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Zarojelentés
Egy specializalt névenyi szerv, a szimbiotikus gydkérgiimé kialakulasahoz kapcsolodo
folyamatok funkcionalis genomikai vizsgalata
OTKA T 046819 2004-2007

A palyazaton belil elsésorban egy Gj szimbiotikus Medicago génnek (Lin) a mutans
fenotipus térképezesen alapuld klonozasat és elsédleges leirasat vallaltuk. A Medicago
truncatula lin mutans (,,lumpy infection”) nevét szimbiotikus fenotipusa, a gimoéprimordiumok
altal ,,gorongyossé” tett gyokér alapjan kapta. Ezen ndvények gyokerén vad tipust szimbionta
baktérium adasakor a kezdeti ndvenyi valaszreakciok indukalodnak, és a sejtosztodas
kovetkeztében a glimaoprimordium kialakul a belsé kéregsejtekbol. A baktériumok bejutnak a
gyokeérszorbe, az infekcids fonal kialakul, azonban a baktériumok nem tudnak tovabbmenni, az
infekcio elhal a gyokér epidermiszben. A mutéciot szenvedett génnek tehat elengedhetetlen
funkcidja van a gyokergimé kialakulasaban. Ezt a vaéllalt feladatot teljes egészében
teljesitettik. Az azonositott gén egy olyan fehérjét kddol, melynek feltételezett funkciodja egy, a
szimbidzis kialakuladsdban még nem vizsgalt atnak, az ubiquitinaciés folyamatoknak a
fontossdgdra mutat rd. Ezen munka részletesebb ismertetéset adjuk, mivel az errél szo6ld
kdzlemény még csak kézirat formajaban van meg, nemzetkdzi folyoiratba kiildés el6tt. Emellett
a gyokergimo kialakuldsdhoz elengedhetetlen Medicago gén, az elséként azonositott NORK
tovabbi vizsgalatat folytattuk: az eredeti tetraploid mutans lucerna névényben elvegeztik a vad
tipusu alléllal a komplementaciot, valamint részt vettiink egy a NORK fehérjével kolcsdnhatast
kialakito fehérje azonositasabana, melyrél kimutattuk, hogy szintén fontos szerepe van a
szimbiozis folyamataban. Mind a Lin gén genetikai és fizikai térképezésekor, mind a NORK
régié elemzésekor, genomikai 6sszehasonlitdsokbdl olyan érdekes (j eredmények szilettek,
melyek publikaciora érdemesek voltak. Ezeket az eredményeket, melyekbsl megjelent
kdzlemények vannak, a jelentés végén roviden dsszefoglaljuk.

A lin mutans genetikai térkepezése

A Medicago truncatula lin mutans keresztezése mar korabban megtortént az A20 jeli
névénnyel. A hibrid F1 egyedekr6l magokat gyijtottink és az elsé 123 egyedbdl allo F2
szegregaldo populacion tobb markernek is meghataroztuk a genotipusat. A genotipusok
kiértekelése utan a lin mutéaciot az egyes kapcsoltsagi csoportra tudtuk térképezni, a DSI és SCP
markerek kozé. E két marker még tobb mint 7 cM genetikai tvolsagot fed le, tehat tovabbi,

szorosabb kapcsoltsagban levé molekularis markereket keresiink még a fizikai térképezés elét,
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ez volt az els6 év egyik feladata. Késobb a terveknek megfeleléen Gjabb F2 egyedeket neveltiink
fel a lin szegregald populacio Kiterjesztéséhez. Meghataroztuk a felndvesztett 180 Gj egyed
szimbiotikus fenotipusat, majd mindegyikbdl genomi DNS-t tisztitottunk. Elvégeztik ezen Uj
egyedek genotipizalasat a két hatarolé markerre, a DSI és SCP markerekre, és ezaltal a vizsgalt
régidéban 16 Uj rekombinacios eseményt hordozo egyedet sikeriilt azonositani, melyeknek a
késobbi finom térképezés soran vettilk hasznat.

A DSl és SCP molekuléris markerekkel behatarolt régio tovabbi genetikai térképezéséhez
elészor a diploid lucerna (Medicago sativa) térképen altalunk korabban azonositott markereket
elemeztik térkép 6sszehasonlitas segitségevel. A specifikus primerekkel sikeriilt amplifikalni a
M. truncatula DSI markernek megfelel6 szekvencidkat a M. sativa szegregal6 populacién, majd
meghatarozuk e marker térképhelyzetét a M. sativa egyes kapcsoltsagi csoportjan. Ebben a
régiéban a M. sativa térképen négy olyan DNS markert talaltunk, melyek gén alapuak és
szekvencidjuk ismert volt (U212B, U163, U85, U181), tehat lehetéségink adddott olyan
primereket tervezni, amelyekkel a M. truncatula egyedeken is tudjuk az adott DNS szakaszt
amplifikalni. A négy marker kozll kettot sikertlt a M. truncatula populacion betérképezni (a
masik ketté nem volt polimorf), &am ezekrdl kidertlt, hogy nem mutattak nagyobb kapcsoltsagot
a lin mutacioval, mint a korabbi hatarol6 markerek, tehat nem jutottunk kozelebb a génhez. Ezzel
a munkaval parhuzamosan RAPD markereket kerestiink az adott régidba az M. truncatula
egyedeken. Az un. Bulked Segregant Analysis mddszert alkalmaztuk, vagyis a szegregald
populacio ellentétes homozigota egyedeit reprezentald6 DNS-egyvelegeket teszteltik RAPD
primerekkel PCR-ben. Bar kaptunk néhany jé jel6ltnek tiiné amplifikacios termeéket, azonban a
reakciok nem bizonyultak megbizhatonak és ismételhetonek, feltehetéleg a templat DNS-ek
toredékezettsége miatt (ez a jelenség altalaban nem befolyasolja a specifikus primerekkel végzett
és nem nagy mereti fragmentet eredményezé PCR amplifikéaciot, de egyeértelmiien negativ
hatdsa van az érzékenyebb RAPD PCR-re).

Mindezen munkak kozben egy francia laboratorium kutatdival vald6 megbeszélés alapjan
feltételezhetének tiint, hogy a lin mutans talan az MtN6 jeli génben lehet hibas. Egyrészt az
MIN6 gén kifejezodése specifikusan a szimbiozis kialakulasanak abban a szakaszaban né meg,
amelyben a lin mutansban a szimbiozis leall, masrészt a franciak altal eléallitott térképezé M.
truncatula populacién az MtN6 gén szintén az egyes kapcsoltsagi csoportra térképezédott, de a
kdzos molekularis markerek hianyaban egyel6re nem lehetett tudni, hogy mennyire lehet kozel a
lin mutacidhoz. A kérdés megvalaszolasahoz elvégeztilk az MtN6 gén térképezését a lin mutaciot
szegregal6 populacioban, és egyértelmiien bebizonyitottuk, hogy a lin nem egyezik meg a MtN6

génnel, hiszen azzal csak igen kis fokd kapcsoltsagot mutat, a koztik lévé genetikai tavolsag



biztosan nagyobb mint 10 cM. Ezzel tehat nem jutottunk még kozelebb a lin mutéciohoz,
ugyanakkor a nemzetkdzi Medicago truncatula genomprogram elérehaladasanak kdszonhetéen
egyre novekvé M. truncatula fizikai térkép informacio és szekvencia allt rendelkezésre, melyet
mar elegenddnek itéltiink ahhoz, hogy ezek segitsegével kozelithessiik meg a Lin-t az azonositott

DSI és SCP molekularis markerekrdl kiindulva.

A lin mutans fizikai térképezése

A DSI marker szekvencidjat teljes egészében megtaldltuk az mth2-004004 jeli
megszekvenalt BAC-on, amely a BAC fingerprint-bél 0sszedllitott genomi kontigok kozil a
ctgl202 sz. kontig része. Mivel a DSI szekvenciaja kozel volt a BAC klon egyik végéhez,
primereket terveztink a BAC Kklon ellentétes végére. Ezen primerekkel kapott amplifikalt
fragmentek agardz gélen torténd elvalasztassal polimorfizmust mutattak a M. truncatula
szegregald populacion, és igy genotipizalni tudtuk az egyedeket. A rekombinans egyedek
elemzésével kiderilt, hogy egy rekombinacidval kozelebb jutottunk a lin mutacidéhoz, tehat
megvan az orientacio, hogy merre menjink tovabb (1. &bra). A ctgl202 kontigon (az
egyszeriiség kedvéert Kontig L1, jelezve a balrol indult genomseta elsé kontigjat) ~ 5 atfedd
BAC Kklon segitségével jutottunk el a kontig vegéig, ahol a szélsé, mth2-021B07 BAC vegét
hasznélva hibridizacios probaként két ujabb BAC Kklont sikerllt azonositani. Ezen BAC kldnok
fizikai kontigjanak (Kontig L2) ellen6rzésekor egy furcsa kép rajzolodott ki: ez a két klon egy
prediktalt kontig kozepére esett (gy, hogy az adatbazisban kozolt visszatérképezési eredmények
szerint a kontig két vége két eltéré pozicidba térképezédott, tehat nagy odafigyeléssel kellett
utdnajarnunk, hogy a valos fizikai szakasz merre folytatodik. BAC klén valos atfedések
bizonyitasabdl és BAC-veg szekvenciak elemzésébol kideritettlik, hogy ezen a kontigon csak ~ 2
BAC klon hosszusagu szakasz a valddi kapcsolt genomi rész az altalunk vizsgalt régidban. Ezen
rész BAC vegeirél szarmaz6 BAC-vég szekvencidk segitségével meg tudtuk hatarozni a
tovabbvivé utat, melyet specifikusan tervezett primerek és PCR segitségével is megerésitettlink.
Igy jutottunk el a kévetkezé kontighoz (Kontig L3), melyrél 3 BAC klonnal is kimutattuk
specifikus PCR-rel a direkt atfedést. Ezen a kontigon szdmos tovabbi jeldlt atfed6 BAC kldnokat
jeleztek, melyek jelenlétét sok esetben meg tudtuk erésiteni, viszont koriltekintd, aprolékos
munkéra volt szikség ahhoz, hogy a valos atfedési kapcsolatokat megrajzolhassuk, ami
meglehetésen eltért az elézetes kontig rajzolattol. Végll sikerllt a pontos régiot dsszeilleszteni a

BAC inszertekbdl (~ 4 BAC klon hosszlsagu), és azonositottuk a legtovabb eléré6 BAC klont is.



1. &bra: A DSI markert hordozé BAC kldn és fizikai kontigja egy részletének képe.

A szines vizszintes vonalak egyedi BAC klénok a régidban, rajtuk a rovid élénk zéld jelek a
tervezett PCR primer helyek genetikai markerek eléallitasahoz. Az abra tetején huzodo
hosszi fekete egyenes a fizikai tavolsagot jelzi kilobazisban. A genetikai térképezés

eredmeényeként meghatarozott My,4 marker poziciéja megmutatta, hogy mely iranyba kell

folytatnunk a genomsétat a Lin gén felé.
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Mindezen genomséta alatt, mikdzben a BAC klonok kozti valds atfedéseket kerestik, ill.
igazoltuk is, folyamatosan probaltunk tobb primerpérral genetikai térképezésre alkalmas,
polimorfizmust mutaté markereket is el6allitani a mutacio pontosabb térképezésére. A leirt
fizikai ut sordn (Kontig L1 — L2 — L3) 8 kulonb6zé ponton sikeriilt genetikai markert
eléallitanunk, melyek genotipusat meghataroztuk a szegregalé populécié rekombinans egyedein.

Sikerilt megrajzolnunk ezaltal a rekombindcios ,,1épcsok™ helyzetét is, és nyomon kovethettik,



ahogy lépesrol-lepésre (rekombinaciordl-rekombinaciora) kdzelebb kerdltiink a lin mutaciohoz,
egészen addig, hogy a Kontig L3 legszélén Iévé genetikai marker mar rekombinacié nélkil, a
legszorosabb kapcsoltsagot mutatja a lin-nel. Erdekessége ennek a képnek még, hogy lathattuk a
rekombinaciok véletlenszerii elhelyezkedéseit, hiszen volt olyan, hogy egy BAC klonon belil
atugrottunk egy rekombinaciot, mig az is eléfordult, hogy tébb BAC klonon ativel6, majd egy

megabazisnyi részen nem volt rekombinacids esemény.

A genetikai térképezéssel a mutacid masik oldalarol kiindulva, az SCP markerhez az
mth2-008F09 jeli BAC klont adtak meg, mint az SCP szekvenciat hordoz6 klont. Azonban
amikor ennek a BAC klénnak egy masik részére terveztiink primereket, és a kapott markert
genotipizaltuk a lin populécion kidertlt, hogy semmiféle kapcsoltsdgot nem mutat a lin-nel.
Tlzetesebb szekvencia elemzéssel kideritettiik, hogy bar egy SCP-homoldg szekvencia valoban
jelen van a mth2-008F09 BAC klonon, ez mégsem 100%-ban homolog vele. A teljes homologiat
mutatd SCP szekvenciat az mth2-013L02 BAC klonon sikerilt azonositani, amely a ctg 1182
kontigba van sorolva (az egyszeriiség kedvéert Kontig R1, jelezve a jobbrdl indult genomséta
els6 kontigjat). Ebben a kontigban is elvegeztik a markerek eléallitasahoz szikséges
munkalatokat, az atfed6 BAC klon szekvenciak alapjan primer tervezéseket PCR
amplifikaciokhoz, a BAC-ok helyzetének igazolasara és a lin szegregald populéacion torténd
visszatérképezéshez. Meghataroztuk a genomséta iranyat és eljutottunk a Kontig R1 végén 1évé
klon végéig, mely fragmenttel hibridizacioval két Gjabb atfedé, de egyedi BAC Kklont
azonositottunk, melyeknek nem volt kontig ,hovatartozasuk”. Ezek tovabbi elemzése elétt
szintén az egyre novekvé Medicago adatbazisban Ujabb, a régidba térképezédé, BAC
szekvencian alapul6é genetikai markerek jelentek meg, melyekrél a lin szegregalé populacid
egyedein tortént genotipizalassal bebizonyitottuk, hogy kozelebb esnek a lin mutaciohoz,
mégpedig errél a fizikai Gtrol kozelitve. igy mindjart a Kontig R2 és annak BAC-jaira
Lugrottunk” (~ 5 BAC kl6n hosszu), és a szokasos ellenérzések utdn mentiink tovabb a Kontig
R3 (~ 4 BAC klon hosszt), majd Kontig R4 (~ méasfél BAC klon hosszu) kontigokra. Mindvegig
a mar leirt BAC-vég szekvencia informaciok részletekbe mené elemzésevel (homoldgia
keresesek, kulonbdz6 BLAST analizisek), és fizikai (PCR, hibridizacio) megerdsitésekkel
bizonyitottuk a BAC klonok valds atfedését és rajzoltuk meg a fizika térképet. Errdl az oldalrol
az ut sordn (Kontig R1 — R2 — R3 — R4) 12 genetikai markert sikertlt eléallitanunk, és 2

rekombiacidra megkozelitenlink a lin mutaciot.



A lin régio behatérolasa, szekvenalasa, annotalasa:

A két oldalrol inditott és vezetett genomséta eredményeként tehat megkozelitettiik lin
mutaciot, azonban meég nem ért 0ssze a ket szakasz, nem volt kezinkben a teljes régio.
Eljutottunk egyik oldalrol, a Kontig L3 révén egy olyan BAC kldnig, mely rekombinacio nélkil,
100% kapcsoltsagot mutatott a lin-hez a szegregald populacidban; a masik oldalrdl, a Kontig R4
révén pedig egy olyan BAC klonig, mely két rekombinacié tavolsagra volt még a lin mutéaciotdl.
Ezen a ponton azonban nem sikertlt olyan Hindlll enzimmel készilt BAC kldnt, ill. kontigot
azonositani, amellyel atfedest lehetett volna kimutatni, és a két végpontot 6ssze tudtuk volna
zarni egy folytonos szakassza. Ugyanakkor sikerilt olyan, EcoRI restrikcids emésztéssel készilt
BAC Kklon jel6lteket azonositani szekvencia homoldgia alapjan, melyekrél csak BAC-vég
szekvencia informéacio allt rendelkezésre. Ezek a klénok egy francia laboratériumban készultek
és nem vettek részt a korabbi kontigok felépitésében, ugyanakkor el tudtuk kérni ezeket, és
ellenérizni tudtuk, hogy valos atfedést és a régio tovabbi szakaszat reprezentéljik-e. Az egyik
oldalrél, a Kontig L3 feldl igy valoban egy EcoRl BAC segitségével tovabbjutottunk, melynek
réven egyrészt egy Ujabb kontigot azonositottunk (Kontig L4), majd legtovabb ismét egy ujabb
EcoRl BAC Kklonnal jutottunk el (2. abra). Genetikai markerek eldallitasaval, és ezeknek a
rekombinans egyedeken végzett genotipizalasaval meghataroztuk azt a genomi szakaszt, melyen
belul a markerek 100%-ban kapcsoltak a lin mutacioval, hiszen a felépitett régid legtavolabbi
pontjanak genotipizalasakor kidertlt, hogy itt mar ,,atugrottuk” a ,,maradék” két rekombinacios
eseményt is, mellyel eljutottunk addig a rekombinacios pontig, ahova a genomséta masik
oldalardl, a Kontig R4 feldl kdzelitve is megérkeztlnk.

Osszegezve tehat, a fizikai térképezés, genomséta nyoman meghataroztuk azt a ~ 350 -
400 kb hosszusagu genomi DNS szakaszt, mely a lin mutéciot hordozd gént tartalmazza. A
régiot reprezentalo BAC klénok szekvenalasat a nemzetkdzi Medicago genomprogramon belil
az 1. kromoszomat szekvenald amerikai laboratérium segitségével sikerilt meghatarozni. A
nyers DNS szekvencia elemzésekor egyrészt kilonbdz6 genpredikcids programokat, mésreszt
adatbankokban rendelkezésre all6 EST szekvenciakat hasznaltunk a régié kodold szakaszainak

azonositasara.



2. dbra: A betérképezett lin mutéciét hordozé Medicago régio fizikai és genetika térképe.

A kétoldalrol kozelité genomséta eredményeként kapott fizikai szakaszok a kontig R4 és
kontig L4 fel6l. A szines vizszintes vonalak egyedi BAC klénok a régidban, rajtuk a rovid
élénk zold jelek a tervezett PCR primer helyek genetikai markerek eléallitasahoz. Sotétkekkel
jeloltik azokat a BAC kldnokat, melyeket a téma keretén belll szekvenaltattunk meg. Az abra
tetején huzdédo hossz( zold nyillal tlntettik fel a genetikai térképezés eredményeként
meghatarozott, a Lin gént hordozo régiot (0 rek., vagyis rekombinacio neélkil, szorosan
kapcsoltak a lin fenotipussal), melyet az azonositott rekombinaciok (1 rek., ill. 2 rek. a

szakasz két végén) hatarolnak.
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A kapott gének listajabol kivalogattuk azokat, melyek jo jeldlteknek latszottak a Lin
funkcio betoltésére. Ezeket egyrészt szekvencia homoldgian alapulé feltételezett funkcio alapjan
(pl. kilénbozé transzkripcids faktorok, receptor kindz), masrészt ismeretlen funkcioju, de az EST
adatok alapjan elsésorban szimbiotikus szdvetekben kifejezédo gének kozil szelektaltuk. Ezekre
a koadolo szekvenciakra primerpéarokat terveztiink, és a teljes gent atfedé fragmentek formajaban

amplifikaltuk a lin mutans egyedbdl, majd klonoztuk és szekvenaltuk azokat.



Az Osszeillesztett szekvencia alapjan lathattuk, hogy vajon az adott génben a lin mutans
hordoz-e mutécidt. Az altalunk legjobb jel6ltnek itélt, sorrendbe allitott els6 nyolc gén egyikében
sem talaltunk mutéciét. A kilencedikként megszekvenalt, 16 exonbdl allé génben azonban végre
sikerdlt azonositani egy pontmutaciot. Ez a mutacio, bar egy intronban volt, azonban annak
utolso, exon melletti poziciojaban (3. abra), ezért tovabb vizsgaltuk a genrdl atirddd cDNS

szekvenciakat.

3. &bra: Az azonositott Medicago Lin gén sematikus abraja.
A vastag nyilak az exonokat jelzik a genomi DNS-en, csillaggal jel6ltik a mutacio helyét a
vizsgalt mutansban. Kék vonalak jelzik az atfed6 PCR termékeket, melyeket a

klénozasokhoz és szekvenalashoz készitettiink.
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Mivel errél a génrél az adatbankokban, a megszekvenalt tébb mint 200 000 Medicago
EST kozott egyetlen Kifejez6dé szekvenciat sem talaltunk, elészor a vad tipusi Medicago
novény egy szimbiotikus szévetébdl (gyokér 4 nappal a rhizobialis inokulacio utan) tisztitott
RNS-b6l készitett cDNS templaton probaltuk amplifikalni a gént. A sikeres amplifikaciok
klonozésa és szekvenalésa révén gsszeallt a vad tipusu Lin cDNS szekvenciaja. Ekkor a muténs
egyedbdl készitett cDNS templaton is elvégeztilk a kisérletet, és bebizonyosodott, hogy a
mutacio helyenél az érintett intron az mRNS érése sordn nem képes kivagodni a kodold
szekvencidbol, és mivel az intronon belil egy korai STOP kodon lesz igy jelen a
transzkriptumban, a transzlacio soran mar csak egy csonka, rovid fehérje képzédhet.

Elvégeztik a mutans novény komplementacidjat is. Amplifikaltuk a teljes hosszusagu,
vad tipusu cDNS-t, majd klonoztuk elészor an. ,entry” vektorba, onnan pedig novényi
transzforméaciora alkalmas vektorba. Mivel a névenyek gyokerein latsz6do fenotipusd mutacio

komplementélasarol volt sz6, alkalmazhattuk az Agrobacterium rhizogenes altal kivaltott Gn.



»hairy root” transzformacios rendszert. A mutans ndvényeken létrehozott transzgenikus
gyokereket vad tipust Rhizobium meliloti baktériumokkal inokulaltuk, és figyeltik a kialakuld
szimbiotikus gimoket. Ellentétben a mutéans gyokéren megjelené aprd, baktériumoktol mentes
gimokezdemenyekkel, ezeken a transzgenikus gyokereken a vad tipust névényen kialakulohoz
hasonlo, baktériumokkal teli giméket talaltunk. Ezzel bizonyitottuk, hogy a genetikai és fizikai
térképezésen alapuld génizolalassal azonositott Lin gén valdban a mutacidt szenvedett, keresett
gén.

Az azonositott gén egy hosszu, ~ 1500 aminosavbol allo fehérjét kodol, mely feltételezett
funkciojat kilénb6zo homologia keresésekkel, domén azonositassal probaltuk prediktalni. A
hosszi fehérjében egyetlen egyértelmii funkcionalis domént, az Un. U-box domént lehetett
ubiquitin ligazok funkcionalis egységei, melyek katalizaljak egy szubsztrat fehérje mono- vagy
poliubiquitinacidjat, mely legtobbszor az adott fehérje degradacidjahoz vezet. Elsésorban a mar
megszekvenalt genomok elemzése alapjdn elmondhatd, hogy ndévényekben szamos U-box
domént hordozé potencialis E3 ubiquitin ligazt kodol6 gén van, azonban a Medicago Lin feherje
doménszerkezete egyedinek mondhato, a legkzelebbi Arabidopsis szekvencidknal féleg az N-
terminalis részen egyaltalan nem kdvetheté nyomon homoldgia. Tovabbi keresések a kdzelebbi
rokon nyarfaban mar teljesebb homoldgiat mutat6 fehérjék génjeit azonositottdk. A szimbiotikus
gim¢ kialakuldsénak folyamataban eddig nem tint fel az ubiquitindcids Ut egyik eleme sem,
pedig ez egy olyan szabalyozé Ut, melynek logikusan lehet szerepe ennek az Gj névényi szervnek
a kialakulasaban, funkcionalasaban. A Lin mutacidja az elsé bizonyiték, hogy bizonyos elemek
specializalodhattak erre a folyamatra, pontos miikddésuk elengedhetetlen, s ezek tovabbi
vizsgalata a szabalyozas Ujabb oldalait tarhatjak fel, melyet egy kdvetkezé OTKA palyazat

keretében szeretnénk megismerni.

Ahogy a bevezetében emlitettiik, a részletesen leirt munka legfébb eredményersl a
kézirat készités alatt, bekildés elétt all. A palyazat soran elvégzett munka bizonyos részletei,
illetve a szimbiotikus giimé kialakuldsahoz sziikséges folyamatokban resztvevé mas molekulak
jellemzésében végzett munkaink mar megjelentek publikaciok forméjaban.

Megjelent egy, a lin mutans jellemzését és elsédleges térképezését bemutatd cikk:
Kuppusamy KT, Endre G, Prabhu R, Penmetsa RV, Veereshlingam H, Cook DR, Dickstein R,
VandenBosch KA LIN, a Medicago truncatula gene required for nodule differentiation and
persistence of rhizobial infections. Plant Physiol. 136:3682-3691 (2004)



A fentiekben vazolt fizikai genomsétak nemcsak a lin génhez vezettek minket kdzelebb,
de fontos Uj informaciok birtok&ba keriltiink bizonyos kontigok oOsszetételével, BAC klonok
viszonyaval kapcsolatban, ill. 0j atfedéseket hataroztunk meg egymassal korabban még nem
Osszekapcsolt kontigok tekintetében. Ezen informaciok segitik a nemzetkdzi Osszefogasu
Medicago szekvenalasi genomprogramot is, melynek keretében egy tudomanyos kdzlemeny is
megjelent: Mun JH, Kim DJ, Choi HK, Gish J, Debelle F, Mudge J, Denny R, Endre G, Saurat
O, Dudez AM, Kiss GB, Roe B, Young ND, Cook DR Distribution of microsatellites in the
genome of Medicago truncatula: A resource of genetic markers that integrate genetic and
physical maps. Genetics 172: 2541-2555 (2006).

A genomsétaval azonositott régiok szekvenciai alkalmasak ugyanakkor bizonyos fajok
kozotti térképdsszehasonlitdsi munkalatokra is. A leirt munkéval parhuzamosan részt vettlink
egy hasonlo megkdozelitésii, makro- és mikroszinténikus genomi 6sszehasonlitasban is: Kevei Z,
Seres A, Kereszt A, Kald P, Kiss P, Toth G, Endre G, Kiss GB Significant microsynteny with
new evolutionary highlights is detected between Arabidopsis and legume model plants despite
the lack of macrosynteny. Mol. Gen. Genomics 274:644-57 (2005).

A szimbiotikus gimé kialakulasanak egyik elengedhetetlen szerepléje a NORK feherje,
melyet korabban els6ként azonositottunk. Az eredeti tetraploid lucerna mutans
komplementécidja nem volt egyszerii, nem lévén alkalmas sem az Agrobacterium rhizogenes
»hairy root” transzforméaciora, sem az Agrobacterium tumefaciens medialta transzforméciora.
Egy, a szomatikus embriogenezisre képes lucerna vonallal toérténé keresztezese, majd
tobblépcsoés szelekciok és transzfomécid révén sikerilt bizonyitanunk az eredeti lucerna nork
mutécidé komplementalasat is: Perhald A, Endre G, Kevei Z, Kiss GB, Kereszt A Strategies to
obtain stable transgenic plants from non-embryogenic lines: Complementation of the nnl
mutation of the NORK gene in Medicago sativa MN1008. Plant Cell Rep. 25: 799-806 (2006)

Szintén a NORK fehérjével kapcsolatban sikerult azonositani egy vele kdlcsénhatasba
1ép6 molekulat (MtHMGR1). A kisérletek bebizonyitottak, hogy ez az interakcio specifikus, és
az MtHMGR1 gén csendesitése szintén szimbiotikus fenotipushoz vezet, tahat ismét sikerilt a
gimo kialakulasahoz vezeté szignaltranszdukcios Ut egy Ujabb elemét azonositani: Kevei Z,
Lougnon G, Mergaert P, Horvath GV, Kereszt A, Jayaraman D, Zaman N, Marcel F, Regulski K,
Kiss GB, Kondorosi A, Endre G, Kondorosi E and Ané J-M A 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl
Coenzyme A Reductase Interacts with NORK in the Nodulation Signaling Pathway. Plant Cell
19:3974-89 (2007)
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