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1. BEVEZETÉS

A nitrogén az élővilág számára nélkülözhetetlen elem. Alkotórésze az élő 

szervezetben található fehérjéknek, a fehérjéket kódoló nukleinsavaknak, valamint 

olyan fontos, biológiailag aktív molekulák felépítésében vesz részt, mint például a 

vitaminok és az intermedier anyagcsere számos molekulája. Az élőlények számára 

létfontosságú, hogy szervezetük nitrogénellátását a környezetükben található 

forrásokból folyamatosan biztosítsák.

A legjelentősebb nitrogénforrás a levegő, melynek körülbelül 78%-a nitrogén. E 

hatalmas készlet azonban a kémiailag rendkívül stabil, hármas kötésű dinitrogén 

molekula formájában van jelen, melyet az élőlények közül csak néhány 

mikroorganizmus képes közvetlenül hasznosítani. E mikrobák a légkörben található 

elemi nitrogént ammóniává redukálják, amit a növények be tudnak építeni a 

szervezetükbe, miáltal biztosítják a táplálkozási láncban utánuk következő állatvilág és 

az emberiség számára a nitrogénutánpótlást.

A nitrogénkötő mikroorganizmusok között találhatók szabadon élők (pl. Klebsiella, 

Azotobacter), társulásos vagy asszociatív (pl. Azospirillum, Anabaena), illetve 

szimbiózisban élők (pl. Rhizobium, Brady rhizobium). E mikrobák közül a 

leghatékonyabban a gazdanövénnyel szimbiózisban élők redukálják a nitrogént. A 

baktérium-növény kapcsolat kialakulása rendkívül specifikus, például a Rhizobiaceae 

család tagjai (Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium) a Leguminosae növénycsalád 

megfelelő egyedeivel képesek nitrogénkötő szimbiózist létrehozni.

Az együttműködés kialakításában és működésében szerepet játszó genetikai elemek 

vizsgálatával a világ számos laboratóriumában foglalkoznak. E munka során mostanáig 

sikerült azonosítani a mikrobiális partner számos szimbiotikus génjét, és elkezdődtek a 

növényi partner génjeinek megismerésére irányuló kutatások. E kutatások célja a 

lucerna növény és a Rhizobium baktériumok közötti szimbiotikus kapcsolatban 

résztvevő gének molekuláris szinten történő megismerése, melynek jelentősége mind
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elméleti, mind gyakorlati szempontból igen nagy. E vizsgálati rendszer egyedülálló 

lehetőséget biztosít két, egymástól nagy evolúciós távolságra levő élőlény között 

kialakuló, molekuláris szinten megvalósuló kommunikáció vizsgálatára. A biológiai 

nitrogénkötés folyamatának megismerése segítséget nyújthat mezőgazdasági 

alkalmazásának hatékonyabbá tételében és széles körű alkalmazásában, ami a jövőben 

jelentősen csökkentheti az energia- és költségigényes, emellett környezetszennyező 

nitrogénműtrágyázás alkalmazását. A mostanra kiépített lucerna genetikai rendszer 

pedig a növény nemesítésének hatékonyabbá tételében játszhat komoly szerepet.



7

2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1. A szimbiotikus folyamat leírása

A szimbiotikus kapcsolat kialakulása összetett, több lépésből álló folyamat, melynek 

során a gazdanövény gyökerén kialakul egy speciális képződmény, a gyökérgümő. E 

különleges növényi szerv, mely otthont ad a nitrogénkötő baktériumoknak, a növény és 

a baktérium egymás kölcsönös felismerését követő kb. két héten belül jön létre. A 

nitrogénkötő gümő kialakulásának folyamata bakteriális és növényi gének 

együttműködésén, és a két egyed közötti folyamatos jelcserén alapszik (Kondorosi és 

mtsai 1991., Kondorosi 1992.).

A trópusi eredetű pillangósok többségükben determinált gümőt képeznek, amelyre a 

sejtnagyobbodással járó növekedés jellemző, ellentétben a mérsékeltövi 

pillangósvirágúakkal, melyek folyamatosan osztódó, indeterminált gümőket alakítanak 

ki. Mivel a Medicago fajok ez utóbbi típusba tartoznak, a továbbiakban az indeterminált 

gümőtípus részletezésétől eltekintek.

A szimbiózis folyamatát fejlődésbiológiai szempontból négy fő szakaszra oszthatjuk. 

Az első szakasz az úgynevezett preinfekció időszaka, a második az infekciós és 

gümőkialakulási periódus, míg a harmadik szakasz a gümő működésének beindulását és 

fenntartását foglalja magában. Negyedik az öregedési időszak, melyet a szövetek 

elöregedéséből származó szövetpusztulás jellemez.

2.1.1. A preinfekció szakasza

A preinfekciós időszakban a növény és a baktérium specifikus szignálok segítségével 

felismeri, "azonosítja" egymást, majd a bakteriális partner megkezdi a növénybe történő 

behatolását.
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Eddigi tudásunk szerint a folyamatban szerepet játszó első szignál a növény által a 

talajba kiválasztott specifikus flavonoid molekula, mely a megfelelő baktérium 

kemotaktikus mozgását indukálja a gyökér irányába, valamint kiváltja a baktérium 

"válaszmolekulájának", a Nőd faktornak a szintézisében szerepet játszó nőd gének 

kifejeződését. Ez a szintén specifikus bakteriális szignál viszont a növényi partnerben 

indítja el a szimbiózissal kapcsolatos morfogenetikai változásokat (1. ábra).

GAZDA
NÖVÉNYNövényi jei

NcdD

fiavcncidck

GYÖKÉR
gyckárszcr

i
nőd gén indukció

defcrmálcdás <= 
görbülés 
infekciós fcnai 
keletkezés 
kortikális 
sejtosztódás

7"ncd+hsnNA NŐD SZIGNÁL

ncd lipocligcsaccharidckfehérjék\J
gümő indukció

fik

\J
1. ábra A Rhizobium-pülangós'Aiágú növény közötti kölcsönhatásokban szerepet játszó szignálok 
(Kondorosi és mtsai 1992.)
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E molekula hatására egyes gyökérszőrök deformálódnak, meggörbülnek (Ward 1887., 

Bauer 1981.), miközben a gyökér meghatározott kéregsejtjeiben (inner cortex vagy 

belső kéreg) sejtosztódás kezdődik (Newcomb és mtsai 1979.).

Mikor a baktérium kemotaktikus vándorlása eredményeképp találkozik a növény 

gyökerével, a gyökérszőrökön megtapad, és e struktúrák végein pásztorbot-szerű 

görbületet indukál, amely végül teljesen magába zárja a mikrobát. Miként a szimbiózis 

kialakításának számos lépése, a megtapadás is szigorúan gazdaspecifikus, vagyis egy 

adott baktérium csak a neki megfelelő pillangósvirágú növény gyökérszőréhez képes 

kapcsolódni. A fizikai kontaktus során megnyilvánuló gazdaspecifitás biztosításában 

szerepe van a bakteriális membránfelszín egyes poliszacharid molekuláinak, valamint a 

növényi lektin fehérjéknek, melyek poliszacharid-kötő doménnel rendelkeznek (Dazzo 

és Hűbbel 1975., Diaz és mtsai 1989.).

2.1.2. Az infekció és a gümőkialakulás folyamata

A szimbiózis második szakaszát két, egymástól jól elkülöníthető esemény, a 

baktériumok infekciója és a gümő szöveteinek kialakulása határozza meg. E két 

folyamat eredményeképp kialakul a szimbiotikus nitrogénkötésre alkalmas 

gyökérgümő.

A baktériumok inváziója a növényi sejtfal lokális hidrolízisével kezdődik (Newcomb 

1979.). Ezt követően a baktériumok a növényi sejt plazmamembránjának betűrődése 

révén bekerülnek a gyökérbe és ott sejtről sejtre vándorolnak a növény által kialakított, 

sejtfal jellegű csőben, az infektiös fonálban. (2. ábra). Vándorlásuk közben folyamatosan 

osztódnak, mialatt mukopoliszacharidokból álló mátrix alakul ki körülöttük (Kijne 

1992.).

A sikeres infekcióban feltehetően nagy szerepe van a különböző bakteriális 

sejtfelszíni poliszacharidoknak. Ha a növény a szervezetébe került baktériumokat 

"idegennek", "ellenségnek" ismeri fel, azokat védekezőmechanizmusa segítségével
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elpusztítja (Dixon és Lamb 1990., Vasse és mtsai 1993.). A Rhizobiumok számára tehát 

létfontosságú, hogy a növény felismerje: nem patogén mikrobák jutottak szervezetébe. 

Nagy valószínűséggel ebben az azonosítási folyamatban játszanak fontos szerepet a 

Rhizobiumok exo, Ips és ndv génjei által kódolt különböző sejtfelszíni poliszacharid 

molekulák, többek között az EPS-ek (exopoliszacharidok), az LPS-ek 

(lipopoliszacharidok) és a béta-glükánok, (Carlson és mtsai 1987., Gray és Rolfe 1990., 

Putnoky és mtsai 1990., Petrovics és mtsai 1993.).

A baktériumok vándorlásának célja a gyökér kérgében kialakuló gümőkezdemény, a 

primordium (2. ábra). A kéreg egyes differenciált sejtjei dedifferenciálódnak, és 

mitotikus osztódással létrehozzák először a primordiumot, majd az érett gümőre 

jellemző többi szövetet. A gazdanövény gümőtípusától függ, hogy mely kéregsejtek 

mutatnak mitotikus aktivitást.
i.f.

2. ábra. A gümő kialakulásának főbb lépései és a kialakult gümő főbb szövetei lucernában. i.f. = infekciós 
fonal, ebben vándorolnak a baktériumok a primordiumhoz; n.p. = gümőkezdemény, primordium; c.z. 
központi szövet, a szimbiózist végző bakteroidokat tartalmazza - korai és késői szimbiotikus zónára 
osztható; i.z. = inváziós zóna, itt történik a baktériumok bakteroiddá történő alakulása; m = merisztéma, 
állandóan osztódó szövet.
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A fentebb már említett mérsékeltövi pillangósoknál (például a borsó, a here és a 

lucerna), melyek általában folyamatosan osztódó sejteket tartalmazó (indetenninált) 

gümőket képeznek, a sejtosztódás a belső kéregsejtekben kezdődik (Newcomb és mtsai 

1979). E növényekben egy, a folyamatos mitotikus osztódás állapotában lévő szövet, az 

úgynevezett gümőmerisztéma létrehozza az e típusra jellemző ovális alakú gümő többi 

szövetét. Mivel a merisztémaszövet a gümő fejlődése során végig megmarad, a gümő 

folyamatos növekedését az állandó sejtosztódás biztosítja. Mikor a baktériumok elérik 

a primordiumot, növényi plazmamembránnal (peribakteroid membrán) körbevéve 

kijutnak az infekciós fonalból a növényi sejt belsejébe (Verma és mtsai 1978., Roth és 

mtsai 1988., Verma 1992.), és kialakítják a bakteroidokat (2. ábra).

Az érett gümő a központi és a perifériás szövetekből épül fel. A központi szövetben 

négy zónát tudunk megkülönböztetni. A gümő fejlődési fokozatainak megfelelően, az 

állandóan osztódó merisztématikus zóna mellett az infekciós zóna található, melyet a 

baktériumok infekciós fonálból a növényi sejtekbe történő kiszabadulása jellemez. Ezt 

követi a korai szimbiotikus zóna, ahol a kéregsejtekbe bejutott baktériumok addig 

osztódnak, míg a fertőzött sejteket teljesen megtöltik bakteroidokkal. A következő a 

késői szimbiotikus, vagy nitrogénfixálási zóna. Az itt elhelyezkedő fertőzött sejteket 

teljesen betöltik a bakteroidok: ez a zóna a nitrogénkötés helye. A pusztuló növényi és 

bakteriális sejteket tartalmazó öregedési zóna e gümőtípusban szintén megfigyelhető. A 

perifériális szöveteket alkotó struktúrák részei a gümőt kívülről határoló gümőkéreg, 

valamint a szállítónyalábokat tartalmazó gümőparenchima, melyeket a gümő 

endodermisz választ el egymástól.

A bakteroidokat tartalmazó funkcionális gümő kialakulásával lezárul a szimbiotikus 

nitrogénkötés kialakulásának második szakasza.
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2.1.3. A gümő működésének kezdete

A harmadik szakaszt a gümő nitrogénkötési funkciójának beindulása jellemzi. Ennek 

során a kialakult gümőkben elhelyezkedő, bakteroidokká alakult Rhizobiumok a 

nitrogenáz enzimrendszer segítségével az elemi nitrogént ammóniává redukálják, mely 

a növény aminosavaiba épül be. A nitrogénasszimiláció szempontjából két fő csoportra 

oszthatjuk a pillangósvirágú növényeket. A trópusi eredetű pillangósok - ide tartozik 

többek között a szója - ureideket szintetizálnak és transzportálnak, míg a mérsékeltövi 

pillangósok (pl.: lucerna, borsó, here) pedig amidok formájában szállítják a megkötött 

nitrogént. A baktérium a nitrogénkötéshez szükséges energiaigényét nagyrészben a 

növény által biztosított szénhidrátokból fedezi.

2.2. A korai szimbiotikus folyamatokban szerepet játszó szignálok

Az előző fejezetben leírt folyamatokat irányító növény-baktérium kommunikációról 

számos összefoglaló közlemény jelent meg mostanáig (Kondorosi és mtsai 1989., Long

1989., Long és Atkinson 1990., Nap és Bisseling 1990., Kondorosi és mtsai 1991., 

Caetano-Anollés és Gresshoff 1991., Kondorosi és mtsai 1992., Kondorosi 1992., Fisher 

és Long 1992., Hirsch 1992., Clarke és mtsai 1992., Verma 1992., Kondorosi és mtsai

1993., Vijn és mtsai 1993.), mely mutatja e szignálcserékből álló folyamat kiemelkedő 

jelentőségét. Ennek főbb lépései az 1. ábrán láthatók. A kutatások elsősorban a Nőd 

faktor szintézisében szerepet játszó bateriális gének vizsgálatára összpontosultak, 

valamint annak megismerésére, hogy e faktor hogyan befolyásolja a növényi 

morfogenezist.

f %
.rz SZEGED
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2.2.1. A növény szignálmolekulái

A partnerek közötti kommunikáció során a növénytől érkező flavonoid molekula 

jelként szolgál a baktérium számára, melynek abban szimbiotikus gének kifejeződését 

váltja ki (1. ábra).

A pillangósvirágú növények anyagcseréjük során a flavonoid típusú vegyületek széles 

skáláját állítják elő, melyek számos funkciót látnak el a növény szervezetében (Koes és 

mtsai 1994.). Ezek között vannak olyan fiavonok, izoflavonok és flavanonok, melyeket a 

növény kiválaszt a talajba. E specifikus molekulák alacsony koncentrációban hatva (1СГ 

7-10-П M) serkentik a Rhizobiumok kemotaktikus mozgását a növény irányába, 

valamint indukálják a baktérium gümőképzési (nodulációs, nőd) génjeinek 

kifejeződését (Peters és mtsai 1986., Redmond és mtsai 1986., Zaat 1987., Györgypál és 

mtsai 1988., Peters és Verma 1990., Györgypál és mtsai 1991.). A bakteriális gének 

indukciója gazdaspecifikus, például a Bradyrhizobium fajok elsősorban izoflavonokkal, a 

Rhizobium fajok pedig flavonoidokkal indukálhatok. A pillangós fajok különböző 

összetételű flavonoid-keveréket bocsátanak ki, melyek között számos olyan is található, 

amely bizonyos Rhizobium fajokban gátolja a nőd gének aktivitását (Finnin és mtsai 

1986., Djordjevic és mtsai 1987., Peters és Long 1988.). Ez a kölcsönhatás szintén 

szerepet játszhat a szimbiotikus kapcsolat gazdaspecifitásának meghatározásában.

2.2.1.1. A növényi flavon bioszintézis szerepe a szimbiotikus folyamatban

A növények által szintetizált fenilpropanoid termékek amellett, hogy bakteriális 

szignálként működhetnek, számos funkciót látnak el a növény növekedése, fejlődése, 

valamint a növény-mikroba kölcsönhatások során (Hahlbrock és Scheel 1989., Dixon és 

Lamb 1990., Koes és mtsai 1994.). Fontos szerepük van a növényi 

védekezőmechanizmusban az antibiotikumként működő fitoalexinek révén, valamint a 

gümőképzést indukáló flavonoidok közreműködésével a szimbiotikus folyamat
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kialakításának és fenntartásának nélkülözhetetlen elemei. Az egyes flavonoid termékek 

mennyiségének, arányának szabályozásában kulcsfontosságú szerepe van a növényi 

fiavon bioszintézisben résztvevő enzimeknek, és az őket kódoló géneknek.

A flavonoidok termelésének két központi enzime a fenilalanin ammónia-liáz (PÁL) 

és a salkon szintáz (CHS) (Smith és Banks 1986.). E két enzim termékei szubsztrátként 

résztvesznek a védekezőmechanizmusban szerepet játszó molekulák szintézisében 

éppúgy, mint a baktérium nodulációs génjeit indukáló flavonoidokéban. Az enzimeket 

a legtöbb növényben géncsaládok kódolják, melyek egyes tagjai különböző szignálok 

hatására aktiválódnak (Estabrook és mtsai 1991.). Ilyen szignál a Rhizobiumok (ezen 

belül is feltehetően a Nőd faktor - erről később lesz szó) jelenléte, mely a CHS/PAL 

géncsalád szimbiózis-specifikus tagjainak expresszióját váltja ki (Estabrook és mtsai 

1991.). Ennek eredményeképp megemelkedhet a flavonoidok mennyisége, valamint 

olyan fiavon molekulák termelése indukálódhat de novo, melyek a baktérium 

megjelenése előtt nem voltak kimutathatók a növény környezetében (van Brussel és 

mtsai 1990., Recourt és mtsai 1992.). Mivel e vegyületek a bakteriális nodulációs 

génekre aktiváló hatásúak, feltételezhető, hogy e "második burst"-nők nevezett folyamat 

felelős a baktérium eme génjei aktivitásának fenntartásáért az infekció során (Koes és 

mtsai 1994.).

