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1. BEVEZETES

A nitrogén az él6vildg szamédra nélkiilozhetetlen elem. Alkotérésze az €16
szervezetben taldlhaté fehérjéknek, a fehérjéket k6dolé nukleinsavaknak, valamint
olyan fontos, bioldgiailag aktiv molekuldk felépitésében vesz részt, mint példaul a
vitaminok és az intermedier anyagcsere szdmos molekuldja. Az él6lények szdmdra
létfontossagli, hogy szervezetiikk nitrogénelldtasdt a kornyezetiikben taldlhat6
forrasokbdl folyamatosan biztositsak.

A legjelentsebb nitrogénforrds a levegs, melynek koriilbelill 78%-a nitrogén. E
hatalmas készlet azonban a kémiailag rendkiviil stabil, hdrmas kotési dinitrogén
molekula formajaban van jelen, melyet az él6lények koziil csak néhany
mikroorganizmus képes kozvetleniil hasznositani. E mikrobdk a légkdrben taldlhaté
elemi nitrogént ammoénidva redukdljdk, amit a ndvények be tudnak épiteni a
szervezetiikbe, mialtal biztositjdk a tapldlkozasi ldncban utdnuk kovetkezd allatvilag és
az emberiség szdmadra a nitrogénutanpotlast.

A nitrogénko6té mikroorganizmusok kozott taldlhatdk szabadon €16k (pl. Klebsiella,
Azotobacter), tarsuldsos vagy asszociativ (pl. Azospirillum, Anabaena), illetve
szimbiézisban él6k (pl. Rhizobium, Bradyrhizobium). E mikrobdk kozil a
leghatékonyabban a gazdanovénnyel szimbidzisban €él6k redukdljdk a nitrogént. A
baktérium-névény kapcsolat kialakuldsa rendkiviil specifikus, példaul a Rhizobiaceae
csaldd tagjai (Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium) a Leguminosae novénycsalad
megfeleld egyedeivel képesek nitrogénkotd szimbidzist 1étrehozni.

Az egyiittmiikodés kialakitdsaban és miikodésében szerepet jatsz6 genetikai elemek
vizsgalataval a vildg szamos laboratériumédban foglalkoznak. E munka sordn mostandig
sikeriilt azonositani a mikrobidlis partner szdmos szimbiotikus génjét, és elkezdddtek a
novényi partner génjeinek megismerésére iranyulé kutatdsok. E kutatdsok célja a
lucerna novény és a Rhizobium baktériumok kozotti szimbiotikus kapcsolatban
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résztvevsé gének molekuldris szinten torténd megismerése, melynek jelentdsége mind



elméleti, mind gyakorlati szempontb6l igen nagy. E vizsgdlati rendszer egyediilallo
lehetBséget biztosit két, egymadstél nagy evoliciés tdvolsdgra levs él6lény kozott
kialakul6, molekuldris szinten megvalésulé kommunikacié vizsgdlatdra. A bioldgiai
nitrogénkotés  folyamatdnak megismerése segitséget nyidjthat mez8gazdasagi
alkalmazédsanak hatékonyabbd tételében és széles korti alkalmazdsédban, ami a jovében
jelentGsen csokkentheti az energia- és koltségigényes, emellett kornyezetszennyezs
nitrogénmiitragyazds alkalmazasiat. A mostanra kiépitett lucerna genetikai rendszer

pedig a novény nemesitésének hatékonyabbd tételében jatszhat komoly szerepet.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szimbiotikus folyamat lefrasa

A szimbiotikus kapcsolat kialakuldsa Osszetett, tobb 1€pésbdl 4ll6 folyamat, melynek
sordn a gazdanovény gyokerén kialakul egy specidlis képz6dmény, a gytkérgiims. E
kiilénleges n6évényi szerv, mely otthont ad a nitrogénkotd baktériumoknak, a névény €s
a baktérium egymds kolcsonos felismerését kovetd kb. két héten beliil jon létre. A
nitrogénk6t6 gimd kialakuldsdnak folyamata bakteridlis és novényi gének
egyiittmiikodésén, és a két egyed kozotti folyamatos jelcserén alapszik (Kondorosi €s
mtsai 1991., Kondorosi 1992.).

A trépusi eredeti pillang6sok tobbségiikben determindlt glim6t képeznek, amelyre a
sejtnagyobbodédssal  jar6 novekedés jellemzs, ellentétben a  mérsékeltovi
pillangésviragiakkal, melyek folyamatosan oszt6do, indetermindlt giim&ket alakitanak
ki. Mivel a Medicago fajok ez utébbi tipusba tartoznak, a tovabbiakban az indetermindlt
giimGtipus részletezésétdl eltekintek.

A szimbidzis folyamatat fejlodésbioldgiai szempontbdl négy {6 szakaszra oszthatjuk.
Az elsG szakasz az tugynevezett preinfekcio id6szaka, a mdsodik az infekcios és
giimdkialakuldsi periédus, mig a harmadik szakasz a giimd miikddésének beinduldsat és
fenntartdsat foglalja magdban. Negyedik az oOregedési idGszak, melyet a szovetek

eloregedésébdl szarmazo szovetpusztulas jellemez.

2.1.1. A preinfekci6 szakasza

A preinfekciés id6szakban a novény és a baktérium specifikus szignalok segitségével

felismeri, "azonositja" egymast, majd a bakteridlis partner megkezdi a névénybe torténd

behatolasat.



Eddigi tuddsunk szerint a folyamatban szerepet jatsz6 elsd szigndl a novény altal a
talajpba kivalasztott specifikus flavonoid molekula, mely a megfelel6 baktérium
kemotaktikus mozgasat indukdlja a gyokér irdnydba, valamint kivaltja a baktérium
"vilaszmolekuldjanak", a Nod faktornak a szintézisében szerepet jatsz6 nod gének
kifejez6dését. Ez a szintén specifikus bakteridlis szignal viszont a névényi partnerben

inditja el a szimbi6zissal kapcsolatos morfogenetikai véltozdsokat (1. dbra).
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1. abra A Rhizobium-pillangdsvirdgi novény kozotti kolcsonhatdsokban szerepet jatszé szignédlok
(Kondorosi és mtsai 1992.)




E molekula hatdsira egyes gyokérszérok deformdlédnak, meggorbiilnek (Ward 1887.,
Bauer 1981.), mikozben a gy6kér meghatarozott kéregsejtjeiben (inner cortex vagy
belss kéreg) sejtosztddés kezdédik (Newcomb és mtsai 1979.).

Mikor a baktérium kemotaktikus vindorldsa eredményeképp taldlkozik a noévény
gyokerével, a gyokérsz6rokon megtapad, és e struktirdk végein pdsztorbot-szerii
gorbiiletet indukal, amely végiil teljesen magéba zdrja a mikrobat. Miként a szimbidzis
kialakitdsdnak szamos lépése, a megtapadds is szigorian gazdaspecifikus, vagyis egy
adott baktérium csak a neki megfeleld pillang6svirdgi névény gyokérszéréhez képes
kapcsolddni. A fizikai kontaktus sordn megnyilvdnulé gazdaspecifitds biztositdsaban
szerepe van a bakteridlis membranfelszin egyes poliszacharid molekuldinak, valamint a

novényi lektin fehérjéknek, melyek poliszacharid-k6t6 doménnel rendelkeznek (Dazzo

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

2.1.2. Az infekci6 és a giimdkialakulds folyamata

A szimbibzis masodik szakaszdt két, egymadstél jol elkiillonithet6 esemény, a
baktériumok infekcidja és a gims szoveteinek kialakuldsa hatdrozza meg. E két
folyamat eredményeképp kialakul a szimbiotikus nitrogénkotésre alkalmas
gyokérgiimd.

A baktériumok invadzidja a névényi sejtfal lokdlis hidrolizisével kezd6dik (Newcomb
1979.). Ezt kovetGen a baktériumok a novényi sejt plazmamembranjanak betlir6dése
révén bekeriilnek a gyokérbe és ott sejtrdl sejtre vandorolnak a névény altal kialakitott,
sejtfal jellegli cs6ben, az infekcids fondlban (2. dbra). Vandorlasuk kézben folyamatosan
oszt6dnak, mialatt mukopoliszacharidokbél 4ll6 matrix alakul ki koriilottik (Kijne
1992.).

A sikeres infekci6ban feltehetGen nagy szerepe van a kiilonboz6 bakteridlis
sejtfelszini poliszacharidoknak. Ha a novény a szervezetébe keriilt baktériumokat

"idegennek", "ellenségnek" ismeri fel, azokat védekezOmechanizmusa segitségével
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elpusztitja (Dixon és Lamb 1990., Vasse és mtsai 1993.). A Rhizobiumok sziméra tehét
1étfontossagu, hogy a névény felismerje: nem patogén mikrobdk jutottak szervezetébe.
Nagy val6sziniiséggel ebben az azonositdsi folyamatban jétszanak fontos szerepet a
Rhizobiumok exo, Ips és ndv génjei altal kédolt kiilénbozd sejtfelszini poliszacharid
molekuldk, tobbek kozott az EPS-ek  (exopoliszacharidok), az LPS-ek
(lipopoliszacharidok) és a béta-gliikdnok, (Carlson és mtsai 1987., Gray és Rolfe 1990.,
Putnoky és mtsai 1990., Petrovics és mtsai 1993.).

