is hibat szenved, jelezve, hogy ezek a gének szerepet jatszanak mind a nitrogénkotd, mind a
mikorrhiza szimbi6zisban (Ané et al 2004). Két transzkripcidt szabalyozé elem, NSP1 és NSP2
(nodulin signalling pathway) is sziikséges a Nod faktor kivaltotta transzkripcios valtozasokhoz

(Smit és mtsai. 2005, Kalo és mtsai. 2005).
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“Calmodulin )

3. abra: A NF szignal utvonal kezdeti 1épéseinek génjei és fehérjéi , valamint az
altaluk kivaltott fontosabb molekularis valaszok (Jones et al 2007).

2.4. A szimbiotikus giimo

A baktériumok a giimdésejtbe endocitozissal keriilnek be. Az infekcidos fonal sejtfal nélkiili
végér6l tehat baktériumokkal teli vezikulumok fiizddnek le, melyek korbeveszik a
baktériumokat. A rhizobiumokat tartalmazo6 ndvényi sejtmembrannal hatarolt sejtszervecskéket
szimbioszomaknak hivjuk. A szimbidszémaban a baktériumok fizioldgiai és morfologiai

valtozasokon mennek keresztiil és nitrogénkdotd bakteroidokka differencialddnak. Sok ndvényi
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¢és bakterialis gén felelds azért, hogy a bakteroidok atalakulasa sikeresen megtorténhessen, €és
hogy taléljenek a megvaltozott koriilmények kozott a ndvényi sejten beliil (Jones et al 2007).
Ezeknek a gének felderitésére kiilonb6z6 szimbiotikus mutans pillangdsviragh névény és

rhizobium baktérium all rendelkezésre.

Kétféle giimétipust ismeriink. Az indeterminalt giimének (4. és 5. abra) egy folyamatosan
osztddd merisztémaja van, amely folyamatosan hozza 1étre az uj sejteket. Ez a giimétipus a
mérsékelt égovi pillangosviragn névényekre jellemzd, pl. Medicago truncatula és borso (Pisum
sativum). A keletkezett sejtek az indeterminalt giimdben egy fejlodési gradienst képeznek, és a

sejtek fejlodési allapotuktol fiiggden kiilonbozo zonakban helyezkednek el (4. abra):

1. l-es zbna: A giimd csucsan aktiv merisztéma van, itt képzédnek folyamatosan a giimo
sejtjei, mely késobb differencialodik az ezt kovetd zonak szovetéve.

2. ll-es zona: A merisztéma alatt talalhato az infekciés zona, melyet rhizobium
baktériumokkal teli infekcios fonalak haldznak be, és az ebben a régioban talalhato
sejtekbe jutnak be a rhizobiumok. A sejtek mérete ebben a zénaban mar nagyobb. A
ndvényi sejtosztodas mar megallt, de a sejtek novekednek.

3. All-es és IlI-as zona kozott helyezkedik el a par sejtrétegbdl allé atmeneti zéna. Az itt
talalhato sejtekbe a mar bejutott baktériumok novekednek és szimbiotikus, nitrogénkotd
bakteroidokka differencialodnak.

4. 1ll-as zona: A nitrogénkotd zona baktériummal teli sejtjei mind tartalmaznak egy nagy,
kozponti vakuodlumot és citoplazmajuk tele van aktiv nitrogénko6td bakteroidokkal. A
novény ezeket a sejteket leghemoglobinnal latja el, melytdl a gimdk halvany rézsaszin
elszinez6dést kapnak (5. abra).

5. 1V-es zona: Az eloregedd zonaban a ndvényi sejtek és a benniik 1évo bakteroidok szama
csokken, itt zajlik a lebomlasuk. Rozsaszines helyett halvanyzold elszinezddés

figyelhet6 meg a szétes6 leghemoglobin kévetkeztében.
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4. abra: Az indeterminalt giimé vazlata (http5) és Medicago truncatula LacZ
riportergént hordozé baktériummal fert6zott giimo metszete X-gal festést kovetéen. NC:
giimo kéregallomany, NE: giim6 endodermisz, NP: giim6 parenhima, VB: szallitonyalab, I:
merisztéma, II: infekcios zona (A: invazids zona, B: pre-fixacios zona), II-1II atmenet az
infekcids és a nitrogénkotd zona kozott, 111: nitrogénkotd zona (C: hatékony zona, D: nem

hatékony zéna) IV: eléregedd zona. Léptek: 0,5 mm. (G6dolls, 2013.)

5 .4abra: M. truncatula fejlett indeterminalt giimdje rézsaszin szinezgdést mutat (A17).
Lépték: lem. (Godoll, 2013.)
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A determinalt glim6 (6. abra) csak fejlédése korai stadiumaban tartalmaz osztodo sejteket, az
osztodas azonban egy id6 utan leall és elvesziti kozponti merisztémajat. Ettél kezdve a gimé a
sejtek megnagyobbodasaval novekszik. Ez a giimé tipus a tropusi vagy meleg égovi

pillangosviraga novényekre jellemz6 (pl. szdja - Glycine max és Lotus japonicus).

N
NC / NE
NP VB
/
|

6. abra: A determinalt giimé szerkezeti vazlata. NC: giimé kéregallomany, NE: giimd
endodermisz, NP: glimd parenhima, VB: szallitonyalab NF: nitrogénkotd zona, S:

Oregedési zona (http6).

2.5. A szimbiotikus nitrogénkotés folyamataban szerepet
jatszo novényi gének vizsgalata genetikai eszk6zokkel

Egy biologiai folyamat tanulméanyozasidban nagy segitséget nyujtanak a folyamatban hibas
egyedek (mutansok). A mutansok fenotipusabol kovetkeztetni tudunk a hibas gén szerepére, és
lehetdséget adnak a gének azonositdsara is (forward genetika). Ennek a megkozelitésnek az
alkalmazasa soran egy fenotipusbol kiindulva azonositjuk a folyamatban résztvevd gént. A
vizsgalatokhoz természetes eredetii mutans egyedeket, vagy kiilonb6z6 mutagénekkel
el6allitott mutansokat hasznalhatunk és kiilonb6zé modszerekkel azonosithatjuk az adott

mutaciot okozoé gént.
Mutans novények eldallitasa soran leggyakrabban a kdvetkezé modszereket alkalmazzak:

e T-DNS inszercio: az Agrobaktérium eredtii T-DNS inszert a gén szekvenciaba ugrik be,
igy a gén funkcidjat veszti.
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e EMS (etil-metanszulfonat) kezelés: kémiai mutagén, melynek hatdsara a C/G
bazisparok A/T bazisparra cserélodhetnek. Ezt a mutagenizalast alkalmazzak a reverz
genetika egyik eszkoztaranak, a TILLING (Target Induced Local Lesion IN Genomes)
populaciok eldallitasara is.

e v sugarzas: deléciot okoz a DNS-ben.

e FNB (Fast Neutron Bombardment; gyors neutron besugarzas): szintén deléciot okoz a

DNS-ben a legtobb esetben.

2.5.1. FNB (Fast Neutron Bombardment)

A gyors neutron besugarzast tobb ndvényfaj esetében sikeresen alkalmaztak ndvényi mutansok
eléallitasara (Rogers és mtsa. 2009, Bolon és mtsai. 2011, Belfield és mtsai. 2012, Domonkos
és mtsai. 2013, stb.). A ndvény magjainak megfelelé dozisi gyors neutronnal tdrténd
besugarzasa a genomi DNS atrendez6déséhez, a legtobb esetben fragmentek elvesztéséhez
vezet. A kezelés altaldban azt is eredményezi, hogy a magok kissé¢ veszitenek
életképességiikb6l. A Medicago truncatula funkcionalis genomikai vizsgalataira tobb FNB
mutans gyijtemény is rendelkezésre all (Rogers és mtsa. 2009, Domonkos és mtsai. 2013,

http7)

2.5.2 Genetikai térképezés

A magasabb rendii ¢l6lények sok ezer génje linedrisan helyezkedik el a kromoszomakon,
melynek szama fajra/fajtara nézve specifikus. A gének az utdédokba kapcsoltsagi csoportokba
rendezédve Oroklédnek. Egy kapcsoltsagi csoport gyakorlatilag egy kromoszomat jelent.
Genetikai térképezésnek azt nevezziik, mikor a kapcsoltsagi csoportokon belill meghatarozzuk
a gének ¢és a markerek sorrendjét. Ezek nem tartalmazzak altalaban az 6sszes lehetséges gént,

de elméletileg ez is megvalosithato.

Genetikai térképezésre két egyed keresztezésébdl szarmazoé térképezd populacid hasznalhato,
melynek egyedeit hasznaljuk a markerek oroklésmenetének vizsgalatahoz. Kezdetben genetikai
térképezéshez morfoldgiai vagy biokémiai markereket hasznaltak, de a kiilonbdz6 molekularis
markerek kifejlesztésével (RFLP, RAPD, SSR) a genetikai térképek készitése nagy fordulatot
vett. A DNS-alapu markerek elénye, hogy a markerek szama nagyon sok, segitségiikkel
részletes genetikai térképek készithet6k. Egy térképezd populacid szinte barmennyi marker

térképezéséhez hasznalhat6. Olyan kromoszoma régiokat is térképezhetiink, mely nem
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tartalmaz géneket (Kald 2000). Genetikai marker a DNS barmely, 6rokloédd kiilonbséget
legkedveltebb marker az SSR (Simple Sequence Repeat), melynek kimutathatosaga a DNS
mikroszatellit régidinak hosszpolimorfizmusan alapszik. A valtozékonysagot az adja, hogy a
di-, tri- vagy tetranukelotid ismétlédések az egyes csaladokban, fajokban, vagy akar fajtakban
kiilonbdz6 szamban vannak jelen. A mikroszatelliteket hatarolo régiok azonban konzervativak
lehetnek, akar novénycsaladon beliil is megegyeznek, igy ezekre a szakaszokra tervezett
primerekkel nagyon specifikus PCR terméket kapunk. Az SSR markerek altalaban kodominans
kiértékelésiiek, és mivel specifikusak, PCR amplifikaciojuk csak egy (homozigéta esetén), vagy

két (heterozigota esetén) PCR terméket eredményez.

A genetikai térképezés lehetdséget nyujt a térképezésen alapuld génizolalashoz (Kalé 2000),
amikor egy folyamatban hibas ndvény mutans fenotipusat okozo teljesen ismeretlen gént végiil
azonositani tudjuk genetikai térképezés alkalmazasaval. A folyamat soran eldszor
meghatarozzuk a mutans 1okusz térképhelyzetét, majd a kozeli kapcsolt molekularis
markerektdl kiindulva kromoszdmaséta soran azonositjuk a keresett gént. A genetikai
térképezés soran a térképezd populacio leginformativabb egyedei a rekombinansok, vagyis
amelyek egy markerparra nézve nem a sziil6i allélkonfiguraciot hordozzak. Ezeknél az
egyedeknél az ivarsejtek 1étrejottekor a meidzis soran atkeresztez6dés (crossing over) tortént a

két kiilonb6z6 genotipustt homolog kromoszoémapar kozott.

A két gén kozott lejatszodd rekombinaciok gyakorisaga egyenesen aranyos a kozik 1évo
tavolsaggal (Kal6 2000), vagyis minél tavolabb helyezkednek el egymastol a kromoszoman,
annal nagyobb az esély arra, hogy kozottiik ,,crossing over” kovetkezzen be. A markerek kozti
tavolsdgot az ugynevezett térképtavolsaggal fejezziik ki, melynek mértékegysége a
centimorgan (cM). Egy centimorgan 1%-os rekombinécids gyakorisagnak felel meg. Azonban
a tobbszords ,,crossing over” lehetésége miatt a térképtavolsagot un. térképfliggvénnyel
szamoljuk ki, mely figyelembe veszi az esetleges tobbszords ,,crossing over” torzitd hatasat
(Kald 2000).

2.5.2.1. Szintérképezés

A genetikai térképezés egy nagyon hatékony modszere a szintérképezés (Kiss et al 1998). A
szintérkép egy olyan matrix, melyben minden sor egy markernek felel meg és minden oszlop
egy egyed genotipusat mutatja a szegregald populacidban a kiilonbdzé markerekre nézve. A
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szintérkép megjelenitéséhez Excel tablazatot hasznalunk, ahol a genotipusokat kiilonbozo
szinekkel kodoljuk. A szintérkép alkalmas meglévd névényi anyag genotipusainak vizsgalatara,
genetikai térkép szerkesztésére, valamint 0j markerek elhelyezésére meglévd kapcsoltsagi
térképbe. A Kiss és munkatarsai altal kidolgozott szintérképben (1998) szamok mellett
kiilonboz6 szinek képviselnek egy bizonyos genotipust. Példaul az anyai homozigdtat az 1-es,
apai homozigo6tat 3-mas és a heterozigodtat a 2-es szam jeldli. Ezen kiviil a 4 apai dominans, az
5 anyai dominans, a 0 hianyzo adatot jelent. Ezeket a genotipusadatokat szam helyett szinnel
helyettesitjik, vagyis 0, 1, 2, 3, 4 és 5 helyett sziirke, sarga, z6ld, lila, metalkék és vilagoszold

szineket hasznalunk (7. abra).

Uj 16kuszok behelyezése a szintérképbe viszonylag konnyen kivitelezhet, hisz az emberi szem
konnyen észreveszi, hova illik be legjobban az 1j szinsor, vagyis hol hasonlit legjobban a
genotipus mintdzat a meglévé szinsémahoz. Ez a hely ott van, ahol a legkevesebb
rekombinacios eseményt kell feltételezniink (Kiss et al 1998, Kalé 2000). A 7. abran is jol
latszik, hogy a szintérképen mennyivel jobban lathatéak a kiilonbdzé genotipusok és a

rekombinacids események, mint azon a térképen, ahol a genotipusokat csak szamokkal jelolték.
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3. CELKITUZES

A go6dolléi Mezogazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont Novénygenomikai és Novény-
mikroba Interakcio Csoportja évek ota kutatja a Medicago truncatula, mint pillangosviraga
modellnévény és rhizobium baktérium kozott 1étrejové szimbidzisban résztvevd ndvényi

géneket.

Diplomamunkam célja két, a szimbiotikus nitrogénkotésben hibat szenvedett mutans novény
vizsgalata, és a génazonositashoz sziikséges kezdeti 1épések megtétele volt. Ehhez a kdvetkez6

1épéseket tliztiik ki célul:

1. A ndvények fenotipusos jellemzése.
2. Szegregalo populacio felallitasa utan a genetikai térképezés megkezdése.

2.1. Ha a mutacio olyan kapcsoltsagi csoportra térképezddik, melyen korabban mar
azonositott szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevd gének helyezkednek el, akkor
meg kell vizsgalnunk a régi és az uj mutansok allélikus viszonyait. Ha korabban mar
felfedezett génben mutans a ndvény, akkor megkezdjiik a gén szekvenalasat az 1j
muténsban.

2.2. Ha azt talaljuk, hogy a mutacié nem érinti a korabban mar azonositott géneket,
folytatjuk a genetikai térképezést.

3. A mutans ndvény tovabbi morfologiai vizsgalatai (giimémetszetek készitése és
vizsgalata).

4. A mutans gén térképpozicdjanak pontositasa és szintérkép készitése.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novényi anyagok

4.1.1. Névényi anyag eredete és nevelése

Kisérleteinkhez a Medicago truncatula A17 és A20 genotipust, valamint A17 genomi
hattérben gyors neutron besugarzassal mutagenizalt ndvényeket hasznaltuk. Az NF-FN9199
(Noble Foundation-Fast Neutron) és NF-FN9285 jelii szimbiotikus mutansok a Samuel Roberts
Noble Foundation kutatdintézet (Ardmore, OK, USA) gyiijteményébdl szarmaztak (http8).

Ezen mutansok vizsgalata soran mads, szimbiotikus nitrogénkotésben hibat szenvedett
novényekkel is dolgoztunk, mikor a mutansok allélikus viszonyait hasonlitottuk Ossze, vagy
amikor a novények fenotipusat vetettiik 6ssze. Ezek a mutansok a kovetkezéek voltak: 13U
(Domonkos et al, 2013.), dnf2 (Starker et al. 2006), nsp2 (Kalo et al 2005).

A novények csiraztatasa és nevelése

A M. truncatula magokat tomény kénsavval kezeltiik 3 percen at, majd steril desztillalt vizben
torténd mosas utan harom o6ran at duzzasztottuk a vizet 6ranként cserélve. A magokat 1%-0s
vizes agaros lemezre tettilk és 3-4 napig 4°C-on, sotétben vernalizaltuk, mely el8segiti a
késobbi csirazast és fejlodést. Ezutan szobahdmérsékleten, még mindig sotétben a magok fél-
egy nap alatt csirdztak. A kicsirazott magokat 1/3 aranyban steril homokot, 2/3 aranyban steril
zeolitot (Geoproduct Kft., Mad) tartalmazé ndvényneveld talcakra helyeztiik. A magoncok
ezutan ndvényneveld kamraban fejlédtek tovabb 16/8 6ras fényperioduson 24°C-on, ill. 20°C-

on.

4.1.2. A névények fertézése rhizobium baktériummal

A novényeket kiiiltetés utan azonnal Sinorhizobium medicae WSM419 LacZ riportergént

tartalmazé torzsével fert6ztiik le. A baktérim telepeket petricsészében, antibiotikum tartalmu

(15 pg/ml tetraciklint és 20 pg/ml kloramfenikol) TA taptalajon (Sambrook és Russell, 2001)

szélesztettiik, ahonnan kiilonallo telepekrdl folyékony, antibiotikum tartalma 2-2 ml TA

tapoldatot oltottunk be kémcsdvekben. A beoltott tapoldatot 48 oran 4t 28°C-on razattuk. A
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felnovesztett baktériumszuszpenziot 2 ml-es eppendorf csébe attoltdttiik, majd 10 percig, 3000
rpm-en ilepitettik. A feliiluszd eltavolitisa utan a leiilepedett baktériumokat 50-50 ml
folyékony Gibson tapkozegben (Gibson és Nutman 1960) ujra szuszpendaltuk (ODego = 0,05 -
0,1). A novények fetézése soran az iiltetd talcaba ndvényenként 1 ml rhizobium baktérium

tartalmu Gibson tapfolyadékot pipettaztunk.

4.1.3 Névények keresztezése

Az F1 alléltesztek elvégzéséhez kiilonboz8 M. truncatula mutansok keresztezését végeztiik el
a Medicago Handbook instrukcioi alapjan (Chabaud etés mtsai. 2007), de roviden itt is
ismertetem. A M. truncatula egy 6nbeporz6 névény, ezért a keresztezést még azel6tt el kell
végezniink, miel6tt az Ontermékenyités bekovetkezne. Az Ontermékenyillés még azelbtt
megtorténik, hogy a virag kinyilna, ezért az anyai vonalakon olyan viragokat kerestiink, melyek
még zart, viszonylag korai allapotban voltak. A vitorlaleveleket dvatosan levalasztottuk, majd
felnyitottuk a tobbi sziromlevelet, hogy hozzaférjiink a bibéhez és a porzokhoz. Mikroszkop
alatt megvizsgaltuk, hogy a portokok feliilete teljesen sima-e vagy talalhatdoak mar rajta
pollenszemek. Ha igen, akkor nem dolgoztunk tovabb vele, mert az ontermékenyités mar
megtorténhetett. Ha nem lattunk pollenszemeket, akkor a portokokat eltavolitottuk,
HKasztraltuk” a virdgot. Egy, a masik sziildvonalrdl szarmazé érett virdgzatrol polleneket
juttatunk a bibére, majd egy paras kornyezetet biztositd, vattiaval lezart milanyag csbe
helyeztiik a viragot. Ha bekovetkezett a megtermékenyiilés, akkor par malva megindult termés

fejlodése.

4.2. Mikroszkopos vizsgalatokhoz hasznalt anyagok és

modszerek

A gyokerekr6l, gyokérrészletekrdl és egész giimbkrdl késziilt képeket a homokos-zeolitos
tapkozegbdl frissen kiemelt novényekrdl készitettik Olympus SZX12 tipust sztereo
mikroszkop segitségével.

4.2.1. Giimémetszet készitése

Négy héttel a rhizobiummal torténd fertézést kovetden a ndvényekrdl giimoket gylijtottiink,

melyeket azonnal 1xPBS pufferbe (1,37 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOs, 1,8 mM
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KH2PO4) tettink. Az oldat pH-jat HCl-dal allitottuk be 7,4-re. A giiméket 4%-0s
paraformaldehid oldattal fixaltuk, melyet a kovetkez6 modon készitettiink el: 100 ml 1xPBS
puffert NaOH-dal pH 11-re allitottuk be, melyet aztan 60°C-ra melegitettiink. A felhevitett
puffert el6z8ekben csavaros kupakos iivegbe kimért 4 g paraformaldehidre (Sigma-Aldrich)
mértiik, majd az oldodast kovetéen haladéktalanul lehiitottiik és kénsavval (H2SO,) az oldat

pH-jat 7-re allitjuk. Felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A mintakat jéghideg paraformaldehid oldatba helyeztiik, majd jégre téve 30 percig razattuk. Ezt
kovetden a fixald oldatot ledntve 1x PBS pufferben mostuk a giiméket haromszor 15 percig,

majd felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

A fixalt glimoéket 5%-os agaroz gélbe agyaztuk gy, hogy a glimék lehetéleg fekvd pozicidoban
legyenek és agyazas eldtt alaposan leitattuk roluk a folyadékot. A gélbe agyazott mintakrol

Leica VT 1200S tipusu vibratom segitségével 70 um vastagsagu hosszmetszeteket készitiink.

4.2.2 Giimémetszetek festése

4.2.2.1. X-Gal festés

A baktériumok nyomon kovetésére €s azonositdsara a LacZ markergént hasznaltuk, és a
markergént hordozo S. medicae torzzsel végeztikk a novények fert6zését a giimd morfoldgiai
vizsgalatokhoz. A LacZ gén a B-galaktoziddz enzimet kddolja, ami az X-Gal szubsztratot (5-
bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid) egy kék szinii festékanyaggéa alakitja és igy

lathatova teszi a gént hordozo organizmust.

X-Gal festéshez a kovetkezd tartalmi festé oldatot mértikk ossze: 100 pl 100 mM kalium-
ferricianid, 100 pl 100 mM kalium-ferrocianid, 100 pl 2%-0s X-Gal, 4 pl 1M MgClz, melyet
1698 pul 1 x PBS pufferrel egészitiink ki 2 ml-re. A fest6oldatban a giimémetszeteket 30 percig
inkubaltuk 37°C-on. Kétszeri, 10 percen at 1xPBS pufferben torténé mosas utdn a
glimémetszeteket egy csepp MQ vizben a targylemezre helyezve és feddlappal lefedve
Olympus BX41 tipust fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket Olympus CaMedia E-10
tipust fényképezogéppel készitettiik.
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4.2.2.2. Toluidinkék festés

A festék kékre szinezi a nukleinsavakat, igy lathatova valnak a baktériumok. Az elsddleges
sejtfalvastagodast rozsaszinesre, a masodlagos sejtfalvastagodast pedig zoldesre szinezi. A
metszetek festését 2%-os toluidinkék oldattal koriilbeliil 1 percig végeztiik, ezutdn a

metszeteket MQ vizben ledblitettiik és igy helyeztiik targylemezre.

4.3. Molekularis genetikai anyagok és modszerek

4.3.1. DNS kivonas

A ndvényi DNS tisztitashoz a Zenon Bio Kft. (Szeged) altal gyartott Zenogene névényi DNS
tisztitd kit-et hasznaltuk a gyarté leirasa szerint. A ndvény zsenge, frissen szedett levelét

hasznaltuk fel. A DNS mintat 50 pl elualé oldatban oldottuk le.
A koncentracio elledrzése

A koncentracié minden minta esetében mas, és a nagyszamu mintara vald tekintettel a
koncentraciokat nem mértiik le, de minden minta esetében ellenériztiik a kovetkezé mdédon: A
kapott 50 pl DNS mintabol 1 pl mintat 1%-os agar6z gélen elvalasztottuk és a DNS-t etidium-
bromiddal festettilk meg, majd UV fény alatt tettiik lathatova és vizsgaltuk meg. Az egyes
mintak sévjainak eréssége alapjan a DNS kivonat 10x-es vagy 5x-0s higitasat alkalmaztuk a

PCR reakcio soran.

4.3.2. Molekularis genetikai markerek és felhaszmalt
primerek

Mivel a Medicago truncatula a pillangéviragi novények modellnovénye, genomja jol
feltérképezett, sok DNS alapt molekuldris marker all rendelkezésiinkre a genetikai
térképezéshez (Choi et al 2004, Mun et al 2006, www.medicago.org), melyeket munkank soran
felhasznltunk,

4.3.3. Polimeraz ldncreakcio

A reakcio Osszetevoit 12 pl-ben a kovetkez6képp mértitk Gssze:

27

[M1] megjegyzést irt: Ide tedd be légi szives a hasznalt NSP2
primerek szekvenciajat.



http://www.medicago.org/

e 1pulnévényi DNS

o 1yl forward és 1ul reverz primer (koncentraci6: 10 pmol/ml)

e 6 ul 1,5 mM MgCl2 koncentracidji puffer (20 ml puffer tartalmazza: 500ul 4M KCl,
400ul 1M Tris HCL, 60pul 1M MgClz, 84ul dTTP, 84ul dATP, 84ul dGTP, 84p dCTP
18,805 ml steril MQ vizben, tarolas -20°C-on)

e 2,85 pl desztillalt (MQ) viz

A reakciok MJ Research PTC-200 vagy BIORAD DNA Engine tipust PCR késziilékek
segitségével végeztiik el. A 8. abra a reakcido homérsékleti valtozasait, azok idGtartamat és a
ciklusok szamat szemlélteti. Két perces, 94°C-os kezdeti denaturaciés hOmérséklet utan
ismétlédd ciklusok kovetkeztek, melyek altalaban 35 alkalommal ismétlddtek. A fél perces
94°C-o0s denaturacioé utan az 1 perces (révidebb fragment esetén fél perc is lehet) annealing
(primerhibridizaciés) hémérséklet kovetkezik. Ez a hémérséklet az adott primerre van
optimalizalva, de az esetek legnagyobb részében 55°C-os. Ezutdn a 72°C-os hdmérsékleten a
Taq polimeraz (Zenon Bio Kft.) dolgozni kezd és megkezdddik a lanchosszabbitas. Az utolsd
ciklus utan 10 perces végsd lanchosszabbitas kovetkezik, majd a gép a mintakat 4°C-ra hiiti, s

felhasznalasig 4°C-on taroljuk.

Az amplifikacios termékeket annak méretétdl és tulajdonsagaitol fiiggden 1-3%-0s Lonza
SeaKem® LE Agarose vagy 3,5%-os NuSieve™ 3:1 Agarose gélben futtattuk meg és
valasztottuk el 1xTAE pufferben. A DNS fragmenteket Etidium-bromiddal festettiik meg és

UV megvilagitassal tettiik lathatova Syngene géldokumentaciods rendszerrel.

35x
2perc |30 mp
94°C A
\ 30mp 10 perc
\ —_—
\ ; 72°C \
V1 perc/ \
— 1
50-60°C \
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8. abra: A PCR reakcié sematikus abraja, mely a hdmérsékleteket, azok hosszat és a

ciklusos ismétlédést szemléltetik.

4.3.3.1 Kolénia PCR

A transzformans Escherichia coli sejtekben az inszert jelenlétét kolonia PCR-rel mutattuk ki.
Egy-egy kivalasztott teleprdl steril fogvajo vagy pipettahegy segitségével a PCR (a fentebb
leirt) reakcidelegybe mostuk a baktériumokat, majd elvégeztiik a reakciot a PCR késziilékek
segitségével. A PCR termékeket ezutan 1-2%-os agardéz gélen valasztottuk el. A kapott
fragmentek méretébdl kovetkeztethettiink arra, hogy az inszertet valdban tartalmazza-e az adott

baktérium koldnia.

4.3.3.2. Primerek tesztelése

Ha a primernél nem ismertiik az optimalis primerhibridizaciés hémérsékletet, gradiens PCR-t
végeztiink. Ehhez olyan PCR gépet alkalmaztunk, mely képes egy idében kiilonbdz6 annealing
hémérsékleteket biztositani, mikdzben a PCR reakcid tobbi eleme (igy, mint a reakcio egyéb
hémérsékletei, PCR reakcioelegy Osszetétele, a DNS minta, tesztelendd primerek) valtozatlan.
A kovetkez6 primerhibridizacios hdmérsékleteken teszteltiink: 49,9°C, 52°C, 54,6°C, 57,6°C,
60,2°C, 62,2°C. A PCR termékeket gélelektroforézissel valasztottuk szét, mely alapjan

megallapitottuk a leghatékonyabb primerhibridizacidés homérsékletet.

4.3.4. PCR termékek klonozdsa és szekvendldasa

Az NSP2 gén szekvencidjat meghataroztuk az NF-FN9199 mutansban. Ehhez két, egymast
atfedd NSP2 gén részletet amplifikaltunk PCR reakcioban. A két primer par szekvencidja a

kovetkezo:

e NSP2_F4: aggaaccggccggaggtcaatc

o NSP2_R4: acccttgcatcttttgeteccatagtt
e NSP2_F5: ttccgcttaatagaatatcaacgatcc
e NSP2_R5: gagggaagcggcaaaggaggtta
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A fragmenteket 1%-os gélbdl tisztitottuk Promega PCR tisztito kittel (Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System). A szekvencidkat pPGEM®-T Easy Vector-okba ligaltuk a gyarto
utasitasai alapjan, majd a ligalasi reakciobol 5 pl-nyi mennyiséget Escherichia coli DH5a
kompetens sejtekbe transzformaltunk. A baktérium szuszpenziot amplicillin (100 pg/ml) és
kék-fehér szelekciot lehetévé tevd IPTG (0,1Mol) és 2%-0s X-Gal tartalmt LB (Sambrook &
Russel 2001) taptalajra szélesztettiik. Az inszertet tartalmazod fehér szinii klonokbol kolonia
PCR-rel bizonyosodtunk meg az inszert jelenlétér6l. A kivalasztott pozitiv E.coli baktérium
kolénidkbdl a transzformans plazmidokat QIAprep Spin miniprep Kit-tel végeztiikk a gyartd
altal megadott protokol szerint. A tisztitott plazmidokban 1évé inszert szekvencia
meghatarozasa a lancterminacios eljarason alapuld szekvenaldssal (Sanger et al 1977)
végeztettiik el a BIOMI Kft-vel (G6doll6). A kapott szekvencia adatokat DNASTAR Segman

szamitogépes programmal dolgoztuk fel.

4.3.5. Szintérkép szinkoddjai

Dolgozatomban hasznalt kod szerint az anyai homozigotat sarga, a heterozigotat zold, az apai
homozigotat ciklamen, a nem anyai homozigéta genotipust metalkék és a nem apai homozigotat

vilagoszold szinnel jeldltiik, s mindezt Excel tablaban kezeltiik.
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chi négyzet szamitas, 9199 és 9295 egy génes recessziv tulajdonsdgként &roklédnek a

szimbiotikus fenotipusok (NOD- és FIX tulajd.)

5. EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK
MEGVITATASA

5.1. Medicago truncatula szimbiotikus mutansok vizsgalata

Munkam soran két Medicago truncatula mutanst vizsgaltam, melyek a szimbiotikus
nitrogénkotés folyamataban szenvedtek hibat. A ndvények a S. R. Noble Foundation (Ardmore,
OK, USA) gyors neutron besugarzassal eldallitott mutans gytijteményébdl szarmaztak. A
novényeket egy elézetes €s gyors mutdns keresési sorozatban azonositottdk szimbiotikus
nitrogénkdtésben hibas ndvényként, ahol szimbiotikus koriilmények kozott nevelve mutattak a
nitrogénhiany jellegzetes tiineteit. A mutans fenotipus megerdsitéséhez és részletesebb
jellemzéséhez a novényeket kotott nitrogént nem tartalmazd tapkozegben neveltik és
vizsgaltuk hét héttel Sinorhizobium medicae fert6zést koveten. Szimbiotikus koriilmények
kozott a fertdzést kovetd negyedik héten mar latszodtak a nitrogénhiany jellegzetes tiinetei a
mutans novényeken. A mutans ndvények gyengébb novekedésiiek voltak és Kisebb,
halvanyzold méretii leveleket fejlesztettek a kontrol vadtipust névényekhez képest (9. és 11.
abra). A novények szaran antocianos elszinez0dés figyeltiink meg, ami feltehetéen a
tapanyaghiany okozta stressz kovetkezménye. Amennyiben a novényeket kotott nitrogént
tartalmazé talajban neveltiik, ezek a fenotipusos bélyegek nem voltak detektalhatok a mutans

novényeken.

A tapkozegbdl a fertézést kovetd hetedik héten kiemelt NF-FN9199 (Noble Foundation—Fast
Neutron) jelii mutans ndvények gydkerén nem talaltunk szimbiotikus giimdket (10. abra). Ebbol
arra kovetkeztettiink, hogy az NF-FN9199 mutans esetében a szimbiotikus kdlcsonhatas mar a

korai szakaszban elakad és a ndvény nem képes nitrogénkotd giimé kialakitasara, in. Nod-

tmutéms‘.
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9. abra: NF-FN9199 mutins és Al7 vad tipusi novények fenotipusa 7 héttel S.
medicae fertézést kovetéen. A mutans novényeken jol lathatdoak a nitrogénhidny

okozta a fenotipusos tiinetek. Lépték: 1 cm. (G6dollo, 2013.)
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10. abra: A: NF-FN9199 mutans és Al7 vad tipusi novény gyokere hét héttel a
kiiiltetés és S. medicae-vel valé lefertézés utan. Mig a vad tipus névény gyokerén
lathatbak a giimdk (néhany jol lathatd glimd piros nyillal jeldlve), a mutans gyokerén

egyaltalan nincsenek (Nod-). Lépték: 1em. (G6dolls, 2013)

A NF-FN9285 mutans gydkerén képzddtek szimbiotikus giimdk, de azok a vad tipusu
glim6khoz képest kevésbé fejlett aprd giimok voltak és szamuk sokszorosa volt a vad tipusu
novényekhez képest. Az mutans gyokéren fejlodott giimoék mind fehérek voltak, jelezve, hogy
ezek a giim6k nem tartalmaztak leghemoglobint (11. abra). A ndvény és a gyokérgimé
fenotipusabdl arra kdvetkeztettiink, hogy az NF-FN9285 mutans nem volt képes hatékony

nitrogénkotésre és a gyokerén Fix- (ineffektiv) glimok keletkeztek.
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NF-FN 9285

11. dbra: A: Al7 vad tipusi giimé és B: novény illetve C: NF-FN9199 mutans
névények és D: azok giimdi. Lépték: A, D: Imm, B, C: 1em. (G6dolls, 2013)

5.2. A mutans lé6kuszok Kkromoszomalis helyzetének
megallapitasa

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban elvégeztiik a mutans lokuszok genetikai térképhelyének
meghatarozasat. Ezzel egyrészt informaciot szerettiink volna nyerni, hogy nem egy korabban
mas azonositott szimbiotikus mutans 16kusszal van-e dolgunk, masrészt célunk volt, hogy
elokészitsiik a mutaciot szenvedett gén azonositasat, melyet pozicionalis klonozassal
terveztiink elvégezni. A genetikai térképezéshez az MBK Novénygenomikai Csoportjaban mar
eldallitottak szegregald populaciokat a két szimbiotikus mutans keresztezésével. A két
Jemalong genetikai hatterrel rendelkezé mutanst egy M. truncatula A20 genotipust ndvénnyel
keresztezték ¢és az F1 hibrid novény Onbeporzasaval allitottdk el6 az F2 szegregalo

populaciokat. A genetikai térképezéshez az NF-FN9199 x A20 F2 populacié 29, mig NF-
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FN9285 x A20 F2 populacid 24 egyedét hasznaltam. Meghataroztuk az F2 egyedek
szimbiotikus fenotipusat a korabban leirtak szerint kotott nitrogént nem tartalmazd
tapkozegben. Az NF-FN9199 F2 nemzedék 29 ndvénybdl csupan 3 névény volt Nod-, ami
jelezte a torzult szegregélési aranyt az F2 populdcioban. Az NF-FN9285 populacio 24
névénybdl 5 mutatott Fix- fenotipust, azonban 4 novénynek nem tudtuk megallapitani a
fenotipusat, mert elpusztultak a fenotipus kiértékelhetdsége el6tt, vagy pedig a ndvények
gyenge fejlettsége miatt nem volt lehetséges a fenotipus biztos megallapitasa. Habar a két
mutans 16kusz szegregalasi aranya eltért a vart 3:1 szegregalasi aranytol, ennek ellenére az tiint
legvaldsziniibbnek, hogy a mutans fenotipusok egygénes recessziv modon 6roklodtek. A vad
fenotipusu novények genotipusa ezzel szemben lehetett homozigéta vad tipusu vagy
heterozigota. Igy a novényeket fenotipusuk alapjan két genotipusos osztalyba sorolhattuk:

homozigdta mutans (A17 genetikai hattérrel) és nem homozigdta mutans.

A genetikai térképezés kovetkezd 1épéseként szerettilk volna meghatarozni, hogy a mutans
lokuszok mely kapcsoltsagi csoportba térképezddnek (durva térképezés). A térképezéshez
kivalasztottunk a M. truncatula mind a nyolc kapcsoltsagi csoportjan 2-3, egymastol tavolabb
es6 markert, melyekre meghataroztuk a szegregald populacio egyedeinek genotipusait. A
genotipusok genetikai analizisével vizsgaltuk a fenotipusok és a genetikai markerek
kapcsoltsagi viszonyait. A durva térképezés menetét mind a nyolc kapcsoltsagi csoportra nézve
az NF-FN9285 x A20 F2 szegregald populacion mutatom be. Szemléltetés céljabol egy, a
génnel nem kapcsolt (12. abra) és a génnel kapcsolt kapcsoltsagi csoport (13. abra) két-harom
markerre meghatarozott szintérkép lathatd, a tobbi kapcsoltsagi csoport abraja a mellékletekben

talalhato.
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12. abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populacié szintérképe a hetes
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13. abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalé populicié szintérképe a négyes
kapcsoltsagi csoporton harom markerre nézve. A genetikai markerek és a fenotipus

kozott kapesoltsag mutathato ki.

Els6 1épésként tehat meghataroztuk a mutans fenotipust eredményezd genetikai 16kuszok
térképhelyzetét. Kapcsoltsagot az NF-FN9199 mutans 16kusz esetében a harmas kapcsoltsagi
csoporton (14. abra), NF-FN9285 novénynél a négyes kapcsoltsagi csoporton talaltunk. A
térképpoziciot pontositva mindkét mutans fenotipust olyan genetikai régioba térképeztiik,
amelyben mar korabban azonositott szimbiotikus gének is elhelyezkednek. Annak eldontésére,
hogy az wjonnan azonositott és a korabbi mutansok allélikus kapcsolatban vannak-e F1

allélteszt kivitelezésével terveztiik elvégezni.
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14. abra: Az NF-FN9199 x A20 szegregal6 populicié szintérképe a hirmas kapcsoltsagi

csoporton. A markerek és a fenotipus kozott kapcsoltsag van.
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A mutdns I6kuszok és ismert szimbiotikus fenotipusok allélvizsonyainak
vizsgdlata

A muténs 16kuszok allélviszonyainak eldontéséhez az NF-FN9199 és NF-FN9285 mutansokat
Osszekereszteztiik azokkal az ismert mutansokkal, melyek hasonld kromoszomalis régidba
térképezodtek a korabbi irodalmi adatok alapjan (Kalé et al. 2005. Bourcy et al. 2013,
Domonkos et al. 2013). Ha ugyanabban a génben tortént a mutaci6 a két sziilében, akkor a
keresztezés eredményeként kapott hibrid novények is mutans fenotipustiak lesznek. Abban az
esetben, ha nem ugyanabban a génben hibasak, akkor F1 utddaik vad fenotipust mutatnak, mert

a mutans géneket a masik sziil6 ép allélja komplementalni fogja.

5.2.1. NF-FN9199 mutdns allélteszt eredménye

A NF-FN9199 mutans 1okusz kromoszomalis helyzete alapjan arra gyanakodtunk, hogy
ugyanabban a génben kovetkezett be mutacidé az NF-FN9199 mutans ndvényben, mint az nsp2
Nod- mutansban (Oldroyd and Long 2003, Kalo et al. 2005). Vizsgaltuk az F1 hibridek

szimbiotikus fenotipusat, ami alapjan el tudjuk donteni az allélikus viszonyokat.

Az nsp2 x NF-FN9199 keresztezés 6t esetben volt sikeres, melynek eredményeként 24 magbol
20, mig az egy reciprok keresztezés esetében 10 magbdl 9 novényt tudtunk felneveltni. A szil6i
vonalak F1 utédai mind mutians (Nod-) fenotipusuak voltak (15. abra). Ebbdl arra
kovetkeztethettiink, hogy a két novény ugyanabban a génben mutans. A 16. abran az

alléltesztben résztvevo novényeket reprezentald 1-1 ndvény lathato.
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NF-FN9199  Jemalong NF-FN9199 x nsp2

15. abra: NF-FN9199, nsp2 mutansok, Jemalong vad tipusii Medicago truncatula
novények, valamint a két mutins keresztezésébdl szarmazo hibridek (fehérrel
bekeretezve) 6 héttel Sinorhizobium medicae-vel valé lefert6zés utan kotott nitrogént
nem tartalmazé homokos-zeolitos névényneveld talcaban. Az F1 hibridek mutans
szimbiotikus fenotipustiak, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a mutans sziilévonalak
ugyanabban a génben hibasak. (G6doll6, 2013.)
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16. abra: A: NF-FN9199 mutans, B: nsp2 mutans, C: Jemalong vad tipusu, D,E,F: a
két mutans harom Keresztezési eseményébol szarmazé F1 hibrid. 6 héttel a csirdk
kiiiltetése és Sinorhizobium medicae-vel valo lefertézése utan. Lépték: lem. (G6dollo,

2013.)

Az eredmények arra vilagitottak ra, hogy a NF-FN9199 novény mutans fenotipusat az NSP2
gén mutacidja okozza. Az eredmények tikrében megkezdtik az NF-FN9199 mutans

novényben az NSP2 gén szekvenalasat, hogy pontosan azonosithassuk a mutaciot.

5.2.2 Az NSP2 gén szekvencidjanak meghatdrozdsa az

NF-FN9199 mutans hdttérben

A ndvénybdl két, egymast atfedd kontigot szekvenaltunk, mely lefedi az NSP2 gén kodolo
szekvenciajat (17. abra). A meghatarozott szekvenciat dsszehasonlitottuk a vad tipusa NSP2

szekvenciaval, és nem talaltunk kiilonbséget az NF-FN9199-es mutins és a Jemalong
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szekvencia kozott. Az allélteszt egyértelmiien mutatta az nsp2 és NF-FN9199-es mutans
novények allélikus viszonyat, ezért a tovabbiakban az NSP2 gén szabalyozo régidinak
(promoter, 3’ nem transzlalodd régid) szekvenciavizsgalatat tervezziik elvégezni, mert

valosziniileg ezekben a régiokban kovetkezett be mutacio.
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17. abra: A szekvenciameghatirozas soran hasznalt primerek a lilaval jelolt
NSP2 F4/R4 és a kékkel jelolt NSP2 F5/RS, melyek egymast atfedo
fragmentumokat fognak at. A felsé szamsor a bazisparok szamat jelenti, a nyilacskak
pedig a primerek kapcsolddasi helyét és iranyultsagat a szekvencian. Az egymassal
szemben all6 primerek segitségével a koziik 16v6 szakaszt amplifikaltuk fel a PCR soran

és ezeknek a fragmentumoknak a szekvenciajat hataroztuk meg.

5.2.3. NF-FN9285 mutans allélteszt eredménye

Az NF-FN9285 mutans lokuszhoz hasonléan a négyes kapcsoltsagi csoport k6zépsé és alsd

2013) és a 13U (Domonkos et al 2013) mutansok génje is. Annak eldontésére, hogy a NF-
FN9285 mutans valamelyik masik mutansnak lehet-e allélja, itt is elvégeztiik az F1 alléltesztet.
Korabban az MBK Noévénygenomikai Csoportjaban végzett kisérletekbdl tudtuk, hogy a 13U

és a dnf2 mutansok egymasnak nem alléljei.

A keresztezéseket oda-vissza elvégeztiik, végeredményképp 72 db \magod kaptunk, melyekbdl ( [M3] megjegyzést irt: Mint kideriit nem volt mind hirid!

6sszesen 67 novényt neveltiink fel. Ezek megoszlasa a kovetkezd volt:

e 13U x NF-FN9285 - 27db mag
e NF-FN9285 x 13U - 5 db mag } 26 ndvény
e NF-FN9285 x dnf2 - 5 db mag }

o dnf2 x NF-FN9285 - 25 db mag 41 ndvény
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A képen (18. abra) az allélteszt 6 hetes ndvényei lathatdak a ndvényneveld talcan szimbiotikus
koriilmények kozott nevelve. (Sinorhizobium medicae WSM 419 LacZ torzsével lefertézve).
Bal oldalt a kontroll ndvények, fehérrel bekeretezve a mutans sziilokt6l szarmazo F1 hibridek.
A kontroll névényeknél jol megkiilonboztethetéek a mutansok, melyek nitrogén hianyaban
kisebbek és halvanyabb zoldek a vad tipustnal. A hibridek 18 termésbdl szarmazé magokbol
nevelt novények, vagyis 18 keresztezési kisérlet eredményei. Dont6 tobbségben az utédok vad
fenotipust mutatnak, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a keresztezett mutans
sziilovonalaknidl mas-mas génben van a mutaci6. Harom esetben azonban, melyet
narancssargaval jeldltiink, az utodok mutans fenotipust mutattak. Ennek oka feltehet6en az,
hogy az anyandvény Onbeporzassal termékenyiilt meg, vagyis a magok nem keresztezés
eredményei voltak. Ez nem cafolja az eldbbi kovetkeztetést, miszerint mas génben mutansak a
sziilvonalak, hisz akkor a keresztezés egyaltalan nem eredményezett volna vad fenotipusu F1

utodokat.

NF-FN9285  DNF2
A17

PR I ] (N R 25 G

18. abra: NF-FN9285, dnf2 és 13U mutansok, A17 vad tipusi névény, valamint az
NF-FN 9285 a masik két mutanssal torténo keresztezésébol szirmazé F1
novények (fehérrel bekeretezve) 6 héttel S. medicae-vel valo lefert6zés utan kotott

nitrogént6l mentes, homokos-zeolitos névénynevelé talcaban. Az F1 hibridek vad
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fenotipusuak, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a mutans sziildvonalak kiilonb6z6

génekben hibasak. (Godslls, 2013.)

Az eredmények tiikrében, miszerint az NF-FN9285 ndvény mutans génje nem allélja sem a

dnf2-nek, sem a 13U mutans génjének, a genetikai térképezést folytattuk annak érdekében,

alavetettiik az NF-FN9285 novényt, melynek soran a harom, alléltesztben résztvevé mutanst is

Osszehasonlitottuk egymassal és a vad tipusu névénnyel.

5.3. Az NF-FN9285 mutans névény tovabbi morfoldgiai
vizsgalatata és 6sszehasonlitasa a dnf2 és 13U mutansokkal

A dnf2, 13U és NF-FN9285 mutansok, valamint a vad tipust névények morfoldgiai vizsgalata
azt mutatta, hogy a négy névény koziil az NF-FN9285 rendelkezik a leggyengébb novekedési
eréllyel (19. abra).

19. abra: A: Al7 vad tipusi, B: NF-FN9285 mutans, C:13U muténs, D: dnf2 mutans

novények kotott nitrogént nem tartalmazé, homokos-zeolit tapkozegben. A foto 7
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héttel a csirak kitiltetése és S. medicae-vel valo lefert6zése utan késziiltek. Lépték: 1 cm.
(Godalls, 2013.)

5.3.1. Az NF-FN9285 mutdns névény giimémorfologidja

A gydkerek ¢s giimOk mikroszkopos vizsgalata soran azt figyeltik meg, hogy mind a harom
mutans Fix-, vagyis a giimok kialakulnak, de azokban feltehetéen nem folyik hatékony
nitrogénkdtés. Megfigyeltilk még, hogy egyik mutans novény sem rendelkezik a vad tipusura
jellemzd hosszukas, halvany rozsaszines giimoékkel, hanem nagyobb mennyiségu, kerekdedebb

formaju, kisebb méretii giimét fejlesztettek (20. abra).

20. abra: A: A17 vad tipusi, B: NF-FN9285, C: 13U és D: dnf2 mutans névények

gyokérzetének lrészlete[. Nitrogénmentes tapkozegben nevelkedtek a novények. A képek [M4] megjegyzést irt: Ide is kérem leirni, hogy mennyi iddsek
fertézést kovetden , és hogy szimbiotikus korilmények kozott néttek.

8 héttel a csirak S. medicae-vel valo lefertézése utan késziiltek. A mutans novény
gyokérzetét kozelebbrol megvizsgalva lathatoak a kis, nagy szamban jelenlévé giimok.

méretarany: A, B: 2 mm, C,D: 1 mm. (Godollo, 2013.)
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Annak eldontésére, hogy a mutans giimék a szimbiotikus kdlcsonhatds mely fazisaban
szenvedtek hibat, giimémetszeteket készitettiink és vizsgaltuk a baktériumfertézés mértékét a
giimOkben. A novényeket egy LacZ markergént hordozo S. medicae torzzsel fertdztiik, ami
lehetdvé tette a baktériumok jelenlétének vizsgalatat B-galaktozidaz aktivitas vizsgalataval (X-
gal festés). A csirak kiiiltetése és rhizobiummal vald lefertdzése utan hat héttel NF-FN9285,
dnf2 és 13U mutans névényekrél, valamint a vad tipusa A17 novényr6l vett giimékbol késziilt
metszetek fénymikroszkopos képébdl latszik (21. abra), hogy a mutans névényekben valoban
mas-mas ponton akad el a szimbiodzis kialakuldsanak folyamata, valamint mindhdrom mutans
masként reagal a mikroba jelenlétére. A 13U és dnf2 mutansokban elvétve lathatd a
baktériumok jelenlétére wutald kék elszinez6dés. A dnf2 mutansban masodlagos
sejtfalvastagodas is megfigyelhetd féleg az infekids zonaban (21. dbra, sargas elszinez8dés).
Az NF-FN9285 névény giimémetszete ehhez képest elsd ranézésre a vad tipusi giim6hdz
hasonl6, azonban a nitrogénkdtd zonaban sokkal kevesebb baktérium jelenlétére utald kék
elszinez6dés figyelheté meg. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy ebben a mutansban egy, a
szimbiotikus nitrogénkdtés folyamatanak késobbi 1€pésében szerepet jatszd gén szenvedett
hibat, és ez a gén feltehetden a baktériumok fennmaradasaban (perzisztencia) és a hatékony

nitrogénkdtésben jatszik szerepet.
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21. abra: LacZ markergénnel rendelkezé S. medicae-vel valo fertézés utan 6 héttel
késziilt M. truncatula novények 70 pm vastag giimémetszetei X-Gal festést
kovetden. A kék szin a baktériumok jelenlétére utal. A: Jemalong, B: NF-FN9285, C:
13U és D: dnf2. Lépték: A: 0,7 mm, B, C, D: 1 mm. (Godol16, 2013.)

Annak eldontésére, hogy a mutans ndvényekben megfigyelheté-e valamilyen erds patogén
valaszreakcio, a giimOmetszetek egy részét toluidikék festésnek vettettiik ala (22. abran). A
toluidinkék festék a nukelinsavakat kékre szinezi, igy a baktériumokkal teli sejtek is kékes
elszinezGdést kapnak. A vad tipust giimon és valamennyire az NF-FN9285 glimdn lathatoak a
kékes sejtek, a masik két mutans esetében alig. Mig az elsddleges sejtfalvastagodas rozsaszines,
jol latszik a dnf2 mutans giim&jén a masodlagos sejtfalvastagodas, melyet a festék tiirkizes

zoldre szinez.
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22. abra: S. medicae-vel val6 fert6zés utan 6 héttel késziilt toluidin kékkel festett 70 p
vastag giimékmetszetek. A: Jemalong, B: NF-FN9285, C: 13U, D: dnf2. Lépték: 1 mm
(Godolls, 2013.)

5.4. Az NF-FN9285 mutans névény genetikai térképezése

Az NF-FN9285 novény az eddigi adatok alapjan egy eddig nem ismert 0j mutans. Terveink
szerint a gént szeretnénk azonositani, amihez a pozicionalis klonozas modszerét szeretnénk
meghatarozasara. Ezért tovabbi genetikai markerek vizsgalataval tovabb folytattuk a NF-
FN9285 mutans lokusz térképezését. A markerek segitségével megallapithatjuk, hogy a
kromoszdéma bizonyos pontjan az egyes ndvények homozigota mutans, homozigdta vad tipust
vagy heterozigota genotipussal rendelkeznek. Minél tobb egyezést és kevesebb ellentmondast

talalunk a ndvények fenotipusa és genotipusa kozott, vagyis minél nagyobb mértékben
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koszegregal a tulajdonsag a genotipussal, annal kozelebb kertiliink az adott tulajdonsagban részt

A térképezéshez a rendelkezésre allo M. truncatula markereket alkalmaztam (Choi és mtsai.
2004, Mun és mtsai.2006, www.medicago.org). A markerekre tervezett primerekkel PCR-t
végeztem az F2 szegregald populacio 24 novényének DNS mintait felhasznalva. A PCR
termékeket gélelektroforézissel elvalasztva, a fragmentek hosszkiilonbsége alapjan
meghatarozhatd volt, hogy az adott egyed homozigdta anyai, homozigota apai vagy
heterozigota genotipussal rendelkezik az adott lokuszra nézve. Példaként a h2 49el6b

markerrel torténd genotipus meghatarozast mutatom be a 23. dbran.

— — ey gy e

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 24 A17 A20 —

23. abra: Az F2 térképezo populacio és a sziilovonalak genotipusa a h2_49e16b
markerre nézve. A felsé fragmentek homozigota A17 (a mutans névények genetikai
hattere) genotipust, az also fragmentek pedig homozigéta A20 genotipust, a dupla sav

pedig homozigota genotipust jelent. (Godollo, 2013.)

Az NF-FN9285 mutans kapcsan mar kapcsoltsagot talaltunk tobb marker és mutans fenotipus
kozott a négyes kapcesoltsagi csoporton. Ezen a kromoszoman folytattuk a térképezést, és a
a kevés egyedbdl allo szegregald populacio és azon beliil a négy nem meghatarozott fenotipusti
egyed — és ebbdl kovetkezden a nem elegendd szamu informativ rekombinans- hatart szabott a

térképpozicié pontositasanak.

Az 24. abra szemlélteti a kromoszoman elhelyezkedd markereket, s azt, hogy mely markerre
nézve allapitottuk meg a szegregdlé populacido genotipusat. Az egyedek genotipusat

szintérképpel jelenitjiik meg (Kiss et al 1998).
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24. abra: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalé populaci6 szintérképe a négyes

kapcsoltsagi csoporton. A predesztinalt genotipusok szinkddja az eredetinél halvanyabb

szinnel vannak jel6lve. Fekete vonallal vannak jelolve a mar azonositott, szimbiotikus

nitrogénkotés kialakitasaban résztvevo gének koriilbeliili térképhelyzetei, s kékkel jelolve

az NF-FN9285 mutacidjanak koriilbeliili térképhelyzete.

Az NF-FN9285 mutans ndvény genetikai térképezésével addig a megallapitasig jutottunk, hogy

a szimbiotikus nitrogénkdtés kialakitasaban résztvevé mutans gén a négyes kapcsoltsagi

csoporton van és az MtB344 és a h2-49¢16b markerek kozott helyezkedik el.
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A két szimbiotikus nitrogénkdtésben hibas ndvény vizsgalata soran arra jutottunk, hogy az NF-
FN9199 jelti mutansban egy mar azonositott gén, az NSP2 gén szenvedett hibat, azonban a
mutacio nem a gén kddold szekvenciajaban kovetkezett be. Eredményeink szerint azonban egy
eddig azonositatlan gén mutacidja talalhatdé meg az NF-FN9285 mutansban, a négyes
fazisaban jatszhat szerepet. A mutans gén térképpozicidjanak pontositdsahoz elészor is a

térképezd populacio kibdvitésére lesz sziikség a jovében.
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OSSZEFOGLALAS

Diplomadolgozatom témaja a pillangdsviragn modellnévény, a Medicago truncatula és a
Sinorhizobium meliloti, nitrogénkoté baktérium kozott kialakuld szimbiotikus nitrogénkotés
vizsgalata volt. Munkam soran olyan ndvényi géneket, ill. genetikai 16kuszokat vizsgaltam,

melyek részt vesznek ebben a folyamatban.

Munkam célja két, a szimbiotikus nitrogénkétésben hibat szenvedett ndvény mutans vizsgalata,
¢és a génazonositashoz sziikséges kezdeti 1épések megtétele volt. Vizsgalataink egyik targya a
NF-FN9199 (Noble Foundation — Fast Neutron) mutans novény, ami nitrogénkotd giimé
kialakitasara képtelen, un. Nod- mutéans. Ebben a ndvényben a szimbidzis kialakuldsa a
szimbiotikus kélcsonhatas elején elakad. A masik szimbiotikus mutans (NF-FN9285) gyokerén
képzédtek szimbiotikus giimOk, de azokban nem zajlott hatékony nitrogénkétés, un. Fix- vagy
ineffektiv glimok keletkeztek. Munkam célja a két szimbiotikus lokusz genetikai
térképhelyének meghatarozasa, és a NF-FN9285 mutans szimbiotikus fenotipusanak vizsgalata

volt.

Els6 1épésként meghataroztuk, a szimbiotikus fenotipust eredményezd genetikai l6kuszok
térképhelyzetét. Mindkét mutans fenotipust olyan genetikai régioba tudtuk térképezni,
amelyben mar korabban azonositott szimbiotikus gének is elhelyezkednek. Ezért meg kellett
vizsgalnunk az 0j és a korabbi mutansok allélikus viszonyait. Az F1 allélteszt eredménye az
jelezte szamunkra, hogy az NF-FN9199 és a korabban azonositott nsp2 mutansok ugyanabban
a génben hibasak. A muticid azonositasahoz elkezdtiik az NSP2 gén szekvencidjanak
meghatarozasat az NF-FN9199 mutansban. Az NF-FN9285 mutanssal végzett allélteszt
eredménye azt jelezte szamunkra, hogy ez a mutans nem allélikus a dnf2 és 13U mutansokkal,

azaz felteheten egy U1j szimbiotikus mutanst azonositottunk.

Az NF9285 mutans fenotipusanak vizsgalatahoz vad tipusti és mutans névényeket egy lacZ
markergént hordozé S. medicae torzzsel fertztem, és B-galaktozidaz festést kovetGen
vizsgaltam a mutans glimOk fenotipusat. Megallapitottuk, hogy a mutans giimékben a

nitrogénkdtd zonaban joval kevesebb baktérium talalhato.
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Az NF-FN9285 mutansban hibas gén azonositasat hosszii tdvon pozicionalis kloénozassal
tervezzilk meghatarozni. Ehhez elkezdtiik a mutans lokusz helyzetének meghatarozasat.
Idéhiany miatt egyel6re tovabbi F2 ndvények vizsgalatat még nem tudtuk elvégezni, ezért a 24
egyedbdl allo szegregald F2 populacio DNS mintait hasznaltuk. A M. truncatula genetikai
térkép molekularis markereinek vizsgalataval pontositottuk a NF-FN9285 mutans lokusz
térképhelyzetét a 4-es kromoszéman (LG 4). A gén pontos helyzetének megallapitasahoz és a
gén izolalasahoz tovabbi munkara lesz sziikség, melyhez elGszor a szegregald populaciod

kibdvitésére lesz sziikség.
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1. melléklet: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populacié szintérképe az elsé kapcsoltsagi csoporton.
Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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2. melléklet: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populacio szintérképe a kettes kapcsoltsagi csoporton.
Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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3. melléklet: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populacio szintérképe a harmas kapcsoltsagi csoporton.
Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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4. melléklet: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalo populacié szintérképe a négyes kapcsoltsigi csoporton.

Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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5. melléklet: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregal6 populicio szintérképe a négyes kapcsoltsagi csoporton.

Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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6. mellélket: Az NF-FN9285 x A20 F2 szegregalé populacié szintérképe a négyes kapcsoltsagi csoporton.

Kapcsoltsag genotipus és fenotipus kozott nincsen.
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