Az indukáló flavonoidok mennyiségének növekedését a CHS mRNS in situ 

hibridizációs vizsgálatával követték nyomon. Megállapították, hogy a megemelkedett 

CHS-expressziót mutató sejtek távol vannak a baktériumtól, így egy diffúzibilis 

molekula, minden bizonnyal a baktérium specifikus szignálmolekulája, a Nőd faktor 

felelős a flavon-bioszintézis aktiválásáért (Yang és mtsai 1993.). Ezt támasztja alá az a 

kísérlet is, melyben a fenilpropanoid út egy másik enzimét, az izoflavon reduktázt 

(IFR) kódoló gént tudták Nőd faktorral aktiválni sejtkultúrában (Savouré és mtsai 

1994.).

A bakteriális szignál hatására meginduló kérgi sejtosztódás, valamint a giimő 

morfogenezis regulációjában nagy valószínűséggel szintén közreműködnek flavonoidok. 

A Rhizobium nodulációs génjeit indukáló flavonoidok között olyanok is találhatóak,
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melyek a növény belső auxintranszport inhibitorai (ATI) (Jacobs és Rubery 1988.). 

Mivel külsőleg adott auxintranszport gátlókkal sikeresen indukáltak gümőszerű 

struktúrákat (Hirsch és mtsai 1989.), feltételezhető, hogy a növény belső ATI-szintje a 

gümő organogenezis szabályozásában fontos szerepet játszik, valószínűleg a belső 

hormonegyensúly megváltoztatásával. A növényi hormonok (elsősorban az auxin és a 

citokinin) bizonyítottan szerepet játszanak a sejtosztódás, és ezen keresztül a gümő 

organogenezis folyamatában (Miao és mtsai 1993., Kondorosi és mtsai 1993.). A 

jelenlegi elképzelések szerint a Nőd faktor a flavonoid termelés indukciója révén 

megváltoztatja a hormonegyensúlyt a növényi gyökérben (pl. az auxin transzport 

gátlásával), minek következtében sejtosztódást indukál az adott helyen (Estabrook és 

Sengupta-Gopalan 1991., Verma 1992., Franssen és mtsai 1992., Hirsch 1992.).

A szimbiotikus kapcsolat későbbi folyamatainak szabályozásában szintén szerepet 

játszanak a fiavon bioszintézis út elemei. A Rhizobiumok inváziója során számos 

baktérium elpusztul, és csak korlátozott számú infekció lesz sikeres. Kimutatták, hogy 

az ilymódon elpusztult baktériumok környezetében a növény-patogén kölcsönhatás 

során a növényi védekezőmechanizmusra (Dixon és Lamb 1990.) jellemző fehérjék és 

fenilpropanoid termékek találhatók (Vasse és mtsai 1993.). Emellett bizonyították azt 

is, hogy a működőképes gümő kialakítására képtelen, mutáns (Fix") baktériumok is 

képesek indukálni a növényi védekezőmechanizmusban szerepet játszó CHS 

expresszióját (Grosskopf és mtsai 1993.). Ezen adatok alapján feltételezhető, hogy a 

növény védekezőmechanizmusán keresztül autoregulálja a kialakuló gümők számát 

(Vasse és mtsai 1993.).

2.3. A bakteriális gének szerepe a jelcserében

A növénytől érkező szignál érzékelésében és a baktérium "válaszmolekulájának" 

elkészítésében a bakteriális nőd gének által kódolt fehérjék vesznek részt. A folyamat 

során a baktérium NodD fehérjéje kölcsönhatásba lép a megfelelő növényi
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flavonmolekulával, és ennek hatására indukálja a többi nőd gén kifejeződését, 

amelyekről keletkező fehérjék elkészítik a baktérium szignál molekuláját, a. Nőd faktort 

(1. ábra). Az elkészített faktort a baktérium kiválasztja környezetébe, amely 

kölcsönhatásba lép a növény gyökerével, és abban a szimbiotikus kapcsolat 

kialakításához szükséges változásokat indukál. A bakteriális nőd gének operonokba 

szerveződtek, és Я meliloti esetében az ún. szimbiotikus megaplazmid 100 kb-os 

szakaszán helyezkednek el (Bánfalvi és mtsai 1981., Kondorosi és mtsai 1991.). A 

RJiizobiumok nodulációs génjeit közös (Kondorosi és mtsai 1984.), gazdaspecifikus 

(Horváth és mtsai 1986.) és nodD génekre oszthatjuk (Györgypál és mtsai 1991.).

2.3.1. A NodD fehérje szerepe

A nodD gén terméke reguláló szerepet betöltő fehérje, melynek feladata a többi 

nodulációs gén szabályozása (Rossen és mtsai 1985., Spaink és mtsai 1987., Györgypál 

és mtsai 1988.). A NodD protein - Rhizobium fajok között nagyfokú változatosságot 

mutató - C-terminális vége felé eső aminosavak felelősek feltehetően a flavonoid- 

molekulával kialakított kölcsönhatásért, a konzerváltabb bázissorrendű N-terminális 

vég pedig a fehérje által reguláit nőd gének promóterében található specifikus 

régióhoz, a noá-boxhoz (Rostás és mtsai 1986.) való kötődést biztosítja. Mivel a protein 

ligandkötésért felelős C-terminális része fajok között nagy heterogenitást mutat, és 

mivel egy adott NodD molekula a nagy változatosságot mutató inducerek csak egy adott 

csoportjával képes kapcsolatba lépni, megállapítható, hogy a szimbiózis 

gazdaspecifitásának első szintjét a M?<iD-flavonoid kölcsönhatás jelenti.
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2.3.2. A Nod faktor

A szimbiotikus szignálcserében résztvevő igen fontos molekula a baktérium által 

előállított Nőd faktor. E molekula szintézisében a NodD által aktivált nőd génekről 

keletkező fehérjék vesznek részt (Schultze és mtsai 1994.).

Elsőként a R. meliloti Nőd faktorát izolálták és jellemezték (Lerouge és mtsai 1990.), 

amely egy telítetlen zsírsavval acilált glükózamin tetraszacharid, egy szulfát és három 

acetát csoporttal. Számos, növényi morfogenetikai szignálként működő, a növényi 

sejtfalból származó oligoszacharidot jellemeztek mostanáig (Fry és mtsai 1993.), így 

nem meglepő, hogy e bakteriális szignál is oligoszacharid típusú molekula.

A R/iizoómm-pillangósvirágú növény szimbiotikus kapcsolatának kialakítása során a 

gazdaspecifitás második szintjét az egyes fajok Nőd faktorainak változatossága 

biztosítja. A gazdaspecifitás egyrészt a Nőd faktorok szerkezeti változatosságán, 

másrészt az egyes fajok által kiválasztott faktorkeverék összetételén (milyen arányban 

tartalmaz aktív, inaktív vagy antagonista faktort), harmadrészt pedig a szignálmolekula 

koncentrációjának változatosságán keresztül valósul meg (Schultze és mtsai 1994.)

Egy adott Rhizobium faj gazdanövényén a szignálmolekula biológiai aktivitását igen 

alacsony koncentrációban fejti ki (lO'^-lO'^ M) (Lerouge és mtsai 1990., Schultze és 

mtsai 1992.). Nagyobb töménységben adagolva azonban a faktor képes a baktérium 

számára nem gazdanövény pillangósvirágún is gyökérszőr deformációt kialakítani 

(Schultze és mtsai 1992.), illetve egyes korai növényi nodulációs géneket indukálni 

(Horváth és mtsai 1993.).

A faktor szerkezete elsősorban az egyes ligandumok révén befolyásolja a 

gazdaspecifitást. Ennek fő meghatározója R. melilotiban a lipooligoszacharid molekula 

redukáló végén elhelyezkedő szulfátcsoport (Roche és mtsai 1991.). A szulfatálásért 

felelős nodH gén mutációja ugyanis alapvetően megváltoztatja a R. meliloti 

gazdaspecifitását (Horváth és mtsai 1986.). Hasonló kísérletekkel sikerült igazolni a 

zsírsavláncnak a faktor specifitásában betöltött szerepét (Spaink és mtsai 1989.).
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A Nod faktorral végzett legújabb kísérleti eredmények azt mutatják, hogy a faktor 

különböző változatai eltérő stabilitást mutatnak a növényi kitinázokkal való 

emésztéskor, aminek meghatárzó szerepe lehet a gazdanövény számára megfelelő 

biológiai aktivitással rendelkező Nőd faktor szelektálásában (Schultze és mtsai 1993., 

Staehelin és mtsai 1994.).

2.3.2.1. A Nőd faktor hatása a növényre

A növényi partnerben a Nőd faktor hatására megindul a gümőképződés, valamint a 

felkészülés a baktériumok fogadására. E két folyamatnak több összetevője van. A 

tisztított szignálra adott leggyorsabb növényi válasz a gyökérszőrök 

membrándepolarizációja (Ehrhardt és mtsai 1992), melynek jelentősége még nem 

ismert. Az első mikroszkóppal is megfigyelhető növényi reakció a gyökérszőrök 

deformációja, görbülése, melynek során a gyökérszőrök mintegy 25%-a pásztorbot- 

szerű struktúrát formál, mely a baktériumok behatolását előzi meg (Kijne 1992.). Ezzel 

párhuzamosan a gyökér kérgi sejtjeiben sejtosztódást indukál a Nőd-faktor, valamint 

kimutatható egyes flavonoidok termelésének megnövekedése is (van Brussel és mtsai 

1990.).

A gümőkialakulás és a bakteriális invázió megkezdődésekor szimbiózis-specifikusán 

megnyilvánuló növényi gének indukálódnak.

2.4. Szimbiózis-specifikusán kifejeződő növényi gének

A nitrogénkötésre képes növények azon fehérjéit, melyek megtalálhatók a gümőben, 

a gyökérszövetben azonban nem, nodulin fehérjéknek nevezzük (Legocki és Verma 

1980.). Ezek között találhatunk olyanokat, melyek funkciója már ismert 

(leghemoglobin, urikáz stb.) (Brisson és Verma 1982, Bergmann és mtsai 1983), illetve 

olyanokat, melyek szimbiózisban játszott szerepe még ismeretlen (Nodulin-22, Nodulin-
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25, Nodulin-26 stb) (Verma és mtsai 1986, Kiss és mtsai 1990., Fortin és mtsai 1987). A 

nodulinokról feltételezik, hogy szükségesek a gümőfejlődéshez és a hatékony

fehérjék génjeit nodulin géneknek nevezzük (vannitrogénkötéshez. A nodulin 

Kämmen 1984.), melyek a gümőszövetben fejeződnek ki. Megjelenésük időbeli - és 

gyakran térbeli - elkülönülése alapján korai (ENOD), és késői (NŐD) génekre 

oszthatjuk őket. A preinfekció során megnyilvánuló géneket RH (root hair) géneknek 

nevezzük, melyek nem minősülnek valódi nodulin géneknek. A korai (ENOD) gének a

nitrogénfixálás bekapcsolása előtt fejeződnek ki, az ezt követően expresszálókat hívjuk 

késői nodulin géneknek (NŐD). Az egyes csoportok génjeinek expressziója 

természetesen nem határolódik el mereven egymástól, mivel egyes korai nodulációs 

gének (ENOD 12, ENOD5) expresszálnak gyökérsejtekben is (Gloudemans és mtsai 

1989.), az ENOD12 gén kifejeződése pedig már néhány órával az indukció után 

kimutatható (Pichon és mtsai 1992.). A növényi nitrogénasszimilációban résztvevő 

enzimek között pedig számos olyan található (aszpartát aminotranszferáz v. AAT, 

foszfoenol piruvát karboxiláz v. PEPC, glutamát szintáz v. GOGAT stb.), melynek 

génje kifejeződik a növény egyéb szöveteiben is, azonban gümőben az expresszió szintje 

többszörösére is növekedhet (Vance és mtsai 1994.)

2.4.1. A gyökérszőr (RH) és a korai nodulin (ENOD) gének jellemzői

Az RH gének vizsgálatát borsóban végezték el (Gloudemans és mtsai 1989.). Az 

eddig jellemzett két RH gén közül az RH44 kifejeződik fertőzetlen gyökérsejtekben is, 

Rhizobium fertőzés hatására pedig megnő az expressziója. Az RH42 gén csak a 

bakteriális indukció hatására nyilvánul meg a gyökérben.

Az ENOD gének expressziós mintázata jó egyezést mutat az indeterminált 

gümőtípusra jellemző fejlődési zónákkal (Franssen és mtsai 1992.). Az ENOD gének 

megjelenése az egyes zónákban kapcsolatba hozható a gümőkialakulás két fő 

folyamatával, a bakteriális infekcióval, és a gümő organogenezissel (Scheres és mtsai
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1990a., Nap és Bisseling 1990., Sanchez és mtsai 1991, Franssen és mtsai 1992., Horváth 

és mtsai 1993.). E folyamatok során történő megjelenésük alapján csoportosíthatjuk a 

korai nodulációs géneket.

Az infekciós folyamathoz két korai nodulációs gén, az ENOD5 és az ENOD12, 

expressziója kapcsolódik (Scheres és mtsai 1990a., 1990b.). E két gént először borsó 

cDNS génkönyvtárból izolálták. Bár az általuk meghatározott fehérjéket mostanáig 

nem sikerült kimutatni, a DNS szekvenciaadatokból az következik, hogy mindkét gén 

prolingazdag fehérjét kódol. Az ilyen típusú fehérjék egyik jellemzője, hogy a növényi 

sejtfalban fordulnak elő (Scheres és mtsai 1990a, 1990b.). Az ENOD5 feltételezett 

fehérjeterméke ezen belül az arabinogalaktán proteinek (AGP) családjába tartozik, 

ami arra utal, hogy a fehérje az infekciós fonal mátrixában, illetve a peribakteriális 

térben van jelen. Ezen adatok, illetve azon a tény alapján, hogy az infekciós fonál fala a 

növényi sejtfalhoz nagyon hasonló, azt gondolják, hogy e génnek szerepe lehet mind az 

infekciós fonál növekedésében, mind pedig a baktériumok proliferációjában (Scheres 

és mtsai 1990b., Rae és mtsai 1992.). Megállapították, hogy bár az infekciós zónában 

alacsony szinten kifejeződik, a gén expressziójának maximumát a korai szimbiotikus 

zónában éri el, és expressziója a fertőzött, infekciós fonalat tartalmazó sejtekre 

korlátozódik (Scheres és mtsai 1990b.) Az ENOD12 génnel kapcsolatos további 

ismeretek a következő fejezetben találhatók.

A gümő organogenezis során megnyilvánuló korai nodulin gének a gümő különböző 

szöveteiben történő kifejeződésük alapján csoportosíthatók.

Az organogenezis beindulását jelző, mitotikusan osztódó primordium sejtekben már 

kimutatható ENOD gének expressziója (Scheres és mtsai 1990b.). Ezek közé tartozik 

az ENOD 12 (Scheres és mtsai 1990a., Pichon és mtsai 1992.), a szója, a borsó és a 

lucerna ENOD40 (Yang és mtsai 1993.,Kouchi és Hata 1993., Hirsch és mtsai 1993., 

Crespi és mtsai 1994.), valamint a szója GmENOD93 (Kouchi és Hata 1993.) nevű 

génje. Az ENOD40 géncsalád tagjai egyetlen mostanáig megismert DNS szekvenciával 

sem mutatnak homológiát. Jellemzőjük, hogy a 0.7 kb-os transzkriptumuk nem 

tartalmaz AUG kodonnal kezdődő nyitott leolvasási keretet. Ez arra utal, hogy az
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ENOD40 valószínűleg nem fehérje, hanem RNS formában működik. Legújabb 

eredmények azt mutatják, hogy az ENOD40 a nem transzlálódó, a növényi fejlődési 

folyamatokat szabályozó RNS-ek új osztályát képviseli (Crespi és mtsai 1994.). A gén az 

osztódó kérgi sejtek mellett a perifériális szövetekben is megnyilvánul, azonban, míg a 

primordiumban történő expresszióhoz nem szükséges a baktériumok inváziója, addig a 

gümő szállítónyalábban történő kifejeződés a baktériumok jelenlététől függ (Yang és 

mtsai 1993., Franssen és mtsai 1993.). Ez azt jelentheti, hogy az ENOD40 gén egyes 

szövettípusokban történő megjelenését különböző mechanizmusok szabályozzák 

(Schultze és mtsai 1994.). A perifériális szövetekben megnyilvánuló ENOD40 gén 

funkciójával kapcsolatos másik feltételezés, hogy a génnek valamely transzport 

funkcióban lehet szerepe (Yang és mtsai 1993., Kouchi és Hata 1993., Yang és mtsai 

1994.).

A GmENOD93 gén transzkriptumai először az osztódó kérgi sejtekből mutathatók 

ki, majd a gümő növekedésével párhuzamosan először a merisztémában, majd érett 

gümők fertőzött sejtjeiben találhatók (Kouchi és Hata 1993.). A legutóbbi időben 

sikerült egy olyan gént is azonosítani, amelynek expressziója gümőmerisztémában a 

legnagyobb. Ez a Medicago truncatula MtPRP4 nevű génje, amely pentapeptid 

ismétlődő alegységekből álló prolingazdag fehérjét kódol (Wilson és mtsai 1994.).

A gümőmerisztéma mellett elhelyezkedő infekciós zónában fejeződik ki (az ENOD5 

és ENOD12 gének mellett) a M. sativa ENODIO génje, amely nagyfokú homológiát 

mutat a feltételezett ENOD12 fehéije N-terminális szignálpeptid részével (Löbler és 

Hirsch 1993.). Az ENODIO expresszióját Northern-blot analízissel az inokulációt 

követő 6-8. napon ki lehet mutatni. E zóna proximális részében már kimutatható olyan 

korai nodulin gének expressziója, melyek maximumukat a következő, a korai 

szimbiotikus zónában érik el (Scheres és mtsai 1990b.). A ENOD5 kifejeződése a zóna 

fiatalabb, disztális sejtjeiben a legerősebb, míg a ENOD3 és ENOD14 géneké a korai 

szimbiotikus régió idősebb sejteket tartalmazó, proximális részén (Scheres és mtsai 

1990b.), és alacsony koncentrációban a késői nitrogénkötési zónában is kimutathatók 

(Yang és mtsai 1994.). E két utóbbi gén ugyanannak a géncsaládnak a tagja, nagyfokú
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homológiát mutatnak (65 %), és hasonlóan expresszálódnak. A ENOD3 és ENOD14 

gének által kódolt fehérjék egy feltételezett szignálpeptidet tartalmaznak, mely 

membránon való átjutásukat valószínűsíti. Emellett található bennük négy ciszteint 

tartalmazó polipeptid régió, olyan elrendeződésben, amely a fémion kötő fehérjéket 

jellemzi. Mivel a bakteroidok a nitrogenáz szintézishez nagymennyiségű molibdént és 

vasat igényelnek, feltételezik, hogy e fehérjék a vas és molibdén ionok peribakteroid 

membránon keresztül történő szállításában működnek közre (Scheres és mtsai 1990b.).

A korai nodulációs gének közül mostanáig mindössze kettőnek az expresszióját 

mutatták ki perifériális szövetekből: az ENOD40 és az ENOD2 génekét (Yang és'mtsai 

1994.). A korábban már ismertetett ENOD40 a primordium sejtek mellett a gümő 

szállítónyaláb primordiummal szemben fekvő periciklusos sejtjeiben is kifejeződik.

A másik korai nodulációs gént, az elsőként izolált ENOD2-t (Franssen és mtsai 

1987., van de Wiel 1990b.) először borsó génbankból azonosították, majd ezt követően 

számos más pillangósból is klónozták homológjait. Jellemző, hogy prolingazdag 

ismétlődő pentapeptid szekvenciákat tartalmazó fehérjét kódol, melynek N-terminális 

végén egy feltételezett szignálpeptid van. Szekvenciája alapján a fehérje szintén a 

prolingazdag növényi sejtfalfehérjékkel mutat rokonságot. Expresszióját vizsgálva 

kiderült, hogy mindkét gümőtípusban a gümőparenchimában fejeződik ki (van de Wiel 

és mtsai 1990a, 1990b). Megállapították, hogy a baktérium jelenléte nem szükséges a 

gén kifejeződéséhez, ugyanis auxin transzport inhibitorokkal indukált (Hirsch és mtsai 

1989, van de Wiel és mtsai 1990a.), illetve baktériummentes spontán gümőkben is 

megjelenik az mRNS-e (Truchet és mtsai 1989.) Ez egyrészt azt jelentette, hogy a gén 

feltételezhetően nem az infekciós folyamatban vesz részt, másfelől pedig jó 

markergénnek bizonyult a gümőfejlődési folyamat tanulmányozásához (Hirsch és mtsai 

1989.). Az újabb vizsgálatok során sikerült olyan cisz-reguláló elemeket azonosítani a 

gén promoterében, melyek résztvesznek a génexpresszió szabályozásában (Lauridsen és 

mtsai 1993.). Az expressziós és az in situ hibridizációs adatok alapján azt gondolják, 

hogy a gümő belsejében meglevő mikroaerob környezet fenntartásához járul hozzá
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olymódon, hogy résztvesz a gümőparenchima sejtjeinek oxigén-gát képzésében 

(Franssen és mtsai 1992.).

2.4.2. A késői nodulinok

Az érett gümő kialakulásával párhuzamosan jelennek meg a késői nodulinok, 

Elsősorban a késői szimbiotikus zónában nyilvánulnak meg, és a nitrogénkötéshez, 

valamint az ammónia asszimilációhoz szükséges feltételeket biztosító biokémiai 

folyamatokban vesznek részt.

A késői nodulinok közül legrészletesebben a leghemoglobint (leguminous 

hemoglobin, Ib) analizálták. A gümő oldható fehérjéinek akár 25 %-át is kitevő 

leghemoglobin fehérjét számos pillangósvirágú növényből tisztították, és funkcióját 

vizsgálták. Az emlős hemoglobinokhoz hasonlóan az Ib is nagy oxigén affinitással 

rendelkezik. E fehérje szerepe a gümő szabad oxigénkoncentrációjának szabályozása 

(Appleby 1984.), ami elengedhetetlen a nitrogenáz enzimrendszer hatékony 

működéséhez. Megállapították, hogy a legtöbb pillangósvirágúban a leghemoglobint 

géncsaládok kódolják (Marcker és mtsai 1984.). Csoportunk munkatársai a lucerna 

IbiII cDNS-klónját azonosították (Kiss és mtsai 1987.), és a megállapított 

nukleotidsorrend alapján más Medicago leghemoglobin szekvenciákkal 

összehasonlították (Davidowitz és mtsai 1991.). Az eddig izolált leghemoglobin gének 

lehetővé tették e gének promoterében található különböző cisz reguláié elemek 

kimutatását (Stougaard és mtsai 1990.), illetve e promoterszakaszok funkcionális 

analízisét (Szabados és mtsai 1990.). A lucerna genetikai térképének elkészítése során 

csoportunk az Ib géncsalád három tagjának meghatározta a térképhelyét (Kiss és mtsai 

1993, Káló személyes közlés 1993. 3. ábra).

Az ammónia asszimilációban és a szénmetabolizmusban résztvevő késői nodulinok 

által katalizált funkcióra a növény többi részében is szükség van. Legtöbbjüknek 

azonban van gümőspecifikus, vagy gümőben megnövekedett expressziót mutató
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formája. Az ammónia asszimiláció enzimei közül a glutamin szintetáz (GS) és a 

glutamát szintáz (GOGAT) aktivitásának növekedését mutatták ki a nitrogenáz 

aktivitásának növekedésével összhangban. A GS egyik típusának génje 

gümőspecifikusan expresszál (GS-n), a másik csoportba tartozók aktivitása a szimbiózis 

során jelentősen megnövekszik (Forde és Cullimore 1989.). Eddigi adatok alapján e 

gének expresszi ójának szabályozásában a szén/nitrogén arány játszik szerepet (Sanchez 

és mtsai 1991.). Lucernában úgy tűnik, a GS géncsalád három tagból áll (GSa, GSb, 

GSc) genetikai térképezés alapján (Kiss és mtsai 1993., Káló személyes közlés 1993. 3. 

ábra). A GOGAT aktivitásának maximális szinten történő fenntartásához a 

szimbiotikusán kötött nitrogén jelenléte szükséges (Egli és mtsai 1989.). A 

nitrogéntranszporterek szintézisében játszik szerepet az urikáz II (nodulin-35) és 

aszpartát aminotranszferáz (AAT). Az urikázról kimutatták, hogy determinált gümőben 

az oxigénkoncentráció regulálja (Larsen és mtsai 1986.), a lucerna AAT-2-ben pedig 

olyan cisz reguláló elemeket mutattak ki, melyek néhány gümőspecifikus gén 

promoterében (Lb, N23) is megtalálhatók (Vance és mtsai 1994.).

A szénmetabolizmusban résztvevő két késői nodulinról, a foszfoenol piruvát 

karboxilázról (PÉP karboxiláz) (Deroche és Carrayol 1989.) és a szacharóz szintázról 

(SS) (Thummier és Verma 1986.) is kimutatták, hogy van gümőspecifikusan megjelenő 

változatuk.

A peribakteroid membrán (PBM) nodulinok a baktérium növényi sejtbe kerülésekor 

kialakuló peribakteroid membránban találhatók, és szerepük a bakteroidok 

kialakulásában lehet (Verma 1992.). Legalább két fehérje, a nodulin-24 és a nodulin-26 

tartozik ebbe a csoportba, melyeket szójában azonosítottak (Fortin és mtsai 1985.). Bár 

e nodulinokkal számos vizsgálatot végeztek, funkciójukról csak feltételezések vannak 

(Verma 1992.).

Számos késői nodulin funkciója még ismeretlen. Ezek közül soknak a génjét már 

azonosították, többet közülük molekuláris szinten jellemeztek. E csoportba tartozik 

többek között a nodulin-22, a nodulin-45 és a csoportunk munkatársai által azonosított
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nodulin-25 is (Verma és mtsai 1986., Dunn és mtsai 1988., Szczyglowski és mtsai 1989., 

Kiss és mtsai 1990., Végh és mtsai 1990.).

2.5. Az ENOD12 korai gümőképzési gén jellemzése és feltételezett szerepe a 

Rhizobium- Medicago szimbiotikus kapcsolatban.

A gümőfejlődés során megnyilvánuló korai nodulin gének közül mostanáig 

legalaposabban az ENOD12-t tanulmányozták (Scheres és mtsai 1990a., 1990b., 1992., 

Govers és mtsai 1991., Pichon és mtsai 1992., Allison és mtsai 1993., Horváth és mtsai 

1993., Bauer és mtsai 1994., Journet és mtsai 1994., Csanádi és mtsai 1994.). Ez a gén a 

korai szimbiotikus folyamatokban feltételezett központi szerepe miatt számos kutató 

érdeklődésének középpontjába került, "slágergénnek" számított a korai nodulációs 

gének között. A fokozott érdeklődés egyik oka, hogy az ENOD12 gén az infekció során 

nemcsak a baktériumot tartalmazó sejtekben, hanem a baktériumok fogadásához 

szükséges infekciós fonal elkészítésére felkészülő sejtekben is kifejeződik (Scheres és 

mtsai 1990a.). Emellett a gümőprimordium osztódó sejtjeiben is kimutatható, így 

feltételezhető volt, hogy a génnek sokoldalú szerepe van az infekciós folyamatban 

(Scheres és mtsai 1990a.).

Az ENOD12 gént először borsóban azonosították gümőspecifikus cDNS könyvtár 

differenciál hibridizációjával (Scheres és mtsai 1990a.). A gén a Rhizobium 

leguminosarum bv. viciae baktériummal történő infekció során aktiválódik, közvetlenül 

az infekciós fonal kéregsejtekbe történő behatolásával párhuzamosan. Az ENOD12 

expressziója a gümőfejlődés során végig fennmarad, és a transzkriptumok az 

indeterminált gümők inváziós zónájában lokalizálhatok. A gén nemcsak a gümőben, 

hanem szárban és virágban is megnyilvánul (Scheres és mtsai 1990a.). Borsóban két 

gént, az ENOD12A-t és az ENOD12B-t mutatták ki, melyek hasonló módon 

regulálódnak (Govers és mtsai 1991.). Az ENOD12 génnel homológ DNS 

szekvenciákat Medicago fajokban is azonosítottak (Pichon és mtsai 1992., Allison és
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mtsai 1993.). A borsóhoz hasonlóan a tetraploid M. sativa ssp sativa cv Nagyszénási két 

különböző gént tartalmaz, míg a diploid M. truncatula cv Jemalongban csak egyféle 

ENOD12 gént lehetett kimutatni (Pichon és mtsai 1992.). A szerkezeti és expressziós 

vizsgálatokból azt a következtetést lehetett levonni, hogy az ENOD12 gén 

ugyanazokban a szövetekben fejeződik ki lucernában és borsóban, és feltehetően 

hasonló szerepet tölt be mindkét növényben (Allison és mtsai 1993.).

A felismerés, hogy az ENOD12 az infekciós fonalat nem tartalmazó sejtekben is 

kifejeződik, azt jelzi, hogy a gén expresszióját valamely diffúzibilis szignálmolekula 

váltja ki. Azt már korábban bebizonyították, hogy a vad típusú R. I. viciae - bői készült 

sejtmentes kivonat képes kiváltani a gén expresszióját, míg ugyanez a hatás a 

nodulációban hibás mutáns baktérium extraktumával nem érhető el (Scheres és mtsai 

1990a.). Azóta azonosították a Nőd faktort, amellyel elvégzett kísérletekben 

bizonyították, hogy lucernában csak az ENOD12B gén expresszióját váltja ki, tehát az 

ENOD12A és ENOD12B gének regulációja eltér egymástól (Bauer és mtsai 1994.), 

ellentétben a borsóban tapasztaltakkal (Govers és mtsai 1991.).

Az intront nem tartalmazó ENOD12 gén egy olyan feltételezett fehérjét kódol, mely 

az N-terminális végén tartalmaz egy szignál peptid jellegű hidrofób régiót, míg a többi 

része két, ismétlődő pentapeptid egységből épül fel (Scheres és mtsai 1990a.). Ezen 

sajátságok alapján azt feltételezték, hogy az ENOD12 a hydroxiprolin-gazdag 

glikoproteinek (HRGP) (Schowalter 1993.) családjába tartozik, és az infekciós folyamat 

során az új sejtfal szintézisében vehet részt (Scheres és mtsai 1990a., Govers és mtsai 

1991.). Bár a feltételezett ENOD12 protein jelenlétét mostanáig nem sikerült 

bizonyítani, valószínűnek látszik, hogy az nem vesz részt a növényi 

védekezőmechanizmusban (Scheres és mtsai 1990a.).

A fentebb említett munkákban egyértelműen bizonyították, hogy az ENOD12 

kifejeződik a gümőfejlődés során. Arra azonban nem szolgáltattak bizonyítékot, hogy az 

ENOD12 génnnek van-e funkciója, és ha van, ez a funkció elengedhetetlenül 

szükséges-e a gümőfejlődéshez vagy a hatékony nitrogénkötéshez. E kérdés 

legmegfelelőbb bizonyítási módja az ENOD12 génben mutáns növények előállítása,
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illetve természetesen előforduló mutáns növények azonosítása és funkcionális 

vizsgálata. E feladat nehézségét bizonyítja az a tény, hogy mostanáig egyetlen 

nodulációs génre sem sikerült mutánst izolálni, valamint egyetlen szimbiotikus 

funkcióban hibás mutáns növény génjét sem sikerült azonosítani.

2.6. A genetikai megközelítés jelentősége a szimbiózisban szerepet játszó növényi gének 

vizsgálatában

Egy adott biológiai folyamat megismerését nagymértékben elősegíthetjük a folyamat 

valamely lépéséhez szükséges gén(ek)ben hibás mutánsok izolálásával és azok 

jellemzésével. A hibás gént hordozó egyed vizsgálatakor biztosak lehetünk abban, hogy 

a kérdéses gén nélkülözhetetlen szerepet játszik az adott folyamatban.

A genetikai módszereken alapuló, mutáns izolálási és komplementálási eljárás - a 

biokémiai megközelítéssel összehasonlítva - a növényi genom nagy mérete miatt 

azonban nehezebb, hosszú időt és sok fáradságot igénylő munka. Gyorsabban érhetők 

el eredmények a másik módszer, a cDNS génbankok differenciál- illetve szubtraktív 

hibridizálásán alapuló biokémiai megközelítés alkalmazásával. Ennek során 

Rhizobiummal fertőzött (vagy Noel faktorral indukált) növényekből készített cDNS 

génkönyvtárból izolálják azokat a kiónokat, melyek nem találhatók meg az indukálatlan 

kontroll növényekből készített cDNS géntárban. A világ számos laboratóriumában írtak 

le ezzel a módszerrel izolált korai és késői nodulin géneket, melyek közül csoportunk 

munkatársai a nodulin-25 késői nodulációs gént klónozták és jellemezték (Kiss és mtsaí 

1990.). Az előző fejezetekben említett korai nodulációs géneket is ezzel a módszerrel 

izolálták. Az ilymódon klónozott génekről azonban csak annyit tudunk, hogy a 

szimbiózis során kifejeződnek, arról azonban, hogy van-e valamilyen funkciójuk a 

szimbiotikus folyamatban, csak feltételezésekkel rendelkezünk. A feltételezések 

szekvenciaanalízisen és in situ hibridizációs adatokon alapulnak, melyek alapján e
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kérdést nem lehet megválaszolni. A probléma megoldásához elengedhetetlen a 

mutációt szenvedett gének azonosításán alapuló vizsgálat.

2.6.1. Növényi szimbiotikus mutánsok

A szimbiotikus nitrogénkötési funkciójukban hibás növényi egyedek izolálása 

történhet indukált mutagenezissel, illetve természetesen előforduló mutációk 

azonosításával. Mostanáig számos pillangós fajból izoláltak mutánsokat, melyeket 

keresztezések segítségével genetikailag jellemeztek (Caetano-Anollés és Gresshoff 

1991., Kiss 1987a). A gümőképzési, illetve a szimbiotikus nitrogénkötési hatékonyság 

megváltozása alapján három kategóriába sorolhatjuk a növényi mutánsokat.

Az egyik csoportba azok tartoznak, melyek nem képeznek gümőt effektiv 

baktériumtörzs jelenlétében sem. Ezeket nevezzük gümőképzési (nodulációs, vagy 

Nőd") mutánsoknak. Ezek kétfélék lehetnek (Caetano-Anollés és Gresshoff 1991.). 

Vannak olyanok, amelyeken a bakteriális fertőzést követően semmilyen válasz nem 

figyelhető meg, vagyis sem gyökérszőrgörbülés, sem kérgi sejtosztódás nem mutatható 

ki. Ide tartoznak például a szója nőd 139 (Mathews és mtsai 1989.) mutánsa, melyet rj5 

/76-nak is jelölnek (Mathews és mtsai 1986.), a borsó sym8-as (Markwei és LaRue 

1992.) és a lucerna MnNC-1008-as (NN-1008) mutánsa (Peterson és Barnes 1981.). A 

keresztezésekből arra következtettek, hogy a mutáns allélok recesszívek a vad típusú 

allélal szemben, és azt is megállapították, hogy az NN-1008 és az rj5 rj6 mutáció 

kialakulásáért két lokusz felelős (Peterson és Barnes 1981., Mathews és mtsai 1994). Az 

ebbe a kategóriába tartozó mutánsok különösen érdekesek, mivel a bakteriális 

indukcióra adott növényi válasz teljes hiánya miatt feltételezhető, hogy e növényekben 

a Nőd faktor receptorát kódoló gén szenvedett mutációt, emiatt a növény képtelen 

"érzékelni" a baktérium jelenlétét (Dudley és Long 1989.). A Nőd' mutánsok másik 

csoportját azok a növények alkotják, melyek nem képesek gümő kialakítására, azonban
\

gyökérszőr deformáció illetve kérgi sejtosztódás indukálódása megfigyelhető. Többek
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között a szója nod49 és nodlll (Mathews és mtsai 1989.) mutánsai tartoznak e 

kategóriába, melyek allélikusak a korábban már izolált rjl mutációval, valamint a borsó 

sym2-es mutánsa (Lie 1971.) is e csoport tagja.

A növényi szimbiotikus mutánsok másik kategóriáját a giimőt kialakító, de 

szimbiotikus nitrogénkötésre vad típusú baktérium jelenlétében is képtelen 

nitrgénfixációs (Fix') egyedek alkotják. Nitrátot nem tartalmazó közegben a 

nitrogénhiány következtében a növények zöldtömege kisebb, gümőjük a vad típusú 

rózsaszín gümővel ellentétben fehér, és mutatják a klorózis jellegzetes tüneteit (pl.: 

levelek sárgulása). E mutáns-kategóriába tartoznak például a szója Rj2, Rj3, Rji 

mutációi (Caetano-Anollés és Gresshoff 1991.), melyek dominánsan öröklődnek, a 

borsó sym 13 (Kneen és mtsai 1990.), és a lucerna in 1, in2, in3 és in4in5 (Peterson és 

Barnes 1981.) mutánsai, melyeket tetraploid vonalakban azonosítottak, és recesszív 

öröklődésűnek bizonyultak. Hasonlóképp recesszív öröklődésű a csoportunk 

munkatársai által izolált M. coerulea Fix 1/9 mutáns is (Kiss 1987a), melyről a 2.6.1. 

fejezetben lesz szó.

Az eddig felsoroltak mellett harmadikként meg kell említeni az ún. 

"szupemoduláló" pillangósvirágú-mutánsokat is, melyekre az a jellemző, hogy 

hatékonyabb nitrogénkötésre képesek, mint a vad típusú egyedek, ezáltal zöld tömegük 

megnövekedik. Két pillangós fajból izoláltak ilyen mutánsokat mostanáig 

(hivatkozásokat lásd: Schultze és mtsai 1994.). Bár a fenotípus jellege nem zárja ki a 

poligénes öröklődés lehetőségét, mégis azt tapasztalták, hogy az izolált mutánsok 

monogénesek és recesszív módon öröklődnek (Carroll és mtsai 1985., Jacobsen és mtsai 

1984.). Ilyen "szupemoduláló" növény a szója nts382 (nitrate tolerant symbiotic) 

mutánsa, mely az egyébként gátló hatású magas exogén nitrátkoncentráció mellett is 

megtartotta gümőképzési képességét (Carroll és mtsai 1985a.). Mivel a növény 

alacsonyabb méretű a vad típushoz képest, nitrogenáz aktivitása viszont magasabbnak 

bizonyult, feltehetően az autoregulációs mechanizmust érintette a mutáció, mely a 

kialakuló gümők számát korlátozza. E kérdésre végleges választ csak a gén izolálásával
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kapható, mely folyamatban van, a térképezésen alapuló génklónozás módszerének 

felhasználásával (Landau-Ellis és mtsai 1991.).

2.6.2. A genetikai térképezés jelentősége

Ha már rendelkezünk meghatározott funkcióban hibás gént tartalmazó egyed(ek)el, 

a mutáció által érintett gén további vizsgálatához, funkciójának megismeréséhez 

elengedhetetlenül hozzátartozik az adott gén izolálása. Ezt a feladatot a térképezésen 

alapuló génizolálás módszerének alkalmazásával oldhatjuk meg.

Egy molekuláris markerek felhasználásával készült genetikai térkép segítségével a 

mutációt szenvedett gének helyzetét megállapíthatjuk a genomban. Ezt követően a 

hozzájuk legközelebb elhelyezkedő DNS-markereket kiindulási pontként használhatjuk 

a "genomsétához", melynek segítségével az adott gént izolálhatjuk (Tanksley és mtsai 

1989.). A vad típusú gén mutáns növénybe történő transzformálásával elvégzett 

komplementációs kísérletekkel igazolhatjuk, hogy az izolált gén funkcionális. Az e 

munka elvégzéséhez nélkülözhetetlen lucerna transzformációs és regenerációs 

rendszert Intézetünk munkatársai dolgozták ki (Deák és mtsai 1986.).

Az utóbbi több, mint tíz évben igen elterjedt a molekuláris markerek alkalmazása a 

genetikai térképezésben. A Restrikciós Fragment Hossz Polimorfizmuson (Restriction 

Fragment Length Polymorphism v. RFLP), illetve a Random Amplifikált Polimorf 

DNS (Random Amplified Polymorphic DNA v. RAPD) technikán alapuló markerek 

használatának számos előnye van a klasszikus géntérképezéssel szemben. Egy több száz 

DNS-marker felhasználásával elkészített géntérkép lehetővé teszi egy adott gén 

térképhelyzetének pontos meghatározását. A nemrégiben kifejlesztett "kupacolási" 

technika (Michelmore és mtsai 1991.) felhasználásával pedig a keresett génhez nagyon 

közeli (< 10 cM) DNS-markerek izolálására van lehetőség, ami a génizoláláshoz 

szükséges genomséta útját jelentősen lerövidíti.
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Az eukarióta szervezetekből történő génizolálás területén az utóbbi néhány évben 

elért eredmények (Rommens és mtsai 1989., Leung és mtsai 1994., Bent és mtsai 1994., 

Mindrinos és mtsai 1994.) igazolják azt az állítást, hogy a mutánsok szelekciója a 

genetikai térképezésen alapuló génizolálással párosítva egyedülálló lehetőséget biztosít 

funkcionális eukarióta gének azonosításához és jellemzéséhez.

2.6. Az értekezés eredményeit megalapozó előzmények

Csoportunkban Dr. Kiss György Botond vezetésével kezdődtek meg a lucerna 

szimbiotikus nitrogénkötésben résztvevő génjeinek megismerését célzó kutatások. E 

munka célja olyan növényi gének izolálása és jellemzése, melyek a gümőképzési 

folyamatban valamilyen specifikus funkciót látnak el.

2.6.1. Mutáns izolálás diploid Medicago fajokból

Mutánsok izolálása céljából lucerna magok kobaltbesugázással történő 

mutageneziséből származó szimbiotikus nitrogénfixálási képességben hibás (Fix") 

növényt azonosított Dr. Kiss György Botond munkatársaival a diploid Medicago sativa 

ssp. coerulea lucernapopulációban. Az izolált mutánst elnevezték Fix 1-nek, a mutációt 

szenvedett gént pedig fix 1-nek. A mutáns növénnyel számos keresztezési kísérletet 

végeztek. E vizsgálatokkal igazolták, hogy a mutáció monogénesen, recesszív módon 

öröklődik (Kiss 1987a.). Emellett mikroszkópos analízist végeztek a kialakult gümőkön, 

és megállapították, hogy a mutáció jellege hasonló a tetraploid lucernából izolált in2 és 

in3 mutánsokhoz (Kiss személyes közlés, Vance és Johnson 1983).
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2.6.2. A lucerna genetikai térképének megszerkesztése

A genetikai megközelítés jelentőségét felismerve csoportunk munkatársai évekkel 

ezelőtt megkezdték a Medicago sativa komplexhez tartozó lucerna növények genetikai 

térképének megszerkesztését.

Első lépésként megfelelő növényeket kellett találni a térképezéshez. A 

legmegfelelőbbnek a Medicago sativa komplexbe tartozó diploid,kékvirágú Medicago 

sativa ssp. coerulea (Mc) és a szintén diploid, sárga virágszínű Medicago sativa ssp. 

quasifalcata (Mq) (Kiss és mtsai 1993.) bizonyult. Ezek az alfajok idegenbeporzó, évelő 

növények, egymással és a termesztett lucernával is keresztezhetők, mégis elég távoliak 

ahhoz, hogy kellő számú genetikai polimorfizmust lehessen kimutatni belőlük. A 

kiválasztáskor igen fontos szempont volt, hogy e növények a csoportunkban régóta 

használt Rhizobium meliloti 41 baktériumtörzzsel effektiv szimbiózist adnak (Kiss, 

személyes közlés). Mivel e fajok a tetraploid termesztett lucernával igen közeli 

rokonságban vannak, várható volt, hogy a diploidokon elért eredmények a nagyobb 

gazdasági jelentőségű tetraploid növényekre is érvényesek lesznek, ami elősegíti a 

gyakorlatban történő felhasználásukat.

A kiválasztott növényeket kereszteztük, majd az így előállított FI populációból az 

Fl/1 jelű növény önbeporzásával megkaptuk a 138 F2 egyedből álló térképező 

populációt. E populáció felhasználásával 89 morfológiai, izoenzim és DNS marker 

öröklődését követtük, és a kapott adatok alapján az egyes markerek sorrendjét 

megállapítottuk. Az ilymódon megszerkesztett lucerna genetikai térkép nyolc 

kapcsoltsági csoportot tartalmazott, mely megegyezik a lucerna haploid 

kromoszómaszámával (Kiss és mtsai 1993.). A betérképezett markerek száma 

folyamatosan bővül, mostanra meghaladta a 300-at (Káló és mtsai 1994.), ami egyre 

jobb "felbontású" térképezést tesz lehetővé. A lucerna részletes genetikai térképét 

láthatjuk a 3. ábrán.

Az elkészült genetikai térkép lehetővé tette számos nodulációs gén helyzetének 

megállapítását, valamint a térképező populációban előforduló genetikai
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polimorfizmusok azonosítását. Ez azt jelenti, hogy e populációban elvégezhettük egyes, 

molekuláris szinten megjelenő, természetes mutációk kimutatását, öröklődésük 

vizsgálatát. E munka keretében tervezzük аДг1 gén térképezését, valamint izolálását a 

térképezésen alapuló génizolálás felhasználásával.

A térképezés olyan mutációk azonosítására is alkalmas lehet, melyek fenotípusosan 

nem nyilvánulnak meg. E megközelítés eredményes alkalmazására szolgáltat példát az 

ENOD12 génnel kapcsolatos munkánk, melynek során bizonyítottuk, hogy térképező 

populációnk egyes növényei az ENOD12 gén különböző változatai (genetikai 

polimorfizmus) mellett egy természetes módon kialakult mutációt is tartalmaznak, 

miáltal a mutációt homozigóta formában tartalmazó növényekben lehetővé vált a gén 

funkciójának vizsgálata.
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3. ábra. A lucerna nyolc kapcsoltsági csoportot tartalmazó részletes genetikai térképe (Káló, személyes 
közlés 1993.) Az ábrán a markerek közötti rekombinációs értékek százalékát, és az e százalékértékek 
alapján, a Haldane térképfüggvény (Haldane 1919.) felhasználásával számított térképtávolságokat 
ábrázoltuk centimorganban kifejezve.
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3. CÉLKITŰZÉS

Csoportunk munkájának alapvető célja a lucerna szimbiotikus nitrogénkötésben 

résztvevő génjeinek molekuláris szinten történő megismerése genetikai és biokémiai 

módszerek alkalmazásával. A dolgozatom tárgyát képező vizsgálatok elkezdésekor 

célunk volt az ENOD12 korai nodulációs gén szimbiózisban betöltött szerepének 

vizsgálata lucernában. Ennek során a következő kérdésekre kerestünk választ:

- az általunk vizsgált lucernafajokban hány ENOD12 gén található,

- az elkészült lucerna genetikai térképen egy vagy több ENOD12 gént tudunk 

kimutatni, mely kapcsoltsági csoportban helyezkedik el az ENOD12 gén(ek), illetve a 

gének között van-e genetikai kapcsoltság,

- tudunk-e azonosítani diploid lucernapopulációnkban olyan egyedeket, melyek 

ENOD12 génjükben mutációt szenvedtek,

- a mutációt hordozó növények keresztezésével olyan egyedeket terveztünk előállítani, 

melyek homozigóta formában hordozzák a mutáns gént, ezáltal alkalmasak a gén 

esetleges funkciójának vizsgálatára,

- a mutáns homozigóta egyedek funkcionális vizsgálatával azt terveztük megvizsgálni, 

vajon van-e létfontosságú szerepe az ENOD12 génnek a szimbiózisban, és ha van, 

akkor milyen jellegű funkciót lát el,

- az ENOD12 szekvenciaadatok felhasználásával milyen evolúciós rokonsági 

viszonyokat tudunk megállapítani az egyes pillangósvirágúak között.



36

4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

4.1. Növényi anyag, és a térképező populáció előállítása

A sárgavirágú, diploid (2n=2x = 16) Medicago sativa ssp. quasifalcata Sinsk. (Lesíns 

és Lesins 1979., Quiros és Bauchan 1988.) és a kék virágú, diploid (2n = 2x=16) 

Medicago sativa ssp. coerulea Ledeb. (Lesins és Lesins 1979., Quiros és Bauchan 1988.) 

növények magjait Prof. Bocsa Iván Gödöllői Mezőgazdasági Egyetem Kutatóintézete, 

Kompolt) bocsátotta rendelkezésünkre. Az Mqk93 jelű egyedi M. sativa ssp quasifalcata 

növényt használtuk anyaként, az Mcw2 jelzésű M. sativa ssp coerulea egyedi növényt 

pedig apaként abban a keresztezésben, melynek során előállítottuk az FI 

hibridnemzedéket (Fl/1, Fl/2, Fl/4, Fl/5, Fl/11, Fl/12 és Fl/13), melyek átmeneti 

(zöld) virágszínűek lettek. A szülők, valamint az utódnemzedék eltérő virágszínei 

egyszerű bizonyítékai annak, hogy az FI nemzedék egyedei valóban keresztezésből, 

nem pedig önbeporzásból származnak. Az Fl/1 jelű egyedi FI növény önbeporzásával 

állítottuk elő a második utódnemzedéket F2(S1[F1/1]). Az F2(S1[F1/1) populáció 138 

egyede szolgált szegregáló populációként a genetikai térkép elkészítéséhez (Kiss és 

mtsai 1993.). Az Mcw2 növény önbeporzásával állítottuk elő az Sl(Sl[Mcw2]) 

utódokat. A növényeket 30 cm átmérőjű cserepekben neveltük üvegházi körülmények 

között 22-27 C°-on 16 órás fényperiódussal. Mivel a növények évelők, rendszeresen 

metszettük őket és évente új cserépbe átültettük.

4.2. Nodulációs teszt

Az Mqk93, Mcw2, Fl/1, F2/11 és F2/35 jelzésű növényeket vegetatíven szaporítottuk 

hajtásdarabkák gyökereztetésével steril vermikulitban és tápoldatban (1.4 mM KNO3, 

0.5 mM KH2P04, 0.5 mM MgSQ4 x 7 H20, 0.5mM [NH4]2SQ4, 2.32 MM Ca[NQ3]2, x
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4 H20, 0.037 mM KCl, 0.05 гаМ Н3ВО3, 0.05 тМ EDTA, 8 uM MnS04, х 4 Н20, 0.5 

иМ Z11SO4 х 7 Н20, és 0.25 uM C11SO4 х 5 Н20, pH 5.7). Minden vonalból 

minimálisan öt növényt neveltünk 5 napig a tápoldat folyamatos biztosításával. Ezután 

a tápoldatot lecseréltük csökkentett nitrogéntartalmú (0.25 mM KNO3) oldatra, és a 

gyökereket Rhizobium meliloti 41 vagy AK631 (Bánfalvi és mtsai 1981.) 

baktériumtörzsekkel inokuláltuk. A gümőket 30 nappal a fertőzés után gyűjtöttük össze 

szerkezetanalízis céljából. E gümők nitrogénkötési hatékonyságát acetilén redukció 

méréssel állapítottuk meg, gázkromatográfiás eljárás alkalmazásával (Hewlett-Packard, 

Palo Alto CA.).

4.3. DNS-technikák, hibridizáció

Totál növényi DNS-t 4-5 cm-es fiatal hajtásokból izoláltunk Dellaporta és 

munkatársai eljárása felhasználásával (Dellaporta és mtsai 1983.) Az izolált DNS-t 

restrikciós endonukleázokkal megemésztettük az enzimet előállító cég (Amersham Int., 

New England Bioi.) által biztosított pufferben, 37 C°-os vízfürdőben inkubálva. Az 

emésztett DNS-ből körülbelül 10 ug-ot 0.8 % töménységű agarózgélen, elektromos 

erőtérben futtatva elválasztottunk (Maniatis és mtsai 1982.). Az elválasztást Tris-acetát 

pufferben (50 mM Tris, 20 mM acetát, 2 mM EDTA, 18 mM NaCl, pH 8.0) és 0.5 

ug/ml EtBr-ot tartalmazó gélben végeztük. A megfuttatott DNS-t UV-fényben (260 

nm) láthatóvá tettük és lefényképeztük. Ezután a gélben levő DNS-t kapilláris módszer 

alkalmazásával Hybond-N (Amersham Int.) membránra transzferáltuk (Southern 

1975.). Hibridizációs próbaként a pBRC176 nevű plazmidról 5’ és 3’ specifikus 

primerek segítségével amplifikált MsENOD12A struktúrgént tartalmazó DNS-darabot 

(Allison és mtsai 1993.) használtuk. A primerek felhasználásával (5. ábra szekvenciák) 

az ENOD12A struktúrgén 239 bázispárt tartalmazó darabját tudtuk amplifikálni. Az 

amplifikált fragmenteket éjszakán keresztül Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris, 1 mM 

EDTA) dializáltuk. A dializált fragmenteket Feinberg és Vogelstein eljárásának
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felhasználásával (Feinberg és Vogelstein 1983.) 0.5-5 x 10^ dpm/ug DNS specifikus 

aktivitásig alfa-p32-dCTP izotóppal megjelöltük. A prehibridizációt és a hibridizációt 

10 ml G + C puffert (Church és Gilbert 1984.) tartalmazó csövekben légfűtéses 

hibridizációs inkubátorokban hajtottuk végre (Robbins Scientific). A prehibridizáció 

időtartama 10 perc és 2 óra között volt, a hibridizációt 10-16 órán keresztül végeztük. A 

hibridizációs próba aktivitása 0.2-5.0 x 10^ dpm/ml volt, a hibridizáció hőmérséklete 

pedig 65 C° vagy 55 C° volt. Hibridizálás után a filtereket 0.1 % SDS- és 0.1 % SSPE-t 

tartalmazó pufferben mostuk négyszer húsz percig. Az oldat/puffer arány 750 ul/cm^ 

volt, a mosás hőmérséklete pedig megegyezett a hibridizációéval. A filtereket ezután 

autoradiografáltuk, amihez Medifort RP (Forte, Vác) röntgenfilmet használtunk. Az 

autoradiográfiát -70 C°-on végeztük.

4.4. Genomikus DNS-szakaszok PCR-amplifikálása

Az ENOD12 gén jelenlétét a növényi genomban PCR (polimeráz láncreakció) 

technika felhasználásával végeztük. Templátként a fentebb már említett DNS-tisztítási 

eljárással készült totál növényi DNS-t használtuk, primerként pedig az ENOD12- 

specifikus oligonukleotidokat (Allison és mtsai 1993.). A reakciót 25 ul elegyben 

hajtottuk végre, amely a következő komponenseket tartalmazta: 1 x Taq polimeráz 

puffer (Promega Corp.); 1 U Taq polimeráz (Promega Corp.); 1.5 mM MgC^; 0.2 mM 

dATP, dCTP, dGTP és dGTP; 1 pmol/ul primer. A reakcióelegyet 20 ul ásványolajjal 

fedtük be. Ezt követően a csöveket egy programozható termosztátba helyeztük (LEP 

Scientific, MJR), és az alábbi hőmérsékleti ciklust programoztuk be: 94 C° 30 

másodperc, 55 C° 1 perc, 72 C° 1 perc, 35-ször ismételve.
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4.5. A PCR termékek klónozása és szekvenálása

A PCR termékeket 2 % agaróz gélen választottuk el, a fentebb leírt módszerrel. A 

DNS fragmenteket DE81 papírra futtattuk, majd e papírról 60 C° hőmérsékleten, 

magas sókoncentrációjú oldatban visszaizoláltuk. Mivel a Taq polimeráz a PCR 

fragmentek 3’ végeire nagy gyakorisággal extra adenin nukleotidot szintetizál, az 

eredményes klónozáshoz szükséges e nukleotid(ok)nak az eltávolítása. E célra 

klónozandó fragmenteket mung bean nukleázzdl (Pharmacia) kezeltük, mely csak az 

egyszálú DNS-láncot hasítja nukleotidokra. Az ily módon tompa végűvé alakított 

fragmenteket mindkét orientációban beklónoztuk az M13mpl9 fágvektor Hindi 

helyére (Yanish-Perron és mtsai 1985.). A szekvenálást a Sanger által leírt módszer 

felhasználásával végeztük (Sanger és mtsai 1977., 1980.), 2 U Sequenase 2 enzim 

felhasználásával (US Biochem.).

4.6. Izoenzim analízis

A LAP izoenzim mintázat megállapítására az alábbi eljárást használtuk: 50 mg friss, 

fiatal levelet homogenizáltunk 80 ul extrakciós pufferben (100 mM MES, 15 % v/v 

ethylene glycol, 2 % v/v mercaptoethanol, 100 mM szacharóz és 0.1 M PMSF, pH 6.8). 

Az oldatot mikro centrifugacsőben 15 000 rpm-el 40 percig 4 C°-on centrifugáltuk. A 

felülúszó 8 ul aliquotjához 40 % szacharózban oldott 8 ul brómfenol kék oldatot 

adtunk, és felvittük nem denaturáló poliakrilamid gélre (160 x 100 x 1 mm, 7.5 %), és 

Tris-glicin pufferben elektroforetizáltuk (Ornstein és mtsai 1964.). A gélt állandó 

feszültséggel futtattuk (40/80 V) 16-20 órán keresztül. A géleket LAP enzimaktivitásra 

festettük a Vallejos által leírt eljárással (Vallejos 1983.)
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4.7. A genetikai kapcsoltság számítása

A genetikai kapcsoltság mértékének megállapításához az ENOD12 és a LAP1 gének 

genotípus adatait használtuk fel. A genotípusokat két populációban vizsgáltuk. A 

térképező populációban az egyes gének alléljait a következőképpen jelöltük: ENOD12 

gén: ha az adott egyedben jelen van az ENOD 12^14 gén = E + ; ha nincsen jelen (null 

alléi) = E-. LAP1 gén: ha az adott egyed a csak a LAP1 felső csíkot tartalmazza (vagyis 

homozigóta erre az alléira): L^L^, ha csak a LAP1 alsó csíkot tartalmazza (vagyis 

homozigóta az alsó csíkra): LW^LW^, ha az adott egyed a LAP1 lokusz mindkét csíkját 

tartalmazza, vagyis heterozigóta: LW^LC1. Az Mcw2 növény önbeporzásából származó 

populációban a két gén alléljait a következőképp jelöltük: ENOD12 gén: ha jelen 

vannak az ENOD12w“^ és ENOD12w^ gének = E + ; ha nincsnek jelen (null alléi) = 

E-. LAP1 gén: ha az egyed csak a LAP1 felső csíkját tartalmazta (homozigóta a felső 

csíkra) = LW^LW^; ha csak az alsó csíkot tartalmazta (homozigóta az alsó csíkra) = 

Lwlpwl. ha mindkét csíkot tartalmazta (heterozigóta) = LW^LW^. A leírásból látható, 

hogy az ENOD12 allélok domináns-recesszíven öröklődő markerek, a LAP1 pedig 

kodomináns öröklésmenetet mutat.

Az egyes lokuszok közötti kapcsoltság mértékének meghatározásához számítógépet 

használtunk, ami azt jelentette, hogy az egyes genotípus adatokat számokkal kellett 

jelölnünk, hogy a gép számára az egyes adatok értékelhetők legyenek. Ennek az 

igénynek megfelelően mindkét populációban számoztuk az ENOD12 és a LAP1 

lokuszok alléljait az alábbiak szerint: Térképező populáció;

1: az egyed homozigóta az anyai alléira (LQlQ),
3: az egyed homozigóta az apai alléira (LW^LW^),
2: az egyed heterozigóta, mindkét alléit hordozza (LW^L4), 

4: az egyed nem homozigóta az anyai alléira (ilyen 

kategória az ENOD 12/LAP 1 genotípusok között nincsen), 
5: az egyed nem homozigóta az apai alléira (E + , ami lehet 

homozigóta E+ vagy heterozigóta E + /E-),
0: az adott egyedben erre a lokuszra nincs adat.
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Az Mcw2 növény önbeporzásából származó populációban a genotípusok 

jelölése megegyezik a felsoroltakkal, kivéve, hogy e populációban 1-es számmal az 

Lw2lw2 genotípust jelöltük, mely nem azonos az genotípussal.

Az adatokból a rekombinációs gyakoriságot és a kapcsoltság mértékét a maximális 

valószínűség (maximum likelyhood) egyenlet (Allard 1956.) alkalmazásával számítottuk 

ki, a MAPMAKER program felhasználásával (Lander és mtsai 1987.), illetve Griffiths 

és munkatársai, valamint Rédei leírása alapján (Griffiths és mtsai 1993., Rédei 1987.). 

Egy adott rekombinációs gyakoriság (p) esetén várható genotípus-arányokat 

kontingencia-táblázatokban foglaltuk össze.
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5. EREDMÉNYEK

5.1. Az ENOD12 gének jellemzése M. s. quasifalcata k93 és M. s. coerulea w2 

növényekben

Mivel az egyes pillangós fajok különböző számú ENOD12 gént tartalmaznak (2.5. 

fejezet), kíváncsiak voltunk, hogy az általunk vizsgált lucernanövényekben hány 

ENOD12 gén található, illetve ezek hasonlóak-e más fajok génjeihez. Arra a kérdésre 

is választ kerestünk, hogy a két növény (Mcw2 és Mqk93) ENOD12 lokuszán ki tudunk- 

e mutatni genetikai polimorfizmust, ami lehetővé teszi a gén térképezését. A kérdések 

megválaszolásához Southem-hibridizációs és PCR amplifikációs kísérleteket végeztünk 

a két növényből származó DNS felhasználásával.

Elsőként az ENOD12 szekvenciák Southern hibridizációs mintázatát vizsgáltuk az 

egymással keresztezhető M. s. coerulea w2 (Mcw2) és M. s. quasifalcata k93 (Mqk93) 

lucerna növényekben. A Southern-hibridizációhoz az ENOD12A gén (SA) (Allison és 

mtsai 1993.) 239 bázispár hosszúságú fragmentjét használtuk fel hibridizációs 

próbaként, melyet a két növényből izolált és EcoRI restrikciós endonukleázzal 

megemésztett, totál növényi DNS-hez hibridizáltattunk. Eredményként azt kaptuk (4 A. 

ábra, Mqk93 és Mcw2 oszlopok), hogy az Mqk93 növény egy 14 kilobázis (kb) 

nagyságú, míg az Mcw2 növény három darab - egy 25, egy 17 és egy 12 kb nagyságú - 

EcoRI fragmentet tartalmazott. A két növényben tehát különböző ENOD12 gének 

találhatók, vagyis a két egyed között genetikai polimorfizmus van az ENOD12 génben.

A fentebb leírt különbségeket polimeráz láncreakció (PCR) technika 

felhasználásával is ki tudtuk mutatni. A reakcióhoz templátként a két növényből izolált 

totál DNS-t használtuk, amelyeken az ENOD12 struktúrgénre specifikus 3’ és 5’ 

primerekkel végeztük el az amplifikációt. Az Mqk93 növényből egy 269 bázispáros (bp) 

fragment amplifikálódott (QA), míg az Mcw2-ből egy 299 bp-os (CB) és egy 239 bp-os 

(CA) fragmentet tudtunk kimutatni (4 B. ábra Mqk93 és Mcw2 oszlopok). A PCR-
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4. ábra. Az ENOD12 gének kimutatása diploid M. s. quasifalcata k93 (Mqk93) és M. s. coerulea w2 és w3 
(Mcw2 és Mcw3) növényekben és ezek FI utódaiban.
A. A szülői és utódnövények EcoRI enzimmel emésztett DNS-ének Southern hibridizációja ENOD12 
specifikus próbával. Hibridizációs próbaként az MsENOD12A gént tartalmazó pBRC176 plazmidról 5‘ és 
3‘ specifikus primerek sgítségével amplifikált fragmentet használtuk. A hibridizációt magas hőmérsékleten 
(65 C°) hajtottuk végre. Az Mcw2 és az Mcw3 a M. s. coerulea populáció egyedi növényei.
B. Az ENOD12 primerek (5. ábra) használatával amplifikált fragmentek a szülői és utód DNS-ekből.
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amplifikációs és Southern-hibridizációs eredmények alapján, azt a munkahipotézist 

állítottuk fel, hogy az Mcw2 növény két különböző (ENOD12w^^ és ENOD12w^), az 

Mqk93 pedig egyféle ENOD12 gént (ENOD 12^14) tartalmaz. E feltevésünk 

bizonyításáról az 5.2. fejezetben lesz szó.

Azt is sikerült megállapítani, hogy az Mcw2 egyedből kimutatható két amplifikációs 

termék (CA és CB) mérete megegyezik a M. sativa növény megfelelő fragmentjeiével 

(SA és SB), míg az Mqk93 egyed (QA) amplifikátumának mérete azonos a M. 

truncatula növény megfelelő (ТА) fragmentjének méretével. Az Mcw2 növényben 

található, 12 kb-os, gyengébben hibridizáló fragmentről az 5.4. fejezetben lesz szó.

5.2. Az ENOD12 gének evolúciója

Az Mqk93 és az Mcw2 növényekből származó amplifikációs termékek 

szekvenciaanalízise lehetővé tette számunkra, hogy a korábban már közölt 

szekvenciaadatok (Scheres és mtsai 1990a., Govers és mtsai 1991., Pichon és mtsai 

1992., Allison és mtsai 1993.) felhasználásával a különböző pillangósvirágúak ENOD12 

génjei közötti rokonságot megállapítsuk. A korábban már említett egy Mqk93 és két 

Mcw2 amplifikációs terméket gélből izoláltuk és M13mpl9 fágvektorba klónoztuk. Az 

Mcw2 növényből két kiónt szekvenáltunk meg, melyek a nagyobbik, a 299 bp-os 

fragmentet (CB, CB/l) tartalmazták , és négy olyat, amelyek a kisebbet, a 239 bp-ost 

(CA, CA/1, CA/2, CA/3). A CB/l megegyezett a CB-vel, kivéve, hogy egy bázispár 

hiányzott a 210. pozícióban. A CA és a CA/1 azonos volt, míg a CA/2 egy C 

nukleotidot tartalmazott a 272. pozícióban és a CA/3 egy C és egy T nukleotidot 

tartalmazott a 38. és 237. pozíciókban. Az Mqk93 négy kiónját vizsgáltuk, melyek a 269 

bp-os fragmentet tartalmazták (QA, QA/1, QA/2, QA/3). A QA/1 és a QA/2 

kiónokban egy T és egy A nukleotidot találtunk a 190. és a 242., a QA/2 pedig egy 

bázispáros deléciót tartalmazott a 241. pozícióban. A QA/3 megegyezett a QA-val, 

kivéve, hogy ez a klón a 193-as pozíciótól kezdve csonkolt. E különbségeket a PCR
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reakcióhoz használt Taq polimeráz enzim melléktermékeiként értelmezhetjük (Tindall 

és Kunkel 1988.). A CA, CB és QA szekvenciák közül egy-egy reprezentatívat az 5. 

ábrán figyelhetünk meg. Ezen az ábrán kisbetűvel jeleztük azokat a nukleotidokat, 

melyek nagy valószínűséggel a Taq polimeráz hibájából származó téves beépülések, 

melyeket a további számításoknál figyelmen kívül hagytunk. Feltételeztük, hogy a QA 

bázissorrendje reprezentálja az Mqk93 növény ENOD12ql4 génjét, míg a CA és CB 

megfelel az Mcw2 ENOD12w^ és ENOD12w^ génjeinek. Az egyes szekvenciákat a 

M. sativa ENOD12B (SB) bázissorrendjének templátként való felhasználásával 

illesztettük (Allison és mtsai 1993.). Ebből az elrendezésből látszik, hogy az Mcw2-ből 

származó CA és CB gének nagymértékben homológok a M. sativa ENOD12B (SB) és 

ENOD12A (SA) génszakaszokkal. Azt is megállapítottuk, hogy az Mqk93 növény QA 

fragmentje hasonló а ТА szekvenciához, amely a M. truncatula cv. Jemalong ENOD12 

génjét jelöli (Pichon és mtsai 1992.). A CA, SA gének egy jellegzetes 30 bp-os, a QA és 

ТА gének egy szintén jellegzetes 60 bp-os deléciót tartalmaztak. Ezek az eredmények 

alátámasztják feltételezésünket, hogy az Mcw2 növény két különböző, az Mqk93 pedig 

egy ENOD12 gént tartalmaz.

Amint az az 5. ábrán is látszik, a borsó PA és PB ENOD12 darabjait tartalmazó 

illesztett szekvenciák hasonlóak egymáshoz. A leglényegesebb különbségek azok a 

deléciók, melyeket a szekvenciák egymás mellé rendezésekor figyelembe kellett 

vennünk. Ezek a deléciók a leolvasási keretet nem változtatták meg, így ezek a gének 

különböző méretű, de hasonló funkcióért felelős fehérjéket kódolhatnak.

Az illesztett szekvenciák közötti nukleotid-különbségeket az összes párosítási 

lehetőség esetében kiszámoltuk. Az abszolút különbségek számát és százalékos értékeit 

tüntettük fel az 1. táblázatban. A deléciókat egy eltérésnek vettük. Az ebből számolt 

százalékértékek szintén megtalálhatók az 1. táblázatban, melyek alapján evolúciós fát 

készítettünk (6. ábra) az ősszekvencia módszer és a távolságmátrixon alapuló módszer 

felhasználásával (Kimura 1980., Saiton és Nei 1987.). A Medic ago ENOD12 elágazási 

pontja A és В génre megelőzte a M. truncatula leválását a M. sativa komplexről, bár e 

két esemény igen közel van egymáshoz (6.1 +- 0.4, 5.9 +- 0.5). Az elágazási pontokat a
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SB CTGCTCTTGTCCTTGTTCCTCAAGGCTTTGCTGAATATTACCTTAATCCTGCCTATAGGC 60
TCB
TTТА
TQA

CA
SA

C T T . . . G A A . 
TTG..GAA.

AC CPA A
A C CPB A

SB CACCACAAACGAAACCACCGGTGAATAAGCCATCACACAAGGAACCACCAGTGCACAAGC 120
CB
ТА
QA A
CA . . 
SA

...C....G..A..GA....G..T..T...
G. .A. .GA. . . .G. . TT. T. . .

GTG.ATGGG... 
GTG.ATG.G...

PA
CPB A

SB CACCGCACAAGGAACCACCAGTGAATAAGCCACGACACAAGGAACCGCCGGTCCACAAGC 180
AGCB

G CТА T . A
ACQA C . C

...G...C.C.................C...
. . C . C .

PA ....A..G..A..GA....G..TC...
PB ....A..A..AA.GT.G..GTG.T...

A G
. . . A . . .CA

AG CSA
...C...A..A..G..A...AGG. .T . . .

A..A..G........................................T GA

SB CACCACACAAGGATCCACCTGTTAATAAGCCACCACAAAAGGAATCACCGGTGCACAAGC 240
GCB 9

AGТА
CA . . G .

A . . G .
A . . G .
GAGGC

QA a
CCA
CSA

GT . A 
GT - -

A . G ATT
ATT

A CPA A . . A . . G
PB

SB CGCCACGCAAGGAACCACCAACGCATAAGCATCCTCCATCAGAAGATAACATCCATTTC 299
CB

GG GТА . A A T
?G GQA
?G GCA .A..

SA . A . .
PA . A - -

GG G
CT . TTATGG ... A.............. A . . GA .

T . A . . G . G
- - A

C ATTATG APB

5. ábra Az ENOD12 gének szekvenciájának összehasonlítása. A szekvenciák csak a a gének ENOD12 
specifikus primerek által közrefogott kódoló részét tartalmazzák. A specifikus primerszekvenciákat 
aláhúzással jelöltük. Rövidítések: SA és SB: a M. sativa cv Nagyszénási ENOD12A és ENOD12B génje, CA 
és CB: A M. s. coerulea ENOD12A és ENOD12B génje, QA: M. s. quasifalcata k93 ENOD12 génje, ТА: A 
M. truncatula cv Jemalong ENOD12 génje, PA és PB: A Sparcle és Feltham First borsó kultivárok 
ENOD12A és ENOD12B génjei. A kisbetűk a lehetséges PCR-hibákat jelölik, a pöttyök az összehasonlítás 
során SB-vel megegyező nukleotidot jelölik, a szaggatott vonalak a deléciót, míg a kérdőjelek ismeretlen 
nukleotidot jelölnek, mivel e régiót a PCR primer átfedte.
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Különbségek száma

PBPASACAQAC3 ТАSBш 5771121214 134SB05 Ж 53S9111112 111.5 щщшСВ

Ж « 4912 61125.58.4ТАа;
С5 483 613чц 3.9 ;5.0QA 5.9ся Ж«Jэ о 48 351.85.3 8.39.3САс
■о

О ЩЦ 48 359.3 1.58.3о SA 9.3
26.5 2228.9 26.528.328.5РА 29.5
32.1 13.034.5 34.5 32.1РЗ 33.7 31.4

1. táblázat Az ENOD12 szekvenciák közötti különbségek számának mátrixa. Minden lehetséges ENOD12 
génpárosításra megadtuk a különbségek számát, melyeket az 5. ábrán látható szekvenciák illesztése során 
kaptunk. A primerrégiókat kihagytuk a számításokból. A különbségek abszolút értékéből a százalékos 
különbségértékeket is kiszámoltuk, és feltüntettük a táblázatban. A rövidítések megegyeznek az 5. ábránál 
használtakkal.

PA?9ТАOACAkül. % за
0 —1

C3 SA

?5 —

A9

10

A3
15 —

20 —

25 —

X _
ü PISUMMEDICAGO

I
1
I

6. ábra Az ENOD12 gének lehetséges evolúciója. Az ENOD12 szekvenciák közötti százalékos 
különbségértékek felhasználásával készítettük el az ENOD12 gének evolúciós fáját. Az elágazások közötti 
minimum és maximum értékek a megfelelő adatok standard deviációi. Például a Medicago és Pisum 
elválásának elágazási értékeit az alábbi adatokból számoltuk: 29.5, 28.6, 28.9, 26.5, 26.5, 33.7, 31.4, 34.5, 
32.1, 32.1. A Medicago /Pisum elválás átlagértékei és standard deviációja : 30.6 +- 2.9, a M. truncatula/M. 
sativa komplexnél 6.1 +- 0.4, a Medicago ENOD12A/B esetén 5.9 +- 0.5. A nyilak a különböző vonítlak 
elválását jelölik. A rövidítések megegyeznek az 5. ábrán használtakkal. V

1ED
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közös ős szekvencia módszerrel határoztuk meg (Kimura 1980.), melynek során 

figyelembe vettük a 268. pozícióban elhelyezkedő nukleotidokat (TA, QA, SA és CA 

együtt mutáltak), а ТА és QA szekvenciákban található deléciók méretét és helyzetét 

csakúgy, mint az SA és CA szekvenciák delécióit. Az adatokból készült evolúciós fát 

láthatjuk a 6. ábrán, melyen az egyes fajok ENOD12 génjei, illetve ezt kiterjesztve az 

egyes növények közötti rokonságot ábrázoltuk.

5.2. Az ENOD12 gének öröklődése az Mqk93 és az Mcw2 növények utódaiban: A null

alléi kimutatása

Mivel az Mcw2 és az Mqk93 növények ENOD12 génjei között genetikai 

polimorfizmust találtunk, a gén térképhelyzetét megállapíthattuk. Ehhez először a két 

növény keresztezéséből származó FI utódokban az ENOD12 genotípusát határoztuk 

meg. A keresztezéshez az Mqk93-at használtuk anyanövényként, az Mcw2-t pedig 

apaként (Kiss és mtsai 1993.). Az FI növények EcoRI restrikciós enzimmel emésztett 

DNS-ének ENOD12 specifikus próbával végzett hibridizálása során azt az eredményt 

kaptuk, hogy egyes FI növények csak az Mqk93 növényben található ENOD12 gént 

(ENOD12414) örökölték, míg másokban mindkét szülő génje megtalálható 

(ENOD12q14, valamint ENOD12w25 és ENOD12w17). Az FI populációból 

kiválogatott néhány egyed hibridizációs mintázata látható a 4 A. ábrán (FI oszlopok). 

Az Fl/1 és Fl/12 csak az ENOD^^4 gént tartalmazza, míg az Fl/11 és az Fl/13 

mindhármat (ENOD^14, ENOD12w25 és ENOD12w17).

E növényekben az ENOD12 gének mintázatát PCR amplifikációs kísérlettel is 

vizsgáltuk, melynek eredménye a 4 B. ábrán látható. A DNS hibridizációs adatokkal 

megegyezően az Fl/1 és az Fl/12 egyedekben csak az Mqk93-ra jellemző 269 bp-os 

fragmentet tudtuk kimutatni, az Fl/11 és az Fl/13 utódokban pedig a két szülőre 

jellemző mindhárom DNS-szakasz amplifikálódott (239 bp, 269 bp, 299 bp). Mivel 

találtunk olyan FI növényeket a két szülő utódai között, melyek csak az egyik szülőből
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kiválasztottuk az Fl/1 növényt, majd önbeporoztuk, és az ebből származó F2 

utódnemzedékben (S 1[F1/1]) vizsgáltuk az ENOD12 gének öröklésmenetét. E 

populációból származó 137 egyedi növény (egy növény kipusztult) EcoRI enzimmel 

emésztett DNS-ét hibridizáltuk az ENOD12 specifikus próbával. Tizenhárom olyan 

egyedet találtunk, melyek nem tartalmaztak az ENOD12 próbához hibridizáló 

fragmentet. E hibridizációból származó reprezentatív mintákat láthatunk a 7. ábrán. 

Megfigyelhetjük, hogy az F2/11, F2/35 és az F2/89 növények egyáltalán nem mutatnak 

hibridizációs jelet. E növények genomiális DNS-ével készített amplifikáción sem 

találunk ENOD12-re jellemző fragmentet (Csanádi és mtsai 1994.). Hipotézisünket 

alátámasztja az az eredmény is, hogy a Mcw2 növény önbeporzásából származó 

utódnövények között olyan növények is találhatóak, melyek nem tartalmaznak 

ENOD12 gént, vagyis homozigóták az ENOD12w^ alléira (5.4. fejezet).

Az általunk vizsgált növények ENOD12 génjében kimutatott polimorfizmus lehetővé 

tette számunkra, hogy az egyes ENOD12 géneket térképezzük. Bár feltételezhető volt, 

azonban kísérletesen még nem bizonyítottuk, hogy a különböző ENOD12 gének 

ugyanabban a kromoszómarégióban helyezkednek el. Az egyes gének 

térképhelyzetének megállapításához további kísérletekre volt szükség. A térképezési 

kísérletekkel választ kerestünk arra a kérdésre, hogy az általunk vizsgált növények 

genomjában található-e több, ENOD12 gént tartalmazó kromoszómális régió.
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A.
F2[S1(F1/1)]

Mq F1 Г 
k93 1 1

I
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

kb

«414—►
*

* **JkJm

в.
F2 |S1(F1/1) j

ГMq X F1
k93 H 1 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

kb

14 —

c.
[si (F1/1)]F2

Г IMe X Mq F1
w2 H k93 1 86 88 89 91 93 98 104 108 112 129 131

kb
25 — 
17 — 
14 —
12 i-

7. ábra Az ENOD12 allélok szegregációja az S1(F1/1) populációban. Az ENOD12 specifikus próba 
hibridizációja az Mqk93, Mcw2 az Fl/1 és néhány kiválogatott SÍ utódhoz (Sl[Fl/lj). A 11, 35 és 89 
számú SÍ növények bizonyultak null allélosnak.



51

5.3. Az ENOD12414 gén térképhelyzetének meghatározása

Az Mcw2 és Mqk93 növények ENOD12 génjében kimutatott, az Fl/1 növénybe 

öröklődő genetikai polimorfizmus (ENOD12tl^/ENOD12w^) lehetővé tette 

számunkra a gén térképezését. A térképhely meghatározásához az Fl/1 növény 

önbeporzásából származó F2 [S1(F1/1)] térképező populáció egyedeinek ENOD12 

genotípusát állapítottuk meg. A térképező populációban az ENOD 12^14 gén 

domináns-recesszív módon örölődött, mivel heterozigóta állapotban az ENOD 124^4 

alléi "eltakarja" a null alléit. A kapott genotípusadatokat számítógépbe vittük az 

"Anyagok és módszerek" fejezetben leírt módon, és ennek segítségével kerestük azokat 

a már ismert térképhelyzetű markereket, melyek az ENOD 12^14 génnel kapcsoltságot 

mutatnak. Megállapítottuk, hogy e gén a lucerna genetikai térkép 3. kapcsoltsági 

csoportjának egyik végén elhelyezkedő LAP1 izoenzim génjétől (8. ábra) 23 

centimorgan genetikai távolságra helyezkedik el (Kiss és mtsai 1993.). Ez a 

térképtávolság jó egyezést mutat a továbbfejlesztett genetikai térképen megfigyelhető 

27 centimorgan (24 % rekombináció) távolsággal (Káló személyes közlés 1993. 3. ábra).

со CNJCD
^ ^7 о^-смо^ююьюо)

£ ^ ^ Ю (Ю N 03 CD OOOOO OOOO О
.> .> LL СЙ О) (D Gl О)

О

4 Штж1 ÉH* -МттЩл*- mmeft-2

8. ábra Az Mqk93, az Mcw2, az Fl/1 növények, valamint az F2[S1(F1/1)] populáció néhány egyedének 
LAP1 genotípusa. Jelölések: 1 = L9 (Mqk - ból származó) alléi, 2 = Lw^ (Mcw2 - bői származó) alléi.
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Az Fl/1 növénybe az ENOD12w25/w17 gének nem öröklődtek. Ez azzal a 

következménnyel járt, hogy a térképező populáció felhasználásával nem tudtuk 

meghatározni helyüket a kapcsoltsági térképen. Az eddigi térképezési munka során 

tehát csak az ENOD 12414 g£n térképhelyzetét tudtuk megállapítani. Ez azt is 

jelentette, hogy nem tudtuk kizárni, hogy az ENOD12w^/w^ gének az ENOD12414. 

tői eltérő kromoszómális régióban helyezkednek el az Mcw2 lucernanövény 

genomjában.

5.4. Az ENOD12w25 és az ENOD12w17 gének térképezése

Az előző fejezet végén leírt ok miatt, vagyis, hogy a genetikai térkép elkészítéséhez 

térképező populációként szolgáló Fl/1 növénybe és annak utódaiba nem öröklődtek az 

Mcw2 szülőből származó gének (ENOD12w2Vw-*-7), e két gén térképhelyzetének 

megállapítására más megközelítést alkalmaztunk. A gének térképezésére azért volt 

szükség, mert ennek révén bizonyíthatjuk, hogy vajon az ENOD12w2Vwl7 ugyanabban 

a kromoszómális régióban található-e, mint az ENOD12414 alléi.

Az ENOD12w2^ és az ENOD12w^7 gének térképhelyzetének megállapítása céljából 

szegregációjukat megvizsgáltuk az Mcw2 növény önbeporzott utódaiban (Sl[Mcw2j), és 

a kapott genotípusadatokat felhasználtuk a LAP1 génnel való kapcsoltság mértékének 

megállapítására. Amennyiben ez az érték közelítően egyezik az ENOD12414/LAP1 

gének kapcsoltságának értékével, megállapíthatjuk, hogy az ENOD12414 és 

ENOD12w2Vwl7 ugyanazon a kromoszómán helyezkednek el, viszont azt nem tudjuk 

meghatározni, hogy a LAP1 génhez képest melyik irányban találhatók.

A 149 SÍ utódból 137 egyed ENOD12 és LAP1 genotípusát határoztuk meg. Az 

ENOD 12 genotípusokat DNS-DNS (Southern) hibridizációval és PCR amplifikációval 

határoztuk meg, a LAP1 esetében pedig az izoenzim mintázatot követtük nyomon. 

Néhány SÍ utód Southern-hibridizációval megállapított ENOD 12 genotípusát láthatjuk



53

a 9. ábrán, míg ugyanezen populációból származó egyedek LAP1 genotípusát a 10. 

ábrán tüntettük fel.

A.

S1(Mcw2)
Mc

kb W2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
■I25 —. 

17 — 
12 —

B.

S1(Mcw2)

I I X I
16 H 17 18 19 120 21 22 23kb 24 25 26 27 28 29

25 — 
17 — 
12 —

► -m
0

9. ábra Az ENOD12w^/ENOD12w^ gének öröklődése az Mcw2 növény önbeporzással előállított 
utódaiban (Sl[Mcw2]). A hibridizációt 55 C°-on (a 4. ábrán látható hibridizációnál alacsonyabb 
hőmérsékleten) végeztük.
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10. ábra Az Mcw2 növény önbeporzásából származó Sl(Mcw2) populáció néhány egyedének LAP1 
genotípusa. Jelölések: 1 = Lw^ alléi; 2 = Lw^ alléi. A térképezéshez használt Fl/1 növénybe közülük csak 
a 2 jelű (Lw^) alléi jutott át.

Az ábrán az Mcw2 növényre jellemző két LAP1 alléi szegregációja látható. A 

Southern-hibridizáció során az Mcw2 növény két felső, ENOD12-vel hibridizáló sávja 

(ENOD12w^ és ENOD12w^) egységes mintázatot mutatott, míg az alsó 12 kb-os sáv 

erőssége a hibridizációs körülményektől függően változott. Ez utóbbi ugyanis könnyen 

kimutathatónak bizonyult alacsony hőmérsékleten (55 C°), azonban igen gyengén 

látható abban az esetben, ha magasabb hőmérsékleten (65 C°) hajtottuk végre a 

hibridizálást. (ld. 4. ábra és 9. ábra összehasonlítva). E fragment részletes tárgyalását a 

6. fejezetben találjuk.

A legtöbb utód örökölte az ENOD12w^ és ENOD12w^ géneket, azonban néhány 

közülük nem adott hibridizációra utaló jelet (2, 8, 10, 11, stb. SÍ növények). Ez az 

eredmény alátámasztja hipotézisünket, hogy az Mcw2 szülő heterozigóta az ENOD12 

lokuszra és egy null alléit (ENOD12w^) hordoz az egyik, valamint az 

ENOD12w^/ENOD12w^ géneket a másik homológ kromoszómáján.

Az Sl(Mcw2) populáció 114 egyedének ENOD12w^/w^ és LAP1 

genotípusadatait használtuk a két gén közötti genetikai távolság meghatározására. Bár
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mindkét gén torzult (distorted) szegregációt mutatott, kapcsoltságukat meg tudtuk 

állapítani. Az EN0D12 genotípusok aránya:

E+ : E- = 93 : 21, 

a LAP1 genotípusarány pedig:

Lw2Lw2 : Lw2Lw1 : LwlLwl = 26 : 66 : 22 

volt. Az egyes genotípusadatok ellenőrzése során megállapítottuk, hogy az adatok 

torzultak, és a torzultság mértéke az egyes gének esetében hasonló. A két gén közötti 

kapcsoltság mértékének számításához felhasznált Sl(Mcw2) egyedekben a következő

genotípus-megoszlást kaptuk a ENOD12/LAP1 gének esetében:

E- : Lw 1 Lw 1 = 11 egyed 

E- : Lw 1 Lw2 = 10 egyed 

E- : Lw2 Lw2 = 0 egyed

E+ : Lw 1 Lw 1 = 11 egyed 

E+ : LwlLw2 = 56 egyed 

E+ : Lw2Lw2 = 26 egyed 

A kapott adatokból számolt genotípus-arányokat a 2.A. táblázatban mutatjuk be.

Az adatokból a két gén közötti rekombinációs gyakoriságot és térképtávolságot a 

maximális valószínűség (maximum likelyhood) egyenlet alapján, a MAPMAKER 

program (Lander és mtsai 1987.) felhasználásával számítottuk ki. Megállapítottuk, hogy 

az Sl(Mcw2) populációban a két gén között a rekombináció értéke 21 %, mely jó 

egyezést mutat ezekre a génekre a térképező populációban meghatározott 24 % (Káló 

személyes közlés 1993. 3. ábra) rekombinációs gyakorisággal. A rekombinációs 

értékekből a MAPMAKER program felhasználásával a Haldane térképfüggvény 

(Haldane 1919.) alapján történő számításokkal 28 centimorgan térképtávolságot 

kaptunk. Ez jó egyezést mutat a térképező populációban kapott 27 centimorgan (Káló, 

személyes közlés 1993. 3. ábra) értékkel.

Az Sl(Mcw2) populációban a LAP1/ENOD12 gének között 21 % (p=0.21) 

rekombinációs gyakoriság esetén várható genotípus-megoszlást szintén a 2.A. 

táblázatban láthatjuk. Ezeket az arányokat összevetve a kapott genotípusértékekből 

számolt arányokkal (2. táblázat), jó egyezést találunk, bár meg kell állapítanunk, hogy 

az adataink torzultak.
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LAP1/ENOD12 genotípusadatok kontingenciatáblázata az S1(Mcw2) populációban

ENOD12w25/w17Kapott értékekENOD12w25/w17Várt értékek
p=0.21 3(E-)5(E+)5(E+) 3 (E-)

0.00001 (Iwlw) 0.2280.0110.23881 (Iwlw)
0.4912 0.0877LAP1 2 (Lwlw)0.4168 0.0828LAP1 2 (Lwlw)

0.09640.09643 (LwLw)0.1560.09383 (LwLw)

OPD13-1/LAP1 genotípusadatok kontingenciatáblázata az S1(Mcw2) populációban

Kapott értékek OPD13-1OPD13-1Várt értékek
p=0.28 1 (Q-) 4(0+)1 (Q-) 4(0+)

0.1240 0.11671 (lwlw)0.12041 (lwlw) 0.1296
0.1094 0.4817LAP1 2 (Lwlw)0.1008 0.3992LAP1 2 (Lwlw)
0.0145 0.15323 (LwLw)0.0196 0.23043 (LwLw)

OPD13-1/ENOD12 genotípusadatok kontingenciatáblázata az S1(Mcw2) populációban

Kapott értékekVárt értékek ENOD12w25/w17 ENOD12w25/w17
p=0.05 5(E+) 3(E -) 5(E+) 3 (E -)

OPD13-1 1 (o+)OPD13-1 1 (0+) 0.2494 0.0006 0.2536 0.0000
4(0 -) 0.5006 0.2494 4(0 -) 0.5501 0.1956

2. táblázat. Három marker genotípusadatai százalékban kifejezve az Sl(Mcw2) populációban
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A térképező és az Sl(Mcw2) populációban a LAP1 és ENOD12 gének között kapott 

rekombinációs százalékok és térképtávolságok összehasonlítása alapján 

megállapíthattuk, hogy az ENOD12w^/w^ gének genetikailag kapcsoltak a LAP1 

génnel, és attól való genetikai távolságuk hasonló az ENOD12414/LAP1 gének 

térképtávolságához.

Az is kiderült továbbá, hogy az általunk vizsgált populációkban egyetlen olyan 

egyedet sem találtunk, melyben az ENOD12w^ és az ENOD12w^ között 

rekombináció történt (vagyis mindkét hibridizáló fragment mindig együtt öröklődött), 

ami azt jelenti, hogy e két gén szoros kapcsoltságot mutat.
Az eredmények alapján azonban nem lehetett eldönteni, hogy az ENOD12w^/w^ 

gének a LAP1 génhez képest a kromoszóma vége felé (mint az ENOD 12^14) vagy 

azzal ellentétes irányban helyezkednek-e el, azaz valóban ugyanabban a kromoszómális 

régióban találhatók-e, mint az ENOD^l^ a kérdést a három pontos térképezés 

alkalmazásával terveztük megválaszolni. Ennek során három genetikai marker 

egymáshoz viszonyított térképtávolságait határozzuk meg, amiből az egyes markerek 

sorrendje egyértelműen megállapítható.

5.5. Az OPD13/1 RAPD marker felhasználása a hárompontos térképezéshez

Az ENOD12414 gén a lucerna genetikai térkép harmadik kapcsoltsági csoportjának 

végén helyezkedik el, amint azt az 5.3. fejezetben részletesen tárgyaltuk. Ebben a 

kromoszómális régióban a LAP1 gén kivételével nem volt térképezett genetikai 

marker. A hárompontos térképezés megvalósításához első lépésként azonosítanunk 

kellett egy olyan markert, amely genetikailag kapcsolt mind az ENOD12w“^/w^, mind 

pedig a LAP1 génekkel. E markert használhatjuk harmadik pontként a térképezés 

során, melynek segítségével meghatározhatjuk az ENOD12w“-Vw^ gének helyzetét a 

LAP 1-hez képest.
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A genetikai marker azonosításához a Random Amplifikált Polimorf DNS (RAPD) 

nevű technikát (Williams és mtsai 1990.) használtuk. A PCR-amplifikáción alapuló 

eljárás lehetővé teszi genetikai markerek szegregációjának nyomonkövetését, 

térképhelyzetének meghatározását. E munka során 10 egységből álló, tetszőleges 

bázissorrendű oligonukleotidot használunk primerként a PCR reakcióban, és ilymódon 

számos amplifikálódó DNS-fragmentet kapunk, melyek közül a polimorfizmust 

mutatók öröklésmenetét követjük. A térképezéshez a korábban már említett, az Mcw2 

növény önbeporzásából (Sl[Mcw2j) származó, illetve a szintén említett térképező 

populációt használjuk. Az Sl(Mcw2) populációban az ENOD12w^/w^ alléllal 

kapcsolt markert próbálunk azonosítani, majd e populációban meghatározzuk a marker 

távolságát a LAP1 és az ENOD12w^/w^ génektől. Ezt követően a térképező 

populációban kiszámítjuk a marker genetikai távolságát a LAP1 és az ENOD 12^14 

génektől. Ha a két populációban kapott értékek egyeznek, megállapíthatjuk, hogy az 

ENOD12w^/w^^ és az ENOD^^^ gének ugyanabban a kromoszómarégióban 

találhatók.

Elgondolásunk lényegét a 11. ábrán vázoltuk. Két lokuszt tüntettünk fel az ábrán, az 

ENOD12-t és egy RAPD-vel előállítottat. A RAPD marker esetében a + jelű alléiról 

amplifikálódik fragment, míg a - jelű alléi esetében nem kapunk amplifikációt a reakció 

során. Ez a marker (hasonlóan az ENOD12-höz) domináns/recesszíven öröklődő 

allélokat tartalmaz. Feltételezzük, hogy a + RAPD alléi kapcsolt az ENOD12w^ (0) 

alléllal. Ez azt jelenti, hogy a PCR-reakció elvégzése után - a kapcsoltság mértékétől 

függően - azokban a növényekben kapunk RAPD amplifikációt, melyek tartalmazzák 

az ENOD12W0 alléit is, míg az ENOD12w^/w^ génekre homozigóta egyedekben 

nem. Az ábra felső részén az Mcw2, illetve annak önbeporzása eredményeképp kapott 

Fl egyedek ENOD12 és RAPD genotípusait láthatjuk. A kapott genotípusadatok 

felhasználásával a következő lépésben meghatározzuk a RAPD-marker, az 

ENOD12w-^/w^ és a LAP1 gének genetikai távolságát az Sl(Mcw2) populációban.

Az ENOD12w^-al kapcsoltságot mutató RAPD markert az ábra alsó részén látható 

módon tudjuk térképezni a térképező populációban. Mivel a + alléi az Mcw2
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(ENOD12 null alléit tartalmazó) növényben jelen van, viszont az Mqk93-ban nem 

(vagy heterozigóta formában jelen van, de az Fl/1 növénybe a - alléi öröklődik), 

genetikai polimorfizmust kapunk. A null alléi (0) az Fl/1 növénybe és annak térképező 

populációként használt utódaiba öröklődött, így a vele kapcsolt RAPD marker (+) az 

F2 populációban az ábrán látható módon szegregálni fog. A genotípus adatok 

felhasználásával a RAPD lokusz térképhelyzetét, vagyis az ENOD129^ £s a LAP1 

génektől való távolságát pontosan meghatározhatjuk. Ha a térképtávolságok közelítően 

megegyeznek az Sl(Mcw2) populációban kapott értékekkel, megállapítható, hogy az 

£N00124és az ENOD12w2Vw17 gének ugyanabban a kromoszómarégióban 

helyezkednek el.

A marker kereséséhez az Mcw2 növény önbeporzásából származó populáció 28 

egyedét használtuk, melyek között homozigóta ENOD12w^, 

ENOD12w-Vw17 heterozigóta növények is voltak. Amikor az OPD13 nevű tíztagú 

oligonukleotidot használtuk primerként és az Mcw2, Mqk93, valamint ezek utódaiból 

(Fl/1, S1[F1/1]) származó DNS-t templátként, találtunk egy olyan kb. 800 bp nagyságú 

amplifikálódó fragmentet (OPD13/1), amely az összes ENOD12w^ homozigóta, illetve 

heterozigóta egyedben megjelent, viszont azokban, amelyek nem tartalmazták az 

ENOD12w0 (ENOD12w25/w17, ENOD12414 homozigóták) alléit, nem kaptunk 

amplifikációt (12. ábra). Az Mcw2 populáció egyedeiből izolált DNS-ek ENOD12 

próbával végzett Southern-hibridizációjának felhasználásával, a hibridizáló fragmentek 

intenzitása alapján választottuk ki azokat a növényeket, melyek nagy valószínűséggel 

homozigóták az ENOD12w2^/w^7 génekre. Az eredmény azt mutatta, hogy az általunk 

azonosított fragment genetikailag kapcsolt az ENOD12w2^/w^7 génekkel, 

hárompontos térképezéshez felhasználható.

homozigóta

vagyis a
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11. ábra. Az ENOD12wO alléllal szorosan kapcsolt RAPD marker öröklődése az Sl(Mcw2) és a térképező 
populációban. E = ENOD12wl7/w25, 0 = ENOD12wO, Eq = ENOD12ql4, L = LAP1.
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Ezután az Mcw2 növény önbeporzásából származó 114 egyedben vizsgáltuk az 

ENOD12, a LAP1 és az OPD13/1 markerek genotípusait. A következő genotípus 

adatokat kaptuk:

OPD13/1; 0+ : O- = 86 : 28 

EN0D12; E+ : E- = 93 : 21 

LAP1; Lw2Lw2 : LwlLw2 : LwlLwl = 26 : 66 : 22 

Az adatokból megállapítottuk, hogy az 0PD13/1 mendeli öröklődést mutató 

domináns alléi, melynek szegregációja a 3:1 aránnyal jó egyezést mutat.

A gének közötti kapcsoltság mértékének megállapításához felhasznált egyedek 

vizsgálata során az egyes gének között az alábbi genotípus-megoszlásokat kaptuk az 

Sl(Mcw2) populációban:

0PD13/1 - LAP1 genotípusadatok:

0+ : Lw2Lw2 = 13 egyed 

0+ : Lw2Lw1 = 53 egyed 

О-t- : lw 1 Lw 1 = 20 egyed 

A kapott adatokból számolt genotípus arányokat tüntettük fel a 2.В. táblázatban. 

Következő lépésként meghatároztuk az 0PD13/1 marker genetikai távolságát a 

LAP1 géntől az Sl(Mcw2) populációban. A MAPMAKER program felhasználásával 

számított rekombinációs gyakorisági érték 28 % volt a két lokusz között, amely a 

Haldane térképfüggvény alapján történő számítások (Griffiths és mtsai 1993., Rédei 

1987.) után 41 centimorgan genetikai távolságot eredményezett. A rekombináció 

százalékértéke és az ez alapján számított térképtávolság megegyezik a térképező 

populációban a két marker között számított 28 % rekombinációs gyakorisággal (Káló 

személyes közlés 1993. 3. ábra) és 41 centimorgan térképtávolsággal. A p = 0.28 

rekombinációs értéknél várható genotípus arányokat szintén a 2.B. táblázatban 

ábrázoltuk. Ha a térképező populációban a LAP1 és az OPD13/1 markerek genetikai 

távolságát a közéjük térképeződő hat darab marker távolságértékeinek összeadásával 

számoljuk ki, 30 cM genetikai távolságot kapunk (3. ábra), ami mutatja a nagy genetikai 

távolságok esetén a térképtávolság értékek torzulását.

O- : Lw2Lw2 = 13 egyed 

O- : Lw2Lw1 = 13 egyed 

O- : LW^LW^ = 2 egyed
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12. ábra Az OPD13/1 RAPD marker amplifikációja az ENOD12w^/w1^ géneket homozigóta formában 
tartalmazó növényekben. A reakciót az Mcw2 növény önbeporzásából származó populáció (SÍ [Mcw2]) hét 
kiválasztott egyedéből származó DNS-mintán végeztük, melyek az ENODl2w“~/w'7 génekre 
homozigóták. Kontrollként a két szülő (Mqk93 és Mcw2), az Fl/1, valamint az Sl(Mcw2) populációból 
származó null alléit (ENODD^) is hordozó egyed (82) DNS-ét használtuk templátként az 
ampüfikációhoz. A nyű a kb. 800 bp méretű OPD 13/1 fragmentet jelöli.

Vizsgáltuk mindkét populációban az OPD 13/1 és az ENOD12 markerek közötti 

rekombináció mértékét is. Mivel transz helyzetben levő domináns/recesszíven 

öröklődő markerekről van szó, ebben a konfigurációban a rekombinánsok arányát, így 

a térképtávolságot is nehéz pontosan meghatározni. A két lokusz között az Mcw2 

önbeporzott populációban kapott genotípus-gyakorisági értékeket a 2.C. táblázatban 

tüntettük fel. A MAPMAKER program felhasználásával végzett számítások alapján 5 

% rekombinációs frekvencia értéket kaptunk, ami 5 centimorgan genetikai távolságnak 

felel meg. A p = 0.05 rekombinációs gyakoriság esetén várható genotípus

megoszlásokat szintén a 2.C. táblázatban találjuk. A várt és a kapott genotípus-arányok 

összehasonlításából kitűnik, hogy a genotípusadatok torzultak. E torzulás
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13. ábra. A LAP1, az ENOD12 és az OPD13/1 markerek közötti rekombináció százalékértékei és a 
Haldane térképfüggvény felhasználásával megállapított genetikai távolságok az Sl(Mcw2) és a térképező 
populációban.

ellenére az OPD13/1 - LAP1 markerek között az Sl(Mcw2) populációban kapott 

rekombinációs és térképtávolság értékek jó egyezést mutatnak ugyanezen két marker 

között a térképező populációban kapott 4 % rekombinációs és 4 centimorgan 

térképtávolság értékekkel.
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A kapott eredményeket a 13. ábrán foglaltuk össze. Erről az ábráról leolvasható, 

hogy a három marker az Mcw2 önbeporzott és a térképező populációban kapott 

térképtávolsága jól egyezik, ami egyúttal azt is jelenti, hogy a három marker sorrendje 

megegyezik a két populációban, vagyis az ENOD12414 £s az enoD12w“5/w17 gének 

ugyanabban a kromoszómális régióban helyezkednek el.
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5.6. Az ENOD12 gén expressziója M. s. quasifalcata és M. s. coerulea növényekben. A 

csak ENOD^"^ alléit tartalmazó növények gümőképzése és nitrogénfixáló képessége

Annak eldöntésére, hogy az általunk azonosított ENOD12 gének funkcionálisak-e, 

az Mqk93 és Mcw2 szülők gümőiből izolált RNS-en reverz transzkripciós PCR (RT- 

PCR) analízist végeztünk. Eredményként megkaptuk az Mqk93 és Mcw2 növényekre 

jellemző ENOD12 fragmenteket. Annak megállapítására, hogy a keletkezett 

fragmentek valóban ENOD12 gének, e fragmenteket radioaktív izotóppal jelölt 

ENOD12-specifikus próbával hibridizáltuk. Az ENOD12 próba a fragmentekkel erős 

hibridizációt adott, így megállapíthattuk, hogy az RT-PCR módszer felhasználásával 

kimutatott DNS-szakaszok valóban ENOD12 gének. E kísérletekkel tehát igazoltuk, 

hogy az általunk vizsgált EN0D12 gének valóban kifejeződnek (Csanádi és mtsai

1994.).

Az ENOD12 gént nem tartalmazó növények gümőképzési hatékonysága nem 

különbözött a vad típusú egyedekétől. Sem a kialakult gümők számában, sem a gümők 

mikroszkópos struktúrájában, sem pedig a növények nitrogénkötési hatékonyságában 

nem tudtunk különbséget kimutatni. Ezek alapján levontuk a következtetést, hogy a mi 

kísérleti körülményeink között, az általunk vizsgált lucernafajokban az ENOD12 gén 

jelenléte nem szükséges a hatékony gümőképzéshez és nitrogénkötéshez (Csanádi és 

mtsai 1994).
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6. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy azok a diploid lucerna növények, melyek 

feltételezhetően természetes mutáció következtében nem tartalmazzák az ENOD12 

gént, ugyanolyan hatékonyan kötik a nitrogént, mint az ENOD12 gént tartalmazó 

szüleik. Ezekből az eredményekből levontuk a következtetést, hogy - legalábbis a 

Medicago sativa komplexhez tartozó diploid lucernanövények esetében - az ENOD12 

gén jelenléte nem létfontosságú a működőképes gyökérgümők kialakításához, és/vagy a 

hatékony nitrogénkötéshez. Munkánk során eredményesen alkalmaztuk a genetikai 

megközelítést egy nodulin gén gümőfejlődésben és nitrogénkötésben játszott 

szerepének vizsgálatára.

A gümőben megnyilvánuló gének közül azokat, melyek gyökérben nem fejeződnek 

ki, nodulin génnek nevezzük, függetlenül attól, hogy a növény más szerveiben 

expresszálódnak-e. A szimbiotikus nitrogénkötés kialakulásának molekuláris szinten 

történő megismeréséhez elsősorban az infekciós folyamatban és a gümő organogenezis 

korai folyamatai során szerepet játszó nodulin gének, a korai nodulációs, vagy ENOD 

gének szerepét kell megvizsgálnunk. A genetikai megközelítés lehetővé teszi 

számunkra, hogy a szimbiotikus folyamat egyes lépéseiben gátolt, funkciójukban sérült, 

mutáns géneket hordozó egyedeket izoláljunk. A sérült funkcióért felelős gén 

vizsgálatával megismerhetjük az adott gén szerepét a funkcionális gümő kialakulásának 

folyamatában. A genetikai megközelítés alkalmazása nélkülözhetetlen a szimbiózis 

kialakításában szerepet játszó gének megismeréséhez.

AM. sativa komplexhez tartozó, idegenbeporzó diploid lucerna alfajok alkalmasnak 

bizonyultak szimbiotikus mutációk azonosítására. Nagyfokú heterozigótaságuk miatt 

számos genetikai változást szenvedett gént képesek hordozni az életképességük és/vagy 

a fenotípusuk megváltozása nélkül. Önbeporzás után számos mutáns génre nézve 

homozigóta állapotba kerülnek, melynek során a mutáció megnyilvánulhat (Kiss és 

mtsai 1993.). E megközelítés alkalmazásával csoportunk szimbiotikus
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nitrogénfixálásban hibás (Fix") egyedeket izolált M. s. coerulea növényből. 

Hasonlóképpen eredményesnek bizonyult ez a módszer a dolgozatom tárgyát képező, 

az ENOD12 gén null allélját hordozó mutáns növények azonosítására.

A genetikai kísérletekben gyakran használt kékvirágú diploid Mcw2 növényben két 

ENOD12 gént tudtunk kimutatni, melyek hasonlóak a M. s. cv Nagyszénási (Allison és 

mtsai 1993.) génekhez. A sárgavirágú diploid Mqk93 azonban csak egy ENOD12 gént 

tartalmazott, amely hasonlónak bizonyult a M. truncatula cv. Jemalong (Pichon és mtsai 

1992.) ENOD12 génjéhez. Valószínű, hogy az ENOD12 génben lévő különbségek nem 

korlátozódnak a Medicago genusra, mivel különböző számú ENOD12 gént tartalmazó 

borsó kultivárokat szintén leírtak már (Govers és mtsai 1991., Kozik és mtsai 1992.).

Az ENOD12 kódoló génjei mellett heterozigóta konfigurációban egy null alléit 

detektáltunk az Mcw2 növényben. Az Mcw2 növény néhány utódjában kimutatható 

ENOD12 szekvenciát nem találtunk sem DNS-DNS hibridizációval, sem pedig PCR 

analízissel. E kísérleti eredmények legelfogadhatóbb magyarázata az ENOD12 régió 

hiánya e növényekben. Közvetett eredmények igazolják, hogy az ENOD12 gének 

hiánya nem egyedülálló jelenség. Az Mqk93 és a M. truncatula növények csak egy 

ENOD12 gént hordoznak ami a második gének hiányával is magyarázható. Másrészt 

egy mostanában közölt eredmény alapján a M. s. cv. Iroquois növényből nem sikerült 

ENOD12 homológ gént izolálni (Löbler és Hirsch 1993.). Ez annak feltételezésére 

vezetett minket, hogy a M. sativa cv. Iroquois olyan természetesen előforduló növény, 

mely szintén nem tartalmazza az ENOD12 gént. Emellett, mint azt később 

részletesebben kifejtve megtalálhatjuk, feltételezhetjük, hogy egyes Medicago vonalak 

ENOD12 génjének evolúciójában az inszerció és duplikáció mellett deléciós események 

is közrejátszottak.

Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy a M. s. coerulea természetes magpopulációjából 

származó Mcw2 növény heterozigóta az ENOD12 génre, és egyik homológ 

kromoszómáján egy null alléit hordoz. Ez a null alléi Mqk93 növénnyel történő 

keresztezés után az Fl/1 növénybe öröklődött. Az Fl/1 növény ENOD12 alléljai 

(ENOD124^4/ENOD12w^) szegregáltak az F2 populációban, és e populáció 137
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egyedéből 14 bizonyult homozigótának a null alléira (ENOD12w®). A szegregáló 

populáció kapcsoltsági analízise azt mutatta, hogy az ENOD12ql4/ENOD12wO gének 

a 3. kapcsoltsági csoport végén helyezkednek el a LAP1 lokusztól 24 centimorgan 

távolságra (Kiss és mtsai 1993.), mely a térkép pontosítása során 27 centimorganra 

módosult (Káló, személyes közlés 3. ábra). Az Mcw2 másik két, szorosan kapcsolt 

ENOD12 génje az ENOD12w^ és ENOD12w^ ugyanebbe a kromoszómarégióba 

térképeződtek 28 centimorganra a LAPl-től.

A genetikai térképezés során mindkét populációban kimutatható volt egyes 

genotípusadatok torzulása (disztorciója). Ennek hátterében az áll, hogy az általunk 

használt diploid lucerna növények idegenbeporzók, emiatt - mint azt már korábban 

emítettem - számos lokuszra nézve heterozigóták. Ez azt is jelenti, hogy számos 

mutációt, illetve olyan gént hordoznak heterozigóta formában, amelyek a növény 

életképességét csökkentik, vagy esetleg pusztulását okozzák (homozigóta állapotban 

letalitást okozó gének) abban az esetben, ha kifejeződnek (Kiss és mtsai 1993.). Az 

önbeporzás következtében számos, korábban heterozigóta állapotban levő lokusz válik 

homozigótává. Ha ezek között olyan lokusz is van, mely az adott növény számára 

létfontosságú funkciót kódoló génben szenvedett mutációt, vagy csökkent 

életképességet okoz homozigóta formában, akkor az e lokuszokat tartalmazó növények 

nem jelennek meg a szegregáló populációban, ami a szegregációs adatok torzulását 

eredményezheti.

Biokémiai és genetikai adatok jelzik azt, hogy az ENOD12 null allélját hordozó 

növények nem mozaikosak, a következő okok miatt. Egyrészt e növények 4-5 cm-es 

fiatal hajtásaiból több alkalommal izoláltunk DNS-t, és semmilyen ENOD12-re utaló 

specifikus hibridizációs szignált vagy PCR-terméket nem kaptunk. Másrészt, e 

növényeket

megkülönböztethetetlenek voltak az anyanövénytől, és ezekből sem tudtuk az ENOD12 

gén jelenlétét kimutatni. Harmadrészt, az F2 növények effektiv R. melilotival történő 

fertőzéséből származó gümőkben nem volt kimutatható ENOD12 mRNS. Negyedszer, 

a null alléi az Fl/1 növény apai szülőjében volt jelen, mivel ennek önbeporzott utódai

szaporítottuk, melyekalkalommal vegetatívenszámos
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recesszív mendeli markerként örökölték az ENOD12w® alléit. Hasonlóképpen 

öröklődött a az ENOD12w^ alléi az Fl/1 növénybe, amikor az Mqk93-al kereszteztük 

a Mcw2-t. Ötödször, az Fl/1 növény önbeporzásából származó egyetlen utódba sem 

öröklődtek az ENOD12w^ és az ENOD12w^ gének, valamint a null alléi öröklődése 

sem random képet mutatott, hanem recesszív mendeli szegregációt, és az ENOD^Q^ 

alléljaként térképeződött.

Jelenleg az ENOD12 funkciója ismeretlen. A feltételezett fehérjeszerkezet és az in 

situ hibridizációs adatok alapján azt gondolták, hogy egyes szövetekben a sejtfal 

kialakításában vehet részt, más kísérletekben pedig azt találták, hogy e génnek nincs 

szerepe a növényi védekezőmechanizmusban (Scheres és mtsai 1990a.). Az ENOD12 

gén a HRGP (hydroxyprolin-rich glycoproteins) gének családjába tartozik, amely a 

különböző sejtfalfehérjék széles körét foglalja magában (Schowalter 1993.). Időbeli és 

térbeli kifejeződésük mintázatát DNS-hibridizációkkal meghatározták, és ezek az 

adatok azt mutatták, hogy e gének jelen vannak különböző növényi szövetek 

sejtfalában. E sejtfalproteinek funkciója azonban ismeretlen, és arra sincs adat, hogy 

ezek funkcionálisan komplementálni tudják-e egymást (Schowalter 1993.). Funkciójuk 

felderítése érdekében szükséges lenne e génekben hibás mutáns növényeket előállítani, 

vagy természetes mutánsokat izolálni, és ezek fenotípusát megvizsgálni. Az ENOD12- 

hiányos növények valójában ilyen mutánsoknak tekinthetők. Mivel e növények 

fenő típusa nem változott, nem zárhatjuk ki azt a feltételezést, hogy az ENOD12 gén 

nodulációhoz szükséges funkcióját valamely másik sejtfalfehérje képes átvenni. Bár két 

másik korai nodulációs gén az ENOD2 és az ENOD5 is a HRGP gének családjába 

tartozik, nem valószínű, hogy valamelyikük kompenzálná az ENOD12 gén kiesett 

funkcióját, mivel időbeli és térbeli kifejeződésük eltér attól. Másik feltételezés az, hogy 

esetleg létezik olyan, mostanáig még nem azonosított korai nodulációs gén, mely 

átveheti az ENOD12 funkcióját. E feltételezéshez kapcsolódik az az eredményünk, 

hogy az Mcw2 növény az ENOD12 próbával erős hibridizációt mutató két fragmenten 

(ENOD 12w25/w17) kívül tartalmaz egy 12 kilobázis méretű harmadik fragmentet is, 

melynek hibridizációs intenzitása a hibridizációs körülményektől függően változott (5.4.
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fejezet). Ebből arra következtettünk, hogy a vizsgált növény a két ENOD12 gén mellett 

tartalmaz egy olyan fragmentet, melyben az ENOD12 génnel homológ szakasz(ok) 

találhatók. Itt nem közölt eredmények alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy ez 

a fragment nagy valószínűséggel nem azonos a Löbler és Hirsch által (Löbler és Hirsch 

1993.) nemrégiben leírt, az ENOD12 génnel homológiát mutató ENODIO génnel. 

Azonban, ha az általunk azonosított, az ENOD12 génnel homológiát mutató 

fragmentről feltételezzük, hogy működő gént kódoló régióról van szó, elképzelhető, 

hogy a hasonló szekvenciát tartalmazó gén hasonló funkcióért lehet felelős, amely adott 

esetben átveheti az ENOD12 gén szerepét. Azonban, mivel a mi populációnkban az 

ENOD12 null allélos egyedek nem tartalmazták ezt a halványan hibridizáló fragmentet, 

kizárhatjuk annak lehetőségéet, hogy a mi körülményeink között ez a gén vette át az 

ENOD12 esetleges szerepét.

Az előzőekben leírt feltételezések azon alapulnak, hogy az ENOD12 génről 

keletkezik fehérje, és ennek van olyan funkciója, melyet esetleg egy másik gén 

kompenzálni képes. Azonban mostanáig még senkinek sem sikerült az ENOD12 

fehérje jelenlétét bizonyítani. Emellett az is elképzelhető, hogy az esetleges ENOD12 

fehérjének jelenleg semmilyen szerepe nincs a szimbiotikus folyamatban. Lehetséges, 

hogy valamikor funkcionális gén volt, de mostanra funkcióképtelenné vált, vagy 

fordítva. Számos más feltételezés is felállítható a gén funkcióját illetően, például, hogy 

az ENOD12 gén jelenléte létfontosságú valamely környezeti feltétel esetében, vagy egy 

adott Rhizobium törzzsel kapcsolatban, azonban e feltételezések esetleges bizonyítása 

sem igazolná az ENOD12 gén nélkülözhetetlen szerepét a szimbiózis kialakításában.

Az Mqk93 és Mcw2 növények amplifikációs termékeinek megszekvenálása lehetővé 

tette számunkra, hogy ezeket egymással, illetve az irodalomban korábban már közölt 

bázissorrendekkel összehasonlítsuk, és hogy erre a géme evolúciós fát szerkesszünk. A 

szekvenciák illesztéséből látható, hogy hogy az Mcw2 növény két génje homológ a M. s. 

cv Nagyszénási ENOD12A és ENOD12B megfelelő génjeivel. Érdekes módon, az 

ENOD12A gén azonos volt az Mcw2 megfelelő génjével, melyek közül mindkettőben
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megtalálható volt a jellegzetes 60 bp-os deléció. Az Mqk93 ENOD12 génje igen 

hasonlónak bizonyult a M. sativa cv. Nagyszénási és az Mcw2 ENOD12A génjéhez, 

azonban ez a M. truncatula cv. Jemalong növényre jellemző 30 bp-os deléciót hordozta. 

A 6. ábrán látható evolúciós fa azt mutatja, hogy a génduplikáció megelőzte a M. sativa 

és az M. s. quasifalcata szétválását. Mivel az Mqk93-ban nem tudtunk ENOD12B 

homológot kimutatni, valószínű, hogy a megfelelő gén a M. s. quasifalcata és a M. 

sativa/M. s. coerulea vonalak szétválása után deletálódott, vagy utána duplikálódott.

A M. truncatula cv. Jemalong és más Medicago alfajok megfelelő ENOD12A 

génjeinek szekvencia analízise azt jelzi, hogy a M. truncatula az ENOD12 gén A és В 

génre történő duplikációja után vált el, amint azt az 5. és 6. ábrán láthatjuk. Ezt az 

evolúciós elképzelést a génekben található deléciók is alátámasztják. A 30 bp-os 

deléció (és a 268. pozícióban történt mutáció) valószínűleg a génduplikáció után, és a 

M. truncatula speciációját megelőzően következhetett be. Ez magában foglalja annak 

feltételezését, hogy másodlagos deléciók fordultak elő a M. sativa/M. s. coerulea vonal e 

pozíciójában, amely a 60 bp-os deléciót eredményezte, s amivel párhuzamosan, ettől 

függetlenül az ENOD12B gének eltűntek a M. truncatulából és a M. s. quasifálcáidból.

Befejezésül bízunk benne, hogy a disszertáció alapját képező, genetikai térképezésen 

és szimbiotikus növényi mutánsok jellemzésén alapuló genetikai megközelítést 

eredményesen fogjuk tudni alkalmazni funkciók és gének kölcsönös megfeleltetésére.
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7. ÖSSZEFOGLALÁS

A lucerna egy korai nodulációs génjének, az ENOD12-nek a szerepét vizsgáltuk а К 

meliloti - Medicago szimbiotikus folyamatban. E munka során a következő 

eredményeket értük el:

- DNS-DNS (Southern) hibridizációs és PCR-amplifikációs kísérletekkel kimutattuk, 

hogy a diploid M. s. coerulea növény két ENOD 12-vel homológ fragmentet tartalmaz, és 

az amplifikációval előállított fragmentek mérete megegyezik a Medicago sativa SA és 

SB génjeivel. Hasonlóképp bizonyítottuk, hogy a szintén diploid M. s. quasifalcata 

növény csak egy méretű ENOD12-homológot hordoz, melynek nagysága a M. 

truncatula ТА génjével egyezik,

- Keresztezéssel és önbeporzással előállított populációkban végzett térképezéssel 

igazoltuk, hogy a M. s. coerulea szülői növény heterozigóta formában ENOD 12 null 

alléit hordoz.

- Bizonyítottuk, hogy a null alléi az FI populációban szegregál, és átjut a térképezési 

munkához felhasznált Fl/1 növénybe, illetve annak utódaiban szegregál. Az F2 

populációban homozigóta null allélos egyedeket azonosítottunk.

- Bizonyítottuk, hogy az általunk vizsgált lucernanövényekben az összes ENOD 12 gén 

ugyanazon a genetikai lokuszon található, tehát csak egy ENOD 12 lokusz van e 

növények genomjában.

- Térképeztük az M. s. coerulea és az M. s. quasifalcata ENOD 12 génjeit és 

bizonyítottuk, hogy az ENOD12 null alléi (tehát ahol az ENOD12w^/w^ gének 

deléciója bekövetkezett) a többi ENOD 12 génnel együtt a 3. kapcsoltsági csoport végén 

helyezkedik el.

- Kimutattuk, hogy az M. s. coerulea és az M. s. quasifalcata ENOD12 gének 

kifejeződnek R. melilotival indukált gyökérgümőkben, tehát funkcionális génekről van 

szó.
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- A mutációra (null alléi) homozigóta és vad típusú növények gümőszerkezetének és 

nitrogénkötési hatékonyságának összehasonlításával megállapítottuk, hogy a ENOD12 

gén nem játszik létfontosságú szerepet az általunk vizsgált növények szimbiotikus 

folyamatában.

- Az ENOD12 nukleotidsorrend-adatok felhasználásával evolúciós fát szerkesztettünk, 

melyben a különböző pillangósvirágú fajok ENOD12 génjeinek rokonságára 

következtethettünk.
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