A baktériumok vindorldsianak célja a gyokér kérgében kialakuld giimdkezdemény, a
primordium (2. é4bra). A kéreg egyes differencidlt sejtjei dedifferencidlédnak, és
mitotikus osztédassal 1étrehozzdk elGszor a primordiumot, majd az érett giimore -

jellemzd tobbi szovetet. A gazdandvény giimd&tipusatdl fiigg, hogy mely kéregsejtek

mutatnak mitotikus aktivitast.

2. abra. A giim{ kialakuldsanak f&bb lépései és a kialakult giimé f6bb szovetei lucerndban. i.f. = infekcids
fonal, ebben vindorolnak a baktériumok a primordiumhoz; n.p. = giim8kezdemény, primordium; c.z.
kozponti szodvet, a szimbibzist végzd bakteroidokat tartalmazza - korai és késsi szimbiotikus zdnéra
oszthatd; i.z. = invazi6s zOna, itt torténik a baktériumok bakteroiddé torténd alakuldsa; m = merisztéma,
dlland6an oszt6d6 szovet.
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A fentebb mar emlitett mérsékeltovi pillangésokndl (példdul a borsd, a here és a
lucerna), melyek 4ltaldban folyamatosan oszt6dd sejteket tartalmazéd (indetermindlt)
giim&ket képeznek, a sejtosztddas a belsd kéregsejtekben kezdddik (Newcomb és mtsai
1979). E novényekben egy, a folyamatos mitotikus oszt6das allapotdban 1€év6 szovet, az
ugynevezett giimémerisztéma létrehozza az e tipusra jellemzd ovalis alakt giimé tobbi
szovetét. Mivel a merisztémaszovet a gimd fejlédése sordn végig megmarad, a giimd
folyamatos novekedését az allandé sejtosztddds biztositja. Mikor a baktériumok elérik
a primordiumot, novényi plazmamembrédnnal (peribakteroid membran) koérbevéve
kijutnak az infekciés fonalb6l a névényi sejt belsejébe (Verma és mtsai 1978., Roth és
mtsai 1988., Verma 1992.), és kialakitjdk a bakteroidokat (2. abra).

Az érett giims a kdzponti és a periférias szovetekbdl épiil fel. A kdzponti szévetben
négy zo6nat tudunk megkiilonboztetni. A giimé fejlédési fokozatainak megfelelSen, az
dlland6an oszt6dé merisztématikus zéna mellett az infekciés zéna taldlhatd, melyet a
baktériumok infekciés fonalb6l a novényi sejtekbe torténd kiszabaduldsa jellemez. Ezt
koveti a korai szimbiotikus z6na, ahol a kéregsejtekbe bejutott baktériumok addig
osztédnak, mig a fert6zott sejteket teljesen megtoltik bakteroidokkal. A kovetkezb a
késdi szimbiotikus, vagy nitrogénfixdlasi zéna. Az itt elhelyezkedd fert6zott sejteket
teljesen betoltik a bakteroidok: ez a zbna a nitrogénko6tés helye. A pusztulé névényi és
bakteridlis sejteket tartalmazo dregedési z6na e giim&tipusban szintén megfigyelhets. A
periferialis széveteket alkotd struktirdk részei a giimdt kiviilrél hatdrolé giimdkéreg,
valamint a szdllitényalabokat tartalmazd gimdoparenchima, melyeket a giimé
endodermisz valaszt el egymastol.

A bakteroidokat tartalmaz6 funkciondlis giimd kialakuldséval lezarul a szimbiotikus

nitrogénkotés kialakuldsdnak masodik szakasza.
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2.1.3. A giimé miikodésének kezdete

A harmadik szakaszt a giim§ nitrogénkotési funkciéjdnak beinduldsa jellemzi. Ennek
sordn a kialakult giim6kben elhelyezkedd, bakteroidokka alakult Rhizobiumok a
nitrogendz enzimrendszer segitségével az elemi nitrogént ammoénidva redukaljdk, mely
a noévény aminosavaiba épiil be. A nitrogénasszimildcié szempontjabél két f6 csoportra
oszthatjuk a pillangésvirdgi novényeket. A trépusi eredetli pillangésok - ide tartozik
tobbek kozott a szdja - ureideket szintetizdlnak és transzportdlnak, mig a mérsékeltovi
pillangésok (pl.: lucerna, borsé, here) pedig amidok form4jaban szallitjdk a megkotott
nitrogént. A baktérium a nitrogénkotéshez sziikséges energiaigényét nagyrészben a

novény 4altal biztositott szénhidrétokbdl fedezi.

2.2. A korai szimbiotikus folyamatokban szerepet jatsz6 szignilok

Az el6z6 fejezetben leirt folyamatokat irdnyité névény-baktérium kommunik4ciérol
szamos Osszefoglalé kézlemény jelent meg mostandig (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 szigndlcserékbdl all6 folyamat kiemelkedd
jelentGségét. Ennek fGbb 1épései az 1. dbran lathaték. A kutatdsok elsGsorban a Nod
faktor szintézisében szerepet jatszd bateridlis gének vizsgédlatdra Osszpontosultak,
valamint annak megismerésére, hogy e faktor hogyan befolydsolja a noévényi

morfogenezist.
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2.2.1. A novény szignidlmolekulai

A partnerek kozotti kommunikacié sordn a novénytdl érkezd flavonoid molekula
jelként szolgdl a baktérium szdmdara, melynek abban szimbiotikus gének kifejez6dését
valtja ki (1. 4bra).

A pillang6svirdgi novények anyageseréjiik sordn a flavonoid tipusi vegyiiletek széles
skalajat allitjak eld, melyek szamos funkcidt ldtnak el a névény szervezetében (Koes és
mtsai 1994.). Ezek kozott vannak olyan flavonok, izoflavonok és flavanonok, melyeket a
novény kivalaszt a talajba. E specifikus molekuldk alacsony koncentrdciéban hatva (10
71011 M) serkentik a Rhizobiumok kemotaktikus mozgdsdt a novény irdnyéba,
valamint indukéljdk a baktérium giimSképzési (nodulaciés, nod) génjeinek
kifejez6dését (Peters és mtsai 1986., Redmond és mtsai 1986., Zaat 1987., Gyorgypal és
mtsai 1988., Peters és Verma 1990., Gyorgypdl és mtsai 1991.). A bakteridlis gének
indukci6ja gazdaspecifikus, példaul a Bradyrhizobium fajok els6sorban izoflavonokkal, a
Rhizobium fajok pedig flavonoidokkal indukélhatok. A pillangés fajok kiilénb6zd
Osszetételii flavonoid-keveréket bocsatanak ki, melyek kozott szamos olyan is taldlhato,
amely bizonyos Rhizobium fajokban gétolja a nod gének aktivitdsat (Firmin és mtsai
1986., Djordjevic és mtsai 1987., Peters és Long 1988.). Ez a kolcsonhatéds szintén

szerepet jatszhat a szimbiotikus kapcsolat gazdaspecifitdisinak meghatdrozasdban.

2.2.1.1. A novényi flavon bioszintézis szerepe a szimbiotikus folyamatban

A novények daltal szintetizalt fenilpropanoid termékek amellett, hogy bakteridlis
szigndlként miikodhetnek, szimos funkciét latnak el a névény novekedése, fejlodése,
valamint a névény-mikroba kolcsonhatdsok sordn (Hahlbrock és Scheel 1989., Dixon és
Lamb 1990., Koes és mtsai 1994.). Fontos szerepiik van a novényi
védekezGmechanizmusban az antibiotikumként miikodo fitoalexinek révén, valamint a

giimGképzést indukalé flavonoidok kozremiikodésével a szimbiotikus folyamat



14

kialakitdsdnak és fenntartdsanak nélkiil6zhetetlen elemei. Az egyes flavonoid termékek
mennyiségének, ardnydnak szabadlyozdsiaban kulcsfontossigi szerepe van a ndvényi
flavon bioszintézisben résztvevs enzimeknek, és az ket kddolé géneknek.

