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A szimbiotikus gimé Kialakulasaban résztvevé két gén azonositasa Medicago truncatula-

bél térképezésen alapuld génizolalassal c. OTKA palyazat (T046645) zardjelentése

A pélyazat célja a Sinorhizobium meliloti es a Medicago truncatula kozott létrejévo
szimbiotikus nitrogénkoté kapcsolat kialakitasaban résztvevé két M. truncatula gen azonositasa
volt térképezésen alapuldé génizoldlassal. A mutdnsok szimbiotikus fenotipusa azt
valoszintsitette, hogy a mutaciot szenvedett gének termékei a szimbiotikus gimé kialakuldsénak
korai szakaszaban, a bakterialis jelmolekula (Nod faktor) altal elinditott szignalutban, illetve a
gimao organogenezisben vesznek részt.

A gének azonositasat térképezésen alapuld génizolalassal végeztiik el, melynek soran a
mutans génekhez szorosan kapcsolt genetikai markereket kerestiink, melyek segitségével a nagy
inszertméretti genomialis klonokat (BAC klénok) azonositottunk. Atfedé BAC klonok
segitségével a mutans géneket korulolelé régiokat lefedtik, és a régio szekvencidjanak
meghatarozasat kdvetéen géneket és feltételezett kddold szakaszokat kerestiink. A keresett gének
azonositasat a gének mutans és vad tipusu ndvénybdl meghatdrozott szekvencidjanak
Osszehasonlitasaval vegeztuk el. A genek azonossagat komplementacids kisérletekkel (vad

fenotipus visszaallitdsa mutans névényekben vadtipusu szekvencidk bejuttatasaval) igazoltuk.

A DMI1 gén azonositasa

A DMI1 gén azonositasat kooperacids partneriinkkel (D. Cook, University of California, Davis,
USA) egyuttmitkddésben végeztik. A dmil mutéans fenotipust a M. truncatula kettes kapcsoltsagi
csoportjara (LG 2) térképeztilk a IN1R és a DK407L markerek kozelébe. A térképezé populacio
egyedszamat tébb mint 1500-ra néveltik és a szimbiotikus fenotipusuk, valamint a két kozeli
kapcsolt markerre meghatarozott genotipusuk alapjan megallapitottuk, hogy a dmil mutans gén
az IN1R genetikai marker és a kettes kromoszoma telomerikus régidja kozott helyezkedik el.
Ebben a régioban a M. truncatula genetikai térkép ekkor még nem tartalmazott tovabbi genetikai
markereket, ezert a kozeli rokon lucerna (Medicago sativa) kapcsoltsagi térképét (Kal6 és mtsai
2000) hivtuk segitségul, tudva, hogy a két Medicago genom nagyfoku hasonldsagat mutat (Choi
és mtsai. 2004). Az 1IN1R és a DK407L genetikai markerek térképhelyzetét meghataroztuk a
diploid lucerna genetikai térképén is. A diploid lucerna genetikai térképén az IN1R marker és a
kettes kapcsoltsagi csoport (LG2) proximalis vége kozott egy olyan gén alapu marker (U212D)
volt, melynek térképhelyzetének meghatérozasa a M. truncatula mutans szegregald populécion
nem mutatott rekombinécidt a mutans fenotipus és az U212D marker kdzott.
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A muténs fenotipushoz szorosan kapcsolt markerek (IN1R és U212D) segitségevel BAC
(Bacterial ~ Artifical Chromosome) klénokat azonositottunk egy masik kooperécios
laboratoriummal egydttmikodésben (CNRS_INRA, Toulouse, France), melyeket részben
restrikcios emésztési mintazatuk, valamint a klénok végfragmentjeinek PCR amplifikacios
mintazata alapjan sorrendbe raktunk és igy osszeallitottuk a DMI1 kontigot. A kapott klonok egy
kb. 1.2 Mb-nyi genomi szakaszt fedtek le az LG2 proximalis végén. A kontighban lévé BAC
klonok végszekvencidinak segitsegével tovabbi markereket készitettlink, melyek segitségével
lesziikitettik a mutacioert felelos gén helyzetét. A DMI1 gén a kontigban Iévé 57N18S genetikai
marker és a kromoszoma vége kozott helyezkedett el egy 550 kb nagysagu szakaszon.

Az 57N18S marker és a DMI1 gén kozott a vizsgalt 550 kb nagysagi genomi szakaszon
egyetlen rekombinacios eseményt tudtunk azonositani toébb mint 1500 egyed vizsgalatat
kovetéen, azaz a telomér kozeli régioban a rekombinacids események szamanak erételjes
csokkeneset tapasztaltuk. Ezért a DMI1 gent tartalmazo szakasz tovabbi sziikitése helyett
elkezdtiik az 550 kb-0s genomi szakasz szekvencidjanak meghatérozéasat és azoknak a géneknek a
keresését, melyek mutéacioja a fenotipust okozhatta. A DMIL1 régiot lefed6 BAC klénok
szekvencidjanak meghatarozasat kovetéen szamitogépes programok segitsegével a régio
szekvencidjat dsszeillesztettik. A régié szekvencidjanak analizisével (BlastX es FGENESH) 85
lehetséges gént ill. kddold szekvenciat azonositottunk.

Oligonukleotid primereket terveztiink a jelolt génekre és PCR amplifikaciot végeztiink a
rendelkezéslinkre allé harom EMS és két neutron besugarzassal eléallitott dmil mutéans allélt
hordozo, valamint vad tipusu novény genomi DNS és cDNS templatjain. A nagyszamu jel6lt gén
miatt az amplifikdlandd géneket felosztottuk egylttmiik6d6 partneriinkkel. Egy ismeretlen
funkcioju fehérjét kddold gén amplifikaciojanak hianya a két neutron besugarzassal eléallitott
allél eseteben nagyobb genomi szakasz hianyat jelezte (neutron besugarzas altalaban kisebb vagy
mutaciokat talaltunk ennek a génnek szekvenciajaban, melyek stop kodont eredményeztek, vagy
pedig a mRNS érésében okoztak zavart.

A mutaciok alapjan azonositott gén cDNS szakaszat egy 1.6 kb nagysagu promater régioval
illesztettik 6ssze, majd a konstrukciot Agrobacterium rhizogenes baktérium kozvetitésével dmil
mutans novény juttattuk. A transzformans gyokereken megjelené gimék megjelenésével
igazoltuk, hogy a DMI1 gén azonosséagat.

A DMI1 gén teljes hosszagu cDNS szakasz egy 2649 bp hosszusagu nyilt leolvasasi keretet
tartalmaz, ami egy 883 aminosavbdl allé feherjét kodol. A szamitogépes homoldgia vizsgalatok
nem mutattak ki semmilyen eddig ismert ndvényi fehérjével, vagy annak alegységével
hasonlosagot, de a feltételezett ortolég szekvenciak rizsben, Arabidopsis-ban és tobb egy- és



kétszikii ndvényben megtalalhatdak. A domén vizsgalatok négy transzmembran régioét, valamint
egy konzervalt domént (DUF1021) azonositottak. A DUF1021 domén kisebb mértékii, de az
egész doménre Kiterjedé hasonl6sagot mutatott bakterialis kalium csatornak TrkA doménjével,
igy a DMI1 fehérje feltételezhetéen kation csatornaként, vagy annak alegységeként mikodik.
Egyulttmtikddé partneriink tovabbi vizsgalatai idokdzben kimutattak, hogy a DMI1 protein a M.

truncatula magmembranjaban helyezkedik el (Riely et al. 2007).

A DMI1 és DMI2 régi6 szekvenciajanak részletes analizise

A DMI1 gén genetikai klonozésa soran egy tobb mint 500 kb nagysagu genomi régiot
azonositottunk a 2. kromoszoma révid karjan, ahol a gén elhelyezkedhetett. A gén izolalasahoz
szlikség volt a régidban lévé kddold szekvencidk azonositadsara. A DMIL régio nagy mérete miatt
a szekvenalandé BAC klonokat és azok bioinformatikai analizisét felosztottuk egytttmiik6do
partnereinkkel.

Az &ltalunk vizsgalt 368188 bp hosszlsagu genomi szakaszt 3 BAC klon (mth2-54A24,
amely a DMI1 gént tartalmazza, mth2-28014 és mth2-55E21) fedte le. A kdzel 370 kb nagysagu
szakaszon meghataroztuk a potencialis gének és egyéb jellegzetes szekvencia elemek szamat és

helyzetét egqy FGENESH program segitségével (www.softberry.com). Ezt kdvet6en a szekvenciat

tovabb vizsgaltuk BLAST analizissel az NCBI nem redundans fehérje (www.ncbi.nlm.nih.gov),
az Arabidopsis thaliana fehérje (www.arabidopsis.org), és M. truncatula EST (www.tigr.org)
adatbazisaival szemben. A két programmal végzett vizsgalat 41 gént ill. potencialis kdodolo
szekvenciat tart fel. Ez megfelel a korabban mas M. truncatula genomi vizsgalatok soran
tapasztalt atlagosan 1 gén/10 kb aranynak. A feltételezett gének kozoétt kilenc olyan hipotetikus
kodolo szakaszt taldltunk, melyhez szekvencia hasonlésag alapjan nem tudtunk feltételezett
funkciot tarsitani.

Korébban azonositottuk a S. meliloti és M. truncatula kozott létrejové szimbiotikus
nitrogénkotd kapcsolat kialakitdsdban résztvevé DMI2 (NORK) geént (Endre és mtsai. 2002).
Elvégeztiik a DMI2 gént tartalmaz6 276 kb nagysagu genomi régid 6sszehasonlitadsat egy masik
pillangosviragu ndvény (Lotus japonicus), az Arabidopsis thaliana és nyarfa genomok megfelel6
régidival (Kevei és mtsai 2005). A vizsgalatok a NORK régid jelent6és hasonlosagat mutattak a

gének sorrendjében és orientacidjaban.

A PDL gén azonositasa

A PDL gént szintén genetikai térképezésen alapul6 génizolalassal azonositottuk. A korabbi
térképezési adatok alapjan a pdl gén az LG7 kapcsoltsagi csoport alsé régiojaban helyezkedett el.
A gén Kkldnozdsdhoz a mutans pdl és a vadtipusi Medicago truncatula A20-as Okotipusu



novények keresztezésével létrehoztunk egy kozel 2000 névenyt tartalmazd F2 térképezo
populaciot. A novények genotipusat meghataroztuk a mutans lokuszt kdzrefogd genetikai
markerekre (58T, DK427R). A genotipusok alapjan kivalogattuk a régioban rekombinaciot
mutatd egyedeket, valamint a pdl fenotipusd névényeket, és ezekkel elvégeztiik a szimbiotikus
novényi tesztet. A szimbotikus fenotipusok meghatarozasat kovetéen 492 mutans egyedet
azonositottunk, melyekbsél 13 mutatott rekombinaciot a két hatarold6 marker kdzott. A
rekombinacios gyakorisdg alapjan meghatarozott genetikai tavolsag szerint a mutans gén és a
kozrefogo 58T és DK427R markerek annyira kdzeliek voltak, hogy célravezetének gondoltuk a
meglévé kapcsolt markerek segitségével BAC klonok azonositasat és megkisérelni a PDL régiot
lefed6 klonsorozat 6sszerakésat.

A mutans géntél minddssze 0.3 cM tavolsagra elhelyezkedé DK427R marker segitségével
négy, egymassal atfedé BAC klont azonositottunk, melyek tartalmaztdk a DK427R markert. A
Medicago BAC klonokat a restrikciés emésztési mintazatuk alapjan a genom szekvenalasi
program keretében csoportositottak (az atfedé klonok un. kontigokat alkotnak), melybél egy az
interneten elérheté adatbazist hoztak létre (www.medicago.org/genome/). Az altalunk azonositott
négy klon egy olyan kontigban (PDL kontig) helyezkedett el, amely kdzel 6tven BAC klént
tartalmazott, koztik egy ismert szekvencidju klént is. A kontig klonjai kozil szdmosnak
meghataroztuk végszekvenciajat, és az igy rendelkezésiinkre all6 BAC klén ill. BAC
vegszekvencidk segitségével genetikai markereket allitottunk el6. Ezek kozul a TC87156_1 és
TC80512_1 markerek a PDL gén két oldalan helyezkedtek el (egy ill. két rekombinaciot
azonositottunk a markerek és a PDL gén kozo6tt), egy harmadik genetikai marker (29P9F) pedig
teljes mértékben egyltt szegregalt a pdl fenotipussal. A markerek segitségével tehat tovabb
szikitettlik azt a genomi szakaszt, ahol a PDL gén elhelyezkedhet.

Ezt kdvetéen meghataroztuk a TC87156_1 és TC80512 1 markerek kozotti kb. 50 kb
nagysagu genomi regid szekvenciajat. A kapott szekvencia analizisét BLASTX és BLASTN
szamitogépes programok segitségével végeztik el az NCBI fehérje, illetve a TIGR Medicago
kodolo szekvencia adatbazisaval szemben. A vizsgalat hat feltételezett gént azonositott a
régidban, melyek egy ismeretlen funkcioju fehérjét, egy alfa tubulint, egy ERF (AP2) tipusu
transzkripciés faktort, egy RNS-koté fehérjét, egy exosztozin-szerii fehérjét, valamint egy
Ser/Thr protein kinazt kddolhatnak.

Annak eldontésére, hogy a hat feltételezett gén kdzul melyik lehet felel6s a pdl fenotipusért,
meghataroztuk a PDL régidban talalhaté hat gén szekvencidjat a pdl mutansbol. A gének pdl allel
szekvencidjanak vad tipusu szekvenciakkal torténé 6sszehasonlitasa egyetlen egy génben, az ERF
tipust transzkripcios faktor génjében mutatott egy bazispar kilonbséget. A mutécié egy guanin-
adenin csere volt a gén 122. bazisparjaban, ami egy glicin-aszparaginsav cserét eredményezett.



Az aminosavcsere a fehérje AP2 doménjének un. YRG konzervativ motivumaban kovetkezett be,
és az eddig vizsgalt 147 Arabidopsis AP2-szerii gén ebben a pozicidban tartalmazta ezt a
konzervalt glicint. Feltételezhetéen a fehérje normalis miikddesehez ebben a pozicidban a glicin
jelenléte elengedhetetlen. A @gén azonossaganak bizonyitasara genetikai komplementacios
kisérleteket végeztink, azonban tdbbszori prébalkozasunk ellenére sem sikerlilt a muténs
fenotipust vadtipusiva alakitanunk a mutans ndévényben az ERF tipusu transzkripcios faktort
kddold gén bejuttattatasaval.

A kromoszémaséta soran tudomasunkra jutott, hogy egy angliai laboratoriumban (Giles
Oldroyd, John Innes Centre, Norwich) azonositottak egy Nod- mutans lokuszt, amely a M.
truncatula hetes kapcsoltsagi csoportjanak a pdl l6kusszal azonos régidjaba térképezodott.
Kordbban nem vet6ddtt fel a két mutans azonossaga kissé eltéré fenotipusuk miatt. Az angol
csoport altal vizsgalt neutron besugarzassal indukalt mutans esetében ugyanis a keletkez6
infekcids fonalak nem minden esetben abortalodnak, hanem elagazo struktarékat hoznak létre,
innen a mutans elnevezése: bitl -branched infection thread. Ezzel szemben a pdl mutans esetében
az infekcids fonalak fejlédése minden esetben elakadt az infekcids hely kozelében. A bitl mutans
esetében gyakran volt megfigyelheté a kortikalis sejtosztédas, mig a pdl esetében gimo
primordium képzoédés nem volt megfigyelhets. A bitl gyokérszérok fenotipusa a vad fenotipusu
novényekére hasonlit, mig a pdl névények a gyokérszorok jellegzetes csoportosulasat mutatjak. A
mutansok Nod- fenotipusa és azonos térképpozicidja miatt azonban érdemesnek itéltiik tesztelni a
bitl és pdl allélikus viszonyat. A két mutanst dsszekereszteztiik, és megvizsgaltuk a kapott F1
hibridek szimbiotikus fenotipusat Sinorhizobium meliloti fertézést kovetéen. A bitlxpdl
keresztezés eredményekent kapott novények egyike sem képzett glimét rhizobium fertézést
kovetéen, ami jelezte, hogy a két mutans ugyanabban a génben szenvedett mutaciot. Kooperacios
partneriink idékdzben azonositotta a bitl mutansban a fenotipusert felelés deléciot. A tébb mint
40 kb méretii delécid tobb gént is érintett, koztlk az ERF tipusu transzkripcids faktort kodold
gént is. Az altalunk elkészitett konstrukciok (az ERF tipusu transzkripcids faktort kodolo gén
kilénb6z6 transzformacios vektorba kldnozva) felhasznélasaval komplementécids kisérleteket
végeztek és igazolni tudtak a BIT1 gen azonossagat. Mivel az allélteszt bebizonyitotta, hogy a pdl
és bitl mutansban ugyanaz a gén romlott el, igy igazolni tudtuk, hogy a pdl fenotipus
kialakitasaért valoban az ERF tipusu transzkripcios faktort kddold gén mutaciodja felelés. A gént
ERN-nek (ERF Required for Nodulation) neveztik el. A pdl mutans genetikai komplementacidja
egyuttmikodo partneriinknek sem sikerilt, mig a bitl mutanst laboratériumunkban mi is tudtuk
komplementalni. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a pdl mutans valamilyen tulajdonsaga

okozza a komplementécios kisérletek kudarcat. Feltételezhet6en a pdl muténsban (ami nem null



mutans a bitl mutanssal szemben) keletkezé6 mutans fehérje valamilyen modon akadalyozza a

bejuttatott vadtipusd gén normalis mikddéseét.

Kiserleteink soran tehat azonositottuk a Shinorhizobium meliloti és Medicago truncatula
kozott letrejové szimbiotikus nitrogénkoté kapcsolat kialakitasaban résztvevé DMIL1 és PDL
géneket térképezésen alapuld génizolalassal kooperacids partnereinkkel egylttmikddésben. Az
eredmeényeket nemzetkdzi tudomanyos folydiratokban publikéltuk (Ane et al. 2004, Kevei et al.
2005, Middleton et al. 2007).
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