A flavonoidok termelésének két kdzponti enzime a fenilalanin amménia-lidz (PAL)
és a salkon szintdz (CHS) (Smith és Banks 1986.). E két enzim termékei szubsztratként
résztvesznek a védekezdémechanizmusban szerepet jatsz0 molekuldk szintézisében
éppugy, mint a baktérium noduldciés génjeit indukdlé flavonoidokéban. Az enzimeket
a legtobb névényben géncsaladok kddoljak, melyek egyes tagjai kiilonb6zd szignédlok
hatdsdra aktivdlédnak (Estabrook és mtsai 1991.). Ilyen szigndl a Rhizobiumok (ezen
beliil is feltehet6en a Nod faktor - errél kés6bb lesz sz6) jelenléte, mely a CHS/PAL
géncsaldd szimbidzis-specifikus tagjainak expresszidjat valtja ki (Estabrook és mtsai
1991.). Ennek eredményeképp megemelkedhet a flavonoidok mennyisége, valamint
olyan flavon molekuldk termelése indukdlédhat de novo, melyek a baktérium
megjelenése el6tt nem voltak kimutathaték a novény kornyezetében (van Brussel és
mtsai 1990., Recourt és mtsai 1992.). Mivel e vegyiiletek a bakteridlis nodulacios
génekre aktival6 hatdstak, feltételezhetd, hogy e "mdsodik burst"-nek nevezett folyamat
felelgs a baktérium eme génjei aktivitdsanak fenntartasaért az infekcié sordn (Koes és
mtsai 1994.).

Az indukdlé flavonoidok mennyiségének novekedését a CHS mRNS in situ
hibridizacios vizsgilatdval kovették nyomon. Megallapitottak, hogy a megemelkedett
CHS-expressziot mutaté sejtek tdvol vannak a baktériumtél, igy egy diffizibilis
molekula, minden bizonnyal a baktérium specifikus szigndlmolekuldja, a Nod faktor
felels a flavon-bioszintézis aktivdldsdért (Yang és mtsai 1993.). Ezt tdmasztja ald az a
kisérlet is, melyben a fenilpropanoid 0t egy mdsik enzimét, az izoflavon reduktdzt
(IFR) koédolé gént tudtdk Nod faktorral aktivdlni sejtkultirdban (Savouré és mtsai
1994.).

A Dbakteridlis szigndl hatdsara megindulé kérgi sejtosztédds, valamint a gimd
morfogenezis reguldciéjaban nagy valdszintiséggel szintén kozremiikodnek flavonoidok.

A Rhizobium noduldciés génjeit indukal6é flavonoidok kozott olyanok is taldlhatéak,
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melyek a névény belsé auxintranszport inhibitorai (ATI) (Jacobs és Rubery 1988.).
Mivel kiils6leg adott auxintranszport gatlokkal sikeresen indukdltak giimdszeri
struktirdkat (Hirsch és mtsai 1989.), feltételezhetd, hogy a névény belsé ATI-szintje a
giim$ organogenezis szabdlyozdsdban fontos szerepet jatszik, valosziniileg a belsd
hormonegyensily megvaltoztatasaval. A névényi hormonok (elssorban az auxin és a
citokinin) bizonyitottan szerepet jatszanak a sejtosztddds, és ezen keresztiil a giimd
organogenezis folyamatiban (Miao és mtsai 1993., Kondorosi és mtsai 1993.). A
jelenlegi elképzelések szerint a Nod faktor a flavonoid termelés indukcidja révén
megvéltoztatja a hormonegyensilyt a novényi gyokérben (pl. az auxin transzport
gatlasaval), minek kovetkeztében sejtosztddast indukal az adott helyen (Estabrook és
Sengupta-Gopalan 1991., Verma 1992., Franssen és mtsai 1992., Hirsch 1992.).

A szimbiotikus kapcsolat késGbbi folyamatainak szabdlyozdsdban szintén szerepet
jatszanak a flavon bioszintézis Gt elemei. A Rhizobiumok invazi6ja sordn szdmos
baktérium elpusztul, és csak korldtozott szamu infekci6 lesz sikeres. Kimutattdk, hogy
az ilymédon elpusztult baktériumok koérnyezetében a novény-patogén kolcsonhatds
sordn a novényi védekezémechanizmusra (Dixon és Lamb 1990.) jellemzd fehérjék és
fenilpropanoid termékek taldlhaték (Vasse és mtsai 1993.). Emellett bizonyitottdk azt
is, hogy a miikoddképes giim6 kialakitdsdra képtelen, mutdns (Fix™) baktériumok is
képesek indukdlni a novényi védekezOmechanizmusban szerepet jatsz6 CHS
expresszifjat (Grosskopf és mtsai 1993.). Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a
novény védekez6mechanizmusan keresztill autoreguldlja a kialakul6 giimdék szamét

(Vasse és mtsai 1993.).

2.3. A bakterialis gének szerepe a jelcserében

A novénytdl érkezd szignal érzékelésében és a baktérium "valaszmolekuldjanak”

elkészitésében a bakteridlis nod gének 4ltal kodolt fehérjék vesznek részt. A folyamat

sordin a baktérium NodD fehérjéje kolcsonhatdsba 1ép a megfeleld novényi
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flavonmolekuldval, és ennek hatdsira indukdlja a tobbi nod gén kifejez6dését,
amelyekrsl keletkez fehérjék elkészitik a baktérium szigndl molekuldjat, a Nod faktort
(1. 4bra). Az elkészitett faktort a baktérium kivdlasztja kornyezetébe, amely
kolcsonhatdsba 1ép a novény gyokerével, és abban a szimbiotikus kapcsolat
kialakitdsahoz sziikséges valtozdsokat indukdl. A bakteridlis nod gének operonokba
szervezddtek, és R. meliloti esetében az Un. szimbiotikus megaplazmid 100 kb-os
szakaszdn helyezkednek el (Banfalvi és mtsai 1981., Kondorosi és mtsai 1991.). A
Rhizobiumok nodulaciés génjeit kozos (Kondorosi €s mtsai 1984.), gazdaspecifikus

(Horvath és mtsai 1986.) és nodD génekre oszthatjuk (Gyorgypal és mtsai 1991.).

2.3.1. A NodD fehérje szerepe

A nodD gén terméke reguldlé szerepet betoltd fehérje, melynek feladata a tobbi
noduldciés gén szabdlyozasa (Rossen és mtsai 1985., Spaink és mtsai 1987., Gyoérgypal
és mtsai 1988.). A NodD protein - Rhizobium fajok kozott nagyfoka valtozatossdgot
mutaté - C-termindlis vége felé es6 aminosavak feleldsek feltehetSen a flavonoid-
molekulaval kialakitott kolcsonhatdsért, a konzervaltabb bézissorrendl N-terminalis
vég pedig a fehérje altal reguldlt nod gének promoéterében taldlhaté specifikus
régiéhoz, a nod-boxhoz (Rostds és mtsai 1986.) valé kot6dést biztositja. Mivel a protein
ligandkotésért felelés C-termindlis része fajok kozott nagy heterogenitdst mutat, és
mivel egy adott NodD molekula a nagy valtozatossagot mutat6 inducerek csak egy adott
csoportjdval képes kapcsolatba 1épni, megdllapithatd, hogy a szimbidzis

gazdaspecifitdsanak els6 szintjét a NodD-flavonoid kdlcsonhatds jelenti.
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2.3.2. A Nod faktor

A szimbiotikus szignédlcserében résztvevd igen fontos molekula a baktérium daltal
elgallitott Nod faktor. E molekula szintézisében a NodD 4&ltal aktivdlt nod génekrol
keletkezs fehérjék vesznek részt (Schultze és mtsai 1994.).

Els6ként a R. meliloti Nod faktorat izolaltdk és jellemezték (Lerouge és mtsai 1990.),
amely egy telitetlen zsirsavval acildlt gliikézamin tetraszacharid, egy szulfat és harom
acetat csoporttal. Szdmos, novényi morfogenetikai szigndlként miik6ds, a ndvényi
sejtfalbol szarmaz6 oligoszacharidot jellemeztek mostandig (Fry és mtsai 1993.), igy
nem meglepd, hogy e bakteridlis szigndl is oligoszacharid tipusi molekula.

A Rhizobium-pillangésviragi novény szimbiotikus kapcsolatdnak kialakitdsa sordn a
gazdaspecifitdis mdésodik szintjét az egyes fajok Nod faktorainak véltozatossdga
biztositja. A gazdaspecifitds egyrészt a Nod faktorok szerkezeti valtozatossagan,
masrészt az egyes fajok 4ltal kivédlasztott faktorkeverék Osszetételén (milyen ardnyban
tartalmaz aktiv, inaktiv vagy antagonista faktort), harmadrészt pedig a szignadlmolekula

Egy adott Rhizobium faj gazdanovényén a szigndlmolekula biolégiai aktivitdsat igen
alacsony koncentracioban fejti ki (10'12-10'8 M) (Lerouge és mtsai 1990., Schultze és
mtsai 1992.). Nagyobb toménységben adagolva azonban a faktor képes a baktérium
szamédra nem gazdanovény pillangdsvirdgin is gyokérszr deformaciét kialakitani
(Schultze és mtsai 1992.), illetve egyes korai névényi noduldciés géneket indukélni
(Horvéath és mtsai 1993.).

A faktor szerkezete elsGsorban az egyes ligandumok révén befolydsolja a
gazdaspecifitdst. Ennek f6 meghatdrozéja R. melilotiban a lipooligoszacharid molekula
redukélé végén elhelyezkedd szulfatcsoport (Roche és mtsai 1991.). A szulfatdldsért
felel6s nodH gén muticidja ugyanis alapvetGen megvéltoztatia a R. meliloti
gazdaspecifitdsit (Horvath és mtsai 1986.). Hasonlé kisérletekkel sikeriilt igazolni a

zsirsavlancnak a faktor specifitdsdban betoltott szerepét (Spaink és mtsai 1989.).
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A Nod faktorral végzett legijabb kisérleti eredmények azt mutatjdk, hogy a faktor
kiilonb6z6 valtozatai eltérd stabilitdst mutatnak a novényi kitindzokkal valo
emésztéskor, aminek meghatdrz6 szerepe lehet a gazdanévény szdmdara megfeleld
biolégiai aktivitdssal rendelkezd Nod faktor szelektaldsdban (Schultze és mtsai 1993.,

Staehelin és mtsai 1994.).

2.3.2.1. A Nod faktor hatiasa a ndvényre

A novényi partnerben a Nod faktor hatdsdra megindul a giim&képz6dés, valamint a
felkésziilés a baktériumok fogadasidra. E két folyamatnak tobb Osszetevdje van. A
tisztitott  szigndlra  adott leggyorsabb ndvényi valasz a = gyokérsz6rok
membréandepolarizidcidja (Ehrhardt és mtsai 1992), melynek jelentdsége még nem
ismert. Az els6 mikroszképpal is megfigyelhet6 novényi reakci6 a gyOkérszrok
deforméciéja, gorbiilése, melynek sordn a gyokérsz6rok mintegy 25%-a pdésztorbot-
szer(i struktirdt formal, mely a baktériumok behatoldsét el6zi meg (Kijne 1992.). Ezzel
parhuzamosan a gyokér kérgi sejtjeiben sejtosztédést indukdl a Nod-faktor, valamint
kimutathat6 egyes flavonoidok termelésének megniévekedése is (van Brussel és mtsai
1990.).

A giimgkialakulas és a bakteridlis invdzié megkezd6désekor szimbidzis-specifikusan

megnyilvdnulé névényi gének indukélédnak.

2.4. Szimbiozis-specifikusan kifejez6dd novényi gének

A nitrogénkotésre képes novények azon fehérjéit, melyek megtalalhatok a giimdben,
a gyokérszovetben azonban nem, nodulin fehérjéknek nevezziik (Legocki és Verma
1980.). Ezek kozott taldlhatunk olyanokat, melyek funkcidja mar ismert
(leghemoglobin, urikdz stb.) (Brisson és Verma 1982, Bergmann és mtsai 1983), illetve

olyanokat, melyek szimbidzisban jatszott 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
nodulinokrél feltételezik, hogy sziikségesek a giimdfejlédéshez és a hatékony
nitrogénkotéshez. A nodulin  fehérjék génjeit nodulin géneknek nevezziik (van
Kammen 1984.), melyek a giim@szovetben fejez6dnek ki. Megjelenésiik id6beli - és
gyakran térbeli - elkiiloniilése alapjan korai (ENOD), és késéi (NOD) génekre
oszthatjuk Gket. A preinfekcié sordn megnyilvanulé géneket RH (root hair) géneknek
nevezziik, melyek nem mindsiilnek valédi nodulin géneknek. A korai (ENOD) gének a
nitrogénfixalds bekapcsoldsa el6tt fejezGdnek ki, az ezt kovetSen expresszalokat hivjuk
kés6i nodulin géneknek (NOD). Az egyes csoportok génjeinek expresszidja
természetesen nem hatdrolédik el mereven egymadstol, mivel egyes korai noduldciés
gének (ENOD12, ENODS) expresszdlnak gyokérsejtekben is (Gloudemans és mtsai
1989.), az ENOD12 gén kifejez6dése pedig mar néhdny O6rdval az indukcié utdn
kimutathaté (Pichon és mtsai 1992.). A novényi nitrogénasszimildciéban résztvevs
enzimek kozott pedig szdmos olyan taldlhaté (aszpartdt aminotranszferdz v. AAT,
foszfoenol piruvat karboxildz v. PEPC, glutamét szintdz v. GOGAT stb.), melynek
génje kifejez6dik a n6vény egyéb szoveteiben is, azonban giim&ben az expresszio szintje

tobbszorosére is névekedhet (Vance és mtsai 1994.)

2.4.1. A gyokérszor (RH) és a korai nodulin (ENOD) gének jellemzdi

Az RH gének vizsgilatidt borséban végezték el (Gloudemans és mtsai 1989.). Az
eddig jellemzett két RH gén koziil az RH44 kifejez6dik fertSzetlen gyokérsejtekben is,
Rhizobium fert6zés hatdsara pedig megn$ az expresszidja. Az RH42 gén csak a
bakteridlis indukci6 hatdsira nyilvanul meg a gydkérben.

Az ENOD gének expressziés mintdzata jO egyezést mutat az indetermindlt
giimGtipusra jellemz6 fejlédési zondkkal (Franssen és mtsai 1992.). Az ENOD gének
megjelenése az egyes zondkban kapcsolatba hozhaté a giimdkialakulds két f6

folyamatdval, a bakteridlis infekciéval, és a giimd organogenezissel (Scheres és mtsai
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1990a., Nap és Bisseling 1990., Sanchez és mtsai 1991, Franssen és mtsai 1992., Horvith
és mtsai 1993.). E folyamatok sordn torténd megjelenésiik alapjdn csoportosithatjuk a
korai noduléaciés géneket.

Az infekciés folyamathoz két korai noduldciés gén, az ENODS5 és az ENODI12,
expresszidja kapcsolddik (Scheres és mtsai 1990a., 1990b.). E két gént el6szor borséd
cDNS génkonyvtarbdl izoldltdk. Bar az 4ltaluk meghatédrozott fehérjéket mostandig
nem sikeriilt kimutatni, a DNS szekvenciaadatokbdl az kovetkezik, hogy mindkét gén
prolingazdag fehérjét kédol. Az ilyen tipusi fehérjék egyik jellemz&je, hogy a névényi
sejtfalban fordulnak el§ (Scheres és mtsai 1990a, 1990b.). Az ENODS feltételezett
fehérjeterméke ezen beliil az arabinogalaktdn proteinek (AGP) csalddjaba tartozik,
ami arra utal, hogy a fehérje az infekciés fonal matrixdban, illetve a peribakteridlis
térben van jelen. Ezen adatok, illetve azon a tény alapjan, hogy az infekcios fondl fala a
novényi sejtfalhoz nagyon hasonld, azt gondoljak, hogy e génnek szerepe lehet mind az
és mtsai 1990b., Rae és mtsai 1992.). Megéllapitottdk, hogy bér az infekciés zéndban
alacsony szinten kifejezédik, a gén expresszi6jdnak maximumadt a korai szimbiotikus
zoéndban éri el, és expresszidja a fert6zott, infekciés fonalat tartalmazé sejtekre
korldtozédik (Scheres és mtsai 1990b.) Az ENODI12 génnel kapcsolatos tovébbi
ismeretek a kovetkezs fejezetben taldlhatok.

A giimd organogenezis soran megnyilvanul6 korai nodulin gének a giim6 kiilénb6z6
szoveteiben torténd kifejez6désiik alapjan csoportosithatok.

Az organogenezis beinduldsat jelz6, mitotikusan o0szt6do6 primordium sejtekben mar
kimutathat6 ENOD gének expresszidja (Scheres és mtsai 1990b.). Ezek kozé tartozik
az ENODI12 (Scheres és mtsai 1990a., Pichon és mtsai 1992.), a sz6ja, a borsé és a
lucerna ENOD40 (Yang és mtsai 1993.,Kouchi és Hata 1993., Hirsch és mtsai 1993.,
Crespi és mtsai 1994.), valamint a sz6ja GmENOD93 (Kouchi és Hata 1993.) nevii
génje. Az ENOD40 géncsaldd tagjai egyetlen mostandig megismert DNS szekvencidval

sem mutatnak homolégiat. Jellemzgjiik, hogy a 0.7 kb-os transzkriptumuk nem

tartalmaz AUG kodonnal kezdGd$ nyitott leolvasasi keretet. Ez arra utal, hogy az
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ENOD40 valészintileg nem fehérje, hanem RNS formédban miikédik. Legijabb
eredmények azt mutatjdk, hogy az ENOD40 a nem transzlal6dd, a névényi fejlédési
folyamatokat szabdlyozé RNS-ek ] osztalyat képviseli (Crespi és mtsai 1994.). A gén az
oszt6do kérgi sejtek mellett a periférialis szovetekben is megnyilvdnul, azonban, mig a
primordiumban t6rténd expresszidhoz nem sziikséges a baktériumok invazi6ja, addig a
giim§ széllitonyalabban torténd kifejez6dés a baktériumok jelenlététdl fiigg (Yang és
mtsai 1993., Franssen és mtsai 1993.). Ez azt jelentheti, hogy az ENOD40 gén egyes
szovettipusokban torténd megjelenését kiilénb6z6 mechanizmusok szabélyozzdk
(Schultze és mtsai 1994.). A periferidlis szévetekben megnyilvanulé ENOD40 gén
funkciéjaval kapcsolatos mdsik feltételezés, hogy a génnek valamely transzport
funkciéban lehet szerepe (Yang és mtsai 1993., Kouchi és Hata 1993., Yang és mtsai
1994.).

A GmENOD93 gén transzkriptumai el6szor az oszt6do kérgi sejtekbsl mutathatok
ki, majd a giimé novekedésével parhuzamosan el6szor a merisztémdban, majd érett
giim6k fert6zott sejtjeiben taldlhaték (Kouchi és Hata 1993.). A legutébbi id6ben
sikeriilt egy olyan gént is azonositani, amelynek expresszi6ja giimdmerisztémdaban a
legnagyobb. Ez a Medicago truncatula MtPRP4 nevii génje, amely pentapeptid
ismétl6ds alegységekbdl all6 prolingazdag fehérjét kédol (Wilson és mtsai 1994.).

A giim6merisztéma mellett elhelyezkedd infekcios zénaban fejezédik ki (az ENODS
és ENOD12 gének mellett) a M. sativa ENOD10 génje, amely nagyfoki homol6giat
mutat a feltételezett ENOD12 fehérje N-termindlis szigndlpeptid részével (Lobler és
Hirsch 1993.). Az ENODI10 expresszi6jat Northern-blot analizissel az inokuldciét
kovetd 6-8. napon ki lehet mutatni. E zéna proximalis részében mar kimutathat6 olyan
korai nodulin gének expresszi6ja, melyek maximumukat a kovetkezd, a korai
szimbiotikus zénaban érik el (Scheres és mtsai 1990b.). A ENODS kifejez6dése a zéna
fiatalabb, disztdlis sejtjeiben a legerdsebb, mig a ENOD3 és ENOD14 géneké a korai
szimbiotikus régi6 idGsebb sejteket tartalmazd, proximalis részén (Scheres és mtsai
1990b.), és alacsony koncentrdciéban a késGi nitrogénkotési zonaban is kimutathatdk

(Yang és mtsai 1994.). E két ut6bbi gén ugyanannak a géncsaldadnak a tagja, nagyfoka
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homologidt mutatnak (65 %), és hasonléan expresszdlédnak. A ENOD3 és ENOD14
gének 4ltal kodolt fehérjék egy feltételezett szigndlpeptidet tartalmaznak, mely
membréanon valé 4tjutdsukat valésziniisiti. Emellett taldlhat6 benniik négy ciszteint
tartalmazé polipeptid régié, olyan elrendezédésben, amely a fémion kotd fehérjéket
jellemzi. Mivel a bakteroidok a nitrogendz szintézishez nagymennyiségii molibdént és
vasat igényelnek, feltételezik, hogy e fehérjék a vas és molibdén ionok peribakteroid
membranon keresztiil torténd szdllitdsdban miikodnek kodzre (Scheres és mtsai 1990b.).

A korai nodulaciés gének koziil mostandig minddssze kettnek az expresszidjat
mutattak ki periféridlis szovetekbl: az ENOD40 és az ENOD2 génekét (Yang és mtsai
1994.). A kordbban mdr ismertetett ENOD40 a primordium sejtek mellett a giimé
szallitényaldb primordiummal szemben fekvs periciklusos sejtjeiben is kifejez6dik.

A masik korai noduldciés gént, az els6ként izoldlt ENOD2-t (Franssen és mtsai
1987., van de Wiel 1990b.) el6szor borsé génbankbdl azonositottdk, majd ezt kdvetden
szamos mads pillang6sb6l is klénoztdk homolégjait. Jellemz8, hogy prolingazdag
ismétl6dd pentapeptid szekvencidkat tartalmazé fehérjét kodol, melynek N-termindlis
végén egy feltételezett szigndlpeptid van. Szekvencidja alapjdn a fehérje szintén a
prolingazdag novényi sejtfalfehérjékkel mutat rokonsdgot. Expresszifjat vizsgdlva
kideriilt, hogy mindkét giim&tipusban a giimdparenchimdban fejezédik ki (van de Wiel
és mtsai 1990a, 1990b). Megallapitottak, hogy a baktérium jelenléte nem sziikséges a
gén kifejez6déséhez, ugyanis auxin transzport inhibitorokkal indukalt (Hirsch és mtsai
1989, van de Wiel és mtsai 1990a.), illetve baktériummentes spontdn giim&kben is
megjelenik az mRNS-e (Truchet és mtsai 1989.) Ez egyrészt azt jelentette, hogy a gén
feltételezhetGen nem az infekciés folyamatban vesz részt, masfel6l pedig jo
markergénnek bizonyult a giim&fejlédési folyamat tanulmanyozdsahoz (Hirsch és mtsai
1989.). Az ujabb vizsgédlatok soran sikeriilt olyan cisz-reguldlé elemeket azonositani a
gén promoterében, melyek résztvesznek a génexpresszid szabalyozasaban (Lauridsen és
mtsai 1993.). Az expressziés és az in situ hibridizdciés adatok alapjan azt gondoljék,

hogy a giimd belsejében meglevé mikroaerob kérnyezet fenntartdsdhoz jarul hozza
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olymédon, hogy résztvesz a giimSparenchima sejtjeinek oxigén-git képzésében

(Franssen és mtsai 1992.).

2.4.2. A késéi nodulinok

Az érett giim§ kialakuldsdval parhuzamosan jelennek meg a kés6i nodulinok,
ElsGsorban a késGi szimbiotikus zénaban nyilvdnulnak meg, €s a nitrogénkotéshez,
valamint az ammonia asszimildciéhoz sziikséges feltételeket biztosité biokémiai
folyamatokban vesznek részt.

A kés6i nodulinok koziil legrészletesebben a leghemoglobint (leguminous
hemoglobin, /b) analizdltdk. A giim& oldhaté fehérjéinek akdr 25 %-at is kitevs
leghemoglobin fehérjét szamos pillangésviragii névénybdl tisztitottdk, és funkcidjat
vizsgaltdk. Az eml6s hemoglobinokhoz hasonléan az /b is nagy oxigén affinitdssal
(Appleby 1984.), ami elengedhetetlen a nitrogendz enzimrendszer hatékony
miikodéséhez. Megallapitottdk, hogy a legtébb pillang6svirdgiban a leghemoglobint
géncsaladok kodoljdk (Marcker és mtsai 1984.). Csoportunk munkatédrsai a lucerna
IbIII c¢DNS-kl6njat azonositottdk (Kiss €s mtsai 1987.), és a megdallapitott
nukleotidsorrend alapjan méds  Medicago leghemoglobin  szekvencidkkal
Osszehasonlitottdk (Davidowitz és mtsai 1991.). Az eddig izolalt leghemoglobin gének
lehet6vé tették e gének promoterében taldlhatd kiilonboz6 cisz reguldlé elemek
kimutatdsat (Stougaard és mtsai 1990.), illetve e promoterszakaszok funkciondlis
analizisét (Szabados és mtsai 1990.). A lucerna genetikai térképének elkészitése soran
csoportunk az /b géncsaldd hdrom tagjanak meghatarozta a térképhelyét (Kiss és mtsai
1993, Kal6 személyes kozlés 1993. 3. dbra).

Az ammonia asszimildciéban és a szénmetabolizmusban résztvevd késéi nodulinok
altal katalizdlt funkciéra a novény tobbi részében is sziikség van. Legtobbjiiknek

azonban van giimdspecifikus, vagy giimében megndvekedett expressziot mutatd
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formdja. Az ammoénia asszimildci6 enzimei koziil a glutamin szintetiz (GS) és a
glutamat szintdiz (GOGAT) aktivitisdinak novekedését mutattdk ki a nitrogenaz
aktivitdsdnak novekedésével Osszhangban. A GS egyik tipusdnak génje
giimé&specifikusan expresszal (GS-n), a masik csoportba tartozék aktivitdsa a szimbidzis
soran jelent8sen megnovekszik (Forde és Cullimore 1989.). Eddigi adatok alapjan e
gének expresszidjanak szabdlyozdsdban a szén/nitrogén ardny jétszik szerepet (Sanchez
és mtsai 1991.). Lucerndban tgy tiinik, a GS géncsaldd harom tagbdl 4ll (GSa, GSb,
GSc) genetikai térképezés alapjan (Kiss és mtsai 1993., Kal6 személyes kozlés 1993. 3.
dbra). A GOGAT aktivitdsdnak maximdlis szinten torténd fenntartdsdhoz a
szimbiotikusan kotott nitrogén jelenléte sziikséges (Egli és mtsai 1989.). A
nitrogéntranszporterek szintézisében jatszik szerepet az urikdz II (nodulin-35) és
aszpartat aminotranszferdz (AAT). Az urikazrél kimutattdk, hogy determinalt giim&ben
az oxigénkoncentrdcié regulalja (Larsen és mtsai 1986.), a lucerna AAT-2-ben pedig
olyan cisz reguldlé elemeket mutattak ki, melyek néhany giimdspecifikus gén
promoterében (Lb, N23) is megtaldlhat6k (Vance és mtsai 1994.).

A szénmetabolizmusban résztvevd két kés6i nodulinrdl, a foszfoenol piruvét
karboxilazrél (PEP karboxilaz) (Deroche és Carrayol 1989.) és a szachar6z szint4zrol
(SS) (Thummler és Verma 1986.) is kimutattdk, hogy van giim&specifikusan megjelend
valtozatuk.

A peribakteroid membran (PBM) nodulinok a baktérium névényi sejtbe keriilésekor
kialakulé peribakteroid membrdnban taldlhaték, és szerepiik a bakteroidok
kialakuldsdban lehet (Verma 1992.). Legaldbb két fehérje, a nodulin-24 és a nodulin-26
tartozik ebbe a csoportba, melyeket sz6jdban azonositottak (Fortin és mtsai 1985.). Bar
e nodulinokkal szamos vizsgédlatot végeztek, funkciéjukrdl csak feltételezések vannak
(Verma 1992.).

Szamos kés6i nodulin funkcidja még ismeretlen. Ezek koziil soknak a génjét mar

azonositottdk, tobbet koziiliik molekuldris szinten jellemeztek. E csoportba tartozik

tobbek kozo6tt a nodulin-22, a nodulin-45 és a csoportunk munkatdarsai altal azonositott
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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 ENODI12 korai gimdképzési gén jellemzése és feltételezett szerepe a

Rhizobium- Medicago szimbiotikus kapcsolatban.

A giiméfejl6dés sordn megnyilvdnuld korai nodulin gének koziil mostandig
legalaposabban az ENOD12-t tanulmédnyoztak (Scheres és mtsai 1990a., 1990b., 1992,
Govers és mtsai 1991., Pichon és mtsai 1992., Allison és mtsai 1993., Horvdth és mtsai
1993., Bauer és mtsai 1994., Journet és mtsai 1994., Csanadi és mtsai 1994.). Ez a gén a
korai szimbiotikus folyamatokban feltételezett kdzponti szerepe miatt szdmos kutato
érdekl6désének kozéppontjdba keriilt, "sldgergénnek" szdmitott a korai nodulécids
gének kozott. A fokozott érdeklddés egyik oka, hogy az ENOD12 gén az infekci6 sordn
nemcsak a baktériumot tartalmazé sejtekben, hanem a baktériumok fogadédsahoz
sziikséges infekcids fonal elkészitésére felkésziils sejtekben is kifejez6dik (Scheres és
mtsai 1990a.). Emellett a giim&primordium oszt6dé sejtjeiben is kimutathatd, igy
feltételezhet6 volt, hogy a génnek sokoldali szerepe van az infekciés folyamatban
(Scheres és mtsai 1990a.).

Az ENODI12 gént elGszor borséban azonositottdk giimdspecifikus cDNS koényvtar
differencidl hibridizaciéjaval (Scheres és mtsai 1990a.). A gén a Rhizobium
leguminosarum bv. viciae baktériummal torténd infekcié soran aktivalodik, kozvetleniil
az infekcidés fonal kéregsejtekbe torténd behatoldsdval parhuzamosan. Az ENODI12
expresszifja a giimofejlddés sordn végig fennmarad, €s a transzkriptumok az
indeterminaglt gimdk invadziés zondjdban lokalizalhat6k. A gén nemcsak a giim&ben,
hanem szdrban és viragban is megnyilvdnul (Scheres és mtsai 1990a.). Borséban két
gént, az ENODI12A-t és az ENODI2B-t mutattdk ki, melyek hasonlé médon
reguldlédnak (Govers és mtsai 1991.). Az ENODI12 génnel homolég DNS

szekvencidkat Medicago fajokban is azonositottak (Pichon és mtsai 1992., Allison és
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mtsai 1993.). A bors6hoz hasonléan a tetraploid M. sativa ssp sativa cv Nagyszénasi két
kiilonb6z6 gént tartalmaz, mig a diploid M. fruncatula cv Jemalongban csak egyféle
ENOD12 gént lehetett kimutatni (Pichon és mtsai 1992.). A szerkezeti és expresszios
vizsgdlatokbél azt a kovetkeztetést lehetett levonni, hogy az ENODI12 gén
ugyanazokban a szovetekben fejezddik ki lucerndban és borsoban, és feltehetSen
hasonl6 szerepet t6lt be mindkét novényben (Allison és mtsai 1993.).

A felismerés, hogy az ENOD12 az infekciés fonalat nem tartalmazé sejtekben is
kifejez6dik, azt jelzi, hogy a gén expresszi6jat valamely diffazibilis szigndlmolekula
véltja ki. Azt mar kordbban bebizonyitottdk, hogy a vad tipust R. L viciae - b6l késziilt
sejtmentes kivonat képes kivaltani a gén expresszi6jdt, mig ugyanez a hatds a
noduldciéban hibds mutdns baktérium extraktumdval nem érhetd el (Scheres és mtsai
1990a.). Azéta azonositottdk a Nod faktort, amellyel elvégzett kisérletekben
bizonyitottdk, hogy lucerndban csak az ENOD12B gén expresszi6jt véltja ki, tehat az
ENOD12A és ENODI12B gének regulicidja eltér egymast6l (Bauer és mtsai 1994.),
ellentétben a borséban tapasztaltakkal (Govers és mtsai 1991.).

Az intront nem tartalmazé ENOD12 gén egy olyan feltételezett fehérjét kédol, mely
az N-termindlis végén tartalmaz egy szignal peptid jellegli hidrof6b régiét, mig a tébbi
része két, ismétl6d6 pentapeptid egységbdl épiil fel (Scheres és mtsai 1990a.). Ezen
sajatsdgok alapjan azt feltételezték, hogy az ENODI12 a hydroxiprolin-gazdag
glikoproteinek (HRGP) (Schowalter 1993.) csalddjéba tartozik, és az infekcids folyamat
soran az uj sejtfal szintézisében vehet részt (Scheres és mtsai 1990a., Govers és mtsai
1991.). Bar a feltételezett ENODI12 protein jelenlétét mostandig nem sikeriilt
bizonyitani, valészintinek ldtszik, hogy az nem vesz részt a novényi
védekez&mechanizmusban (Scheres és mtsai 1990a.).

A fentebb emlitett munkdkban egyértelmiien bizonyitottdk, hogy az ENODI12
kifejez6dik a giim&fejl6dés soran. Arra azonban nem szolgaltattak bizonyitékot, hogy az
ENOD12 génnnek van-e funkcidja, és ha van, ez a funkcié elengedhetetleniil
szilkséges-e a giim&fejlddéshez vagy a hatékony nitrogénkdtéshez. E kérdés

22 2

legmegfeleldbb bizonyitdsi médja az ENOD12 génben mutdns névények eldallitdsa,
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illetve természetesen elGforduldé mutins novények azonositdsa és funkcionalis
vizsgdlata. E feladat nehézségét bizonyitja az a tény, hogy mostandig egyetlen
noduldciés génre sem sikeriilt mutdnst izoldlni, valamint egyetlen szimbiotikus

funkciéban hibds mutdns névény génjét sem sikeriilt azonositani.

2.6. A genetikai megkozelités jelentGsége a szimbiézisban szerepet jatsz6 novényi gének

vizsgalatdban

Egy adott bioldgiai folyamat megismerését nagymértékben eldsegithetjiik a folyamat
valamely 1épéséhez sziikséges gén(ek)ben hibds mutdnsok izoldldsdval és azok
jellemzésével. A hibas gént hordozé egyed vizsgalatakor biztosak lehetiink abban, hogy
a kérdéses gén nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az adott folyamatban.

A genetikai médszereken alapuld, mutédns izoldlasi és komplementalési eljarés - a
biokémiai megkozelitéssel Osszehasonlitva - a novényi genom nagy mérete miatt
azonban nehezebb, hosszi id6t és sok faradsdgot igényl6 munka. Gyorsabban érhet6k
el eredmények a masik médszer, a ¢cDNS génbankok differencidl- illetve szubtraktiv
hibridizdldsan alapulé biokémiai megkozelités alkalmazasédval. Ennek sordn
Rhizobiummal fert6zott (vagy Nod faktorral indukdlt) novényekbsl készitett cDNS
génkonyvtarbdl izolaljak azokat a klénokat, melyek nem taldlhat6k meg az indukélatlan
kontroll névényekbdl készitett cDNS géntdrban. A vildg szamos laboratériumdéban irtak
le ezzel a médszerrel izolalt korai és kés6i nodulin géneket, melyek koziil csoportunk
munkatarsai a nodulin-25 késdi noduldciés gént klénoztdk és jellemezték (Kiss és mtsai
1990.). Az el6z6 fejezetekben emlitett korai noduldcios géneket is ezzel a mdédszerrel
izoldltak. Az ilymédon klénozott génekr6l azonban csak annyit tudunk, hogy a
szimbi6zis sordn kifejez6dnek, arrél azonban, hogy van-e valamilyen funkciéjuk a
szimbiotikus folyamatban, csak feltételezésekkel rendelkeziink. A feltételezések

szekvenciaanalizisen és in situ hibridizdciés adatokon alapulnak, melyek alapjén e
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kérdést nem lehet megvélaszolni. A probléma megolddsdhoz elengedhetetlen a

mutéaciét szenvedett gének azonositdsan alapul6 vizsgélat.

2.6.1. Novényi szimbiotikus mutdnsok

A szimbiotikus nitrogénkotési funkcidjukban hibds noévényi egyedek izoldldsa
torténhet indukdlt mutagenezissel, illetve természetesen el6fordulé mutaciok
azonositdsdval. Mostandig szdmos pillangés fajbél izoldltak mutdnsokat, melyeket
keresztezések segitségével genetikailag jellemeztek (Caetano-Anollés és Gresshoff
1991., Kiss 1987a). A giimGképzési, illetve a szimbiotikus nitrogénkdtési hatékonysag
megvaltozasa alapjan hdrom kategoéridba sorolhatjuk a névényi mutdnsokat.

Az egyik csoportba azok tartoznak, melyek nem képeznek glimét effektiv
baktériumtorzs jelenlétében sem. Ezeket nevezziik giim&képzési (moduldcids, vagy
Nod") mutinsoknak. Ezek kétfélék lehetnek (Caetano-Anollés és Gresshoff 1991.).
Vannak olyanok, amelyeken a bakteridlis fert6zést kdvetSen semmilyen védlasz nem
figyelhet6 meg, vagyis sem gyokérszorgorbiilés, sem kérgi sejtoszt6dds nem mutathato
ki. Ide tartoznak példaul a széja nod139 (Mathews és mtsai 1989.) mutdnsa, melyet 775
rj6-nak is jelolnek (Mathews és mtsai 1986.), a borsé sym8-as (Markwei és LaRue
1992.) és a lucerna MnNC-1008-as (NN-1008) mutdnsa (Peterson és Barnes 1981.). A
keresztezésekbsl arra kovetkeztettek, hogy a muténs allélok recesszivek a vad tipusi
allélal szemben, és azt is megéllapitottdk, hogy az NN-1008 és az rjS rj6 mutécid
kialakuldsaért két lokusz felel6s (Peterson és Barnes 1981., Mathews és mtsai 1994). Az
ebbe a kategéridba tartoz6 mutdnsok kiilondsen érdekesek, mivel a bakteridlis
indukciéra adott novényi vélasz teljes hidnya miatt feltételezhets, hogy e novényekben
a Nod faktor receptordt kédolé gén szenvedett mutédciét, emiatt a novény képtelen
"érzékelni" a baktérium jelenlétét (Dudley és Long 1989.). A Nod™ mutdnsok masik
csoportjat azok a névények alkotjdk, melyek nem képesek giimd kialakitdsara, azonban

gyokérszor deformdcio illetve kérgi sejtosztddds indukdlédasa megfigyelhetd. Tobbek
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kozott a széja nod49 és nod772 (Mathews és mtsai 1989.) mutédnsai tartoznak e
kategéridba, melyek allélikusak a kordbban mar izolalt 71 mutaciéval, valamint a borsé
sym2-es mutansa (Lie 1971.) is e csoport tagja.

A novényi szimbiotikus mutdnsok mdsik kategéridjat a giimdét kialakito, de
szimbiotikus nitrogénkotésre vad tipusi baktérium jelenlétében is képtelen
nitrgénfixdciés (Fix") egyedek alkotjdk. Nitrdtot nem tartalmazé kozegben a
nitrogénhidny kovetkeztében a novények zoldtomege kisebb, giimdjik a vad tipusd
réozsaszin giimdvel ellentétben fehér, és mutatjdk a klordzis jellegzetes tiineteit (pl.:
levelek sarguldsa). E mutdns-kategéridba tartoznak példdul a széja Rj2, Rj3, Rj4
mutéciéi (Caetano-Anollés és Gresshoff 1991.), melyek domindnsan o6roklédnek, a
borsé sym13 (Kneen és mtsai 1990.), és a lucerna inl, in2, in3 és in4inS (Peterson és
Barnes 1981.) mutédnsai, melyeket tetraploid vonalakban azonositottak, és recessziv
orokl6déstinek bizonyultak. Hasonl6képp recessziv 0Orokl6dési a csoportunk
munkatarsai 4ltal izoldlt M. coerulea Fix1/9 mutéans is (Kiss 1987a), melyrsl a 2.6.1.
fejezetben lesz szo.

Az eddig felsoroltak mellett harmadikként meg kell emliteni az 1n.
"szupernoduldlé" pillangésvirdgi-mutdnsokat is, melyekre az a jellemzd, hogy
hatékonyabb nitrogénkotésre képesek, mint a vad tipusi egyedek, ezaltal zold tomegiik
megnovekedik. Két pillangés fajbél izoldltak ilyen mutdnsokat mostandig
(hivatkozdsokat 1asd: Schultze és mtsai 1994.). Bar a fenotipus jellege nem zirja ki a
poligénes ©rokl6dés lehetdségét, mégis azt tapasztaltdk, hogy az izoldlt mutansok
monogénesek és recessziv médon 6rokldnek (Carroll és mtsai 1985., Jacobsen és mtsai
1984.). Ilyen "szupernoduldlé" névény a szdja nts382 (mitrate tolerant symbiotic)
mutansa, mely az egyébként gatlé hatdsi magas exogén nitradtkoncentricié mellett is
megtartotta gliimSképzési képességét (Carroll és mtsai 1985a.). Mivel a noévény
alacsonyabb méretii a vad tipushoz képest, nitrogendz aktivitdsa viszont magasabbnak
bizonyult, feltehetden az autoreguldciés mechanizmust érintette a mutdcié, mely a

kialakul6 giim&k szdmét korlatozza. E kérdésre végleges véalaszt csak a gén izoldlasédval



30

kaphat6, mely folyamatban van, a térképezésen alapulé génklénozds modszerének

felhasznaldsaval (Landau-Ellis és mtsai 1991.).

2.6.2. A genetikai térképezés jelentGsége

Ha mar rendelkeziink meghatédrozott funkciéban hibds gént tartalmazé egyed(ek)el,
a muticié 4dltal érintett gén tovabbi vizsgdlatdhoz, funkciéjanak megismeréséhez
elengedhetetleniil hozzatartozik az adott gén izoldldsa. Ezt a feladatot a térképezésen
alapul6 génizoldlds mddszerének alkalmazasaval oldhatjuk meg.

Egy molekuldris markerek felhaszndlasaval késziilt genetikai térkép segitségével a
muticiét szenvedett gének helyzetét megallapithatjuk a genomban. Ezt kdvetSen a
hozzajuk legkiézelebb elhelyezkedd DNS-markereket kiinduldsi pontként hasznalhatjuk
a "genomsétdhoz", melynek segitségével az adott gént izolalhatjuk (Tanksley és mtsai
1989.). A vad tipusi gén mutidns novénybe torténd transzformdlasdval elvégzett
komplementéciés kisérletekkel igazolhatjuk, hogy az izolalt gén funkciondlis. Az e
munka elvégzéséhez nélkiil6zhetetlen lucerna transzforméciés és regenerdcids
rendszert Intézetliink munkatdrsai dolgoztak ki (Dedk és mtsai 1986.).

Az utdébbi tobb, mint tiz évben igen elterjedt a molekuldris markerek alkalmazasa a
genetikai térképezésben. A Restrikciés Fragment Hossz Polimorfizmuson (Restriction
Fragment Length Polymorphism v. RFLP), illetve a Random Amplifikalt Polimorf
DNS (Random Amplified Polymorphic DNA v. RAPD) technikdn alapulé markerek
hasznalatdnak szamos eldnye van a klasszikus géntérképezéssel szemben. Egy tobb szdz
DNS-marker felhaszndldsdval elkészitett géntérkép lehet6vé teszi egy adott gén
térképhelyzetének pontos meghatdrozdsit. A nemrégiben kifejlesztett "kupacoldsi”
technika (Michelmore és mtsai 1991.) felhaszndldsaval pedig a keresett génhez nagyon
kozeli (< 10 cM) DNS-markerek izoldldsdra van lehet8ség, ami a génizoldlashoz

sziikséges genomséta Utjat jelentGsen leroviditi.



31
Az eukaribta szervezetekbdl torténd génizoldlds teriiletén az utébbi néhdny évben
elért eredmények (Rommens és mtsai 1989., Leung és mtsai 1994., Bent és mtsai 1994.,
Mindrinos és mtsai 1994.) igazoljak azt az 4llitdst, hogy a mutdnsok szelekci6ja a
genetikai térképezésen alapul$ génizoldlassal parositva egyediildllé lehetGséget biztosit

funkcionalis eukariéta gének azonositdsahoz és jellemzéséhez.

2.6. Az értekezés eredményeit megalapoz6 el6zmények

Csoportunkban Dr. Kiss Gyorgy Botond vezetésével kezdddtek meg a lucerna
szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevs génjeinek megismerését célzé kutatdsok. E
munka célja olyan novényi gének izoldldsa és jellemzése, melyek a giimSképzési

folyamatban valamilyen specifikus funkciét ldtnak el.

2.6.1. Mutaéns izolalas diploid Medicago fajokb6l

Mutdnsok izoldldsa céljdb6l lucerna magok kobaltbesugdzassal torténd
mutagenezisébsl szdrmazé szimbiotikus nitrogénfixdlasi képességben hibds (Fix")
névényt azonositott Dr. Kiss Gyorgy Botond munkatérsaival a diploid Medicago sativa
ssp. coerulea lucernapopulédciéban. Az izoldlt mutdnst elnevezték Fix1-nek, a mutaciot
szenvedett gént pedig fixl-nek. A mutdns novénnyel szamos keresztezési kisérletet
végeztek. E vizsgdlatokkal igazoltdk, hogy a mutdci6 monogénesen, recessziv modon
oroklsdik (Kiss 1987a.). Emellett mikroszképos analizist végeztek a kialakult giim&kon,
és megallapitottdk, hogy a mutécio jellege hasonl6 a tetraploid lucerndbdl izolalt in2 és

in3 mutansokhoz (Kiss személyes kozlés, Vance €s Johnson 1983).
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2.6.2. A lucerna genetikai térképének megszerkesztése

A genetikai megkozelités jelentGségét felismerve csoportunk munkatirsai évekkel
ezelStt megkezdték a Medicago sativa komplexhez tartozé lucerna névények genetikai
térképének megszerkesztését.

Els6 1épésként megfelel6 novényeket kellett taldlni a térképezéshez. A
legmegfelel6bbnek a Medicago sativa komplexbe tartozé diploid,kékvirdga Medicago
sativa ssp. coerulea (Mc) és a szintén diploid, sarga virdgszini Medicago sativa ssp.
quasifalcata (Mq) (Kiss és mtsai 1993.) bizonyult. Ezek az alfajok idegenbeporzo, évels
névények, egymassal és a termesztett lucerndval is keresztezhetSk, mégis elég tavoliak
ahhoz, hogy kell6 szami genetikai polimorfizmust lehessen kimutatni bellik. A
kivalasztaskor igen fontos szempont volt, hogy e névények a csoportunkban régéta
hasznélt Rhizobium meliloti 41 baktériumtorzzsel effektiv szimbidzist adnak (Kiss,
személyes kozlés). Mivel e fajok a tetraploid termesztett lucerndval igen kozeli
rokonsdgban vannak, varhat6é volt, hogy a diploidokon elért eredmények a nagyobb
gazdasagi jelent6ségli tetraploid novényekre is érvényesek lesznek, ami el@segiti a
gyakorlatban torténd felhasznédlasukat.

A kivalasztott novényeket kereszteztitk, majd az igy el6dllitott F1 populédci6bdl az
F1/1 jeli novény onbeporzdsaval megkaptuk a 138 F2 egyedbdl 4llé6 térképezd
populaciét. E populécié felhaszndldsaval 89 morfolégiai, izoenzim és DNS marker
Oroklodését kovettitkk, és a kapott adatok alapjdn az egyes markerek sorrendjét
megallapitottuk. Az ilymédon megszerkesztett lucerna genetikai térkép nyolc
kapcsoltsdgi csoportot tartalmazott, mely megegyezik a lucerna haploid
kromoszémaszdmdval (Kiss és mtsai 1993.). A betérképezett markerek szdma
folyamatosan b@viil, mostanra meghaladta a 300-at (Kalé és mtsai 1994.), ami egyre
jobb "felbontdsi" térképezést tesz lehetévé. A lucerna részletes genetikai térképét
lathatjuk a 3. 4brén.

Az elkésziilt genetikai térkép lehetdvé tette szamos noduldciés gén helyzetének

megallapitdsdt, valamint a térképezd populdciéban el6fordulé  genetikai
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polimorfizmusok azonositdsét. Ez azt jelenti, hogy e populdciéban elvégezhettiik egyes,
molekuldris szinten megjelend, természetes mutdciék kimutatdsat, oroklédésiik
vizsgilatat. E munka keretében tervezziik a fix1 gén térképezését, valamint izol4lasét a
térképezésen alapul6 génizolélés felhasznaldsaval.

A térképezés olyan mutdci6k azonositdsdra is alkalmas lehet, melyek fenotipusosan
nem nyilvanulnak meg. E megkozelités eredményes alkalmazéséra szolgaltat példat az
ENOD12 génnel kapcsolatos munkédnk, melynek sordn bizonyitottuk, hogy térképez6
populdciénk egyes novényei az ENODI12 gén kiilonb6z§ vdltozatai (genetikai
polimorfizmus) mellett egy természetes médon kialakult mutdciét is tartalmaznak,
midltal a mutdciét homozigéta formaban tartalmazé névényekben lehetdvé valt a gén

funkcidjanak vizsgélata.
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3. abra. A lucerna nyolc kapcsoltsagi csoportot tartalmazo részletes genetikai térképe (Kald, személyes
kozlés 1993.) Az abran a markerek kozotti rekombinécios értékek szazalékat, és az e szdzalékértékek
alapjan, a Haldane térképfiiggvény (Haldane 1919.) felhasznaldsdval szdmitott térképtavolsagokat
abrazoltuk centimorganban kifejezve.
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3. CELKITGZES

Csoportunk munkdjanak alapvetd célja a lucerna szimbiotikus nitrogénkdotésben
résztvevs génjeinek molekuldris szinten torténd megismerése genetikai és biokémiai
modszerek alkalmazisdval. A dolgozatom targydt képezd vizsgdlatok elkezdésekor
célunk volt az ENODI12 korai noduldciés gén szimbidzisban betoltdtt szerepének
vizsgdlata lucerndban. Ennek sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

- az altalunk vizsgalt lucernafajokban hdny ENOD12 gén taldlhato,

- az elkésziilt lucerna genetikai térképen egy vagy tobb ENODI12 gént tudunk
kimutatni, mely kapcsoltsdgi csoportban helyezkedik el az ENOD12 gén(ek), illetve a
gének kozott van-e genetikai kapcesoltsag,

- tudunk-e azonositani diploid lucernapopuldciénkban olyan egyedeket, melyek
ENOD12 génjiikben mutéciét szenvedtek,

- a mutéciét hordozé novények keresztezésével olyan egyedeket terveztiink elGéllitani,
melyek homozigéta formédban hordozzdk a mutdns gént, ezdaltal alkalmasak a gén
esetleges funkcijanak vizsgilatara,

- a mutans homozigéta egyedek funkciondlis vizsgdlatdval azt terveztiik megvizsgalni,
vajon van-e létfontossagh szerepe az ENOD12 génnek a szimbidzisban, és ha van,
akkor milyen jellegii funkci6t 1t el,

- az ENODI12 szekvenciaadatok felhasznaldsdval milyen evoliciés rokonsagi

viszonyokat tudunk megallapitani az egyes pillangosvirdgiak kozott.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novényi anyag, és a térképezd populécié eldallitasa

A sargaviragi, diploid (2n=2x=16) Medicago sativa ssp. quasifalcata Sinsk. (Lesins
és Lesins 1979., Quiros és Bauchan 1988.) és a kék viragd, diploid (2n=2x=16)
Medicago sativa ssp. coerulea Ledeb. (Lesins és Lesins 1979., Quiros és Bauchan 1988.)
novények magjait Prof. Bécsa Ivdn Godollsi Mez6gazdasdgi Egyetem Kutatdintézete,
Kompolt) bocsitotta rendelkezésiinkre. Az Mqk93 jelii egyedi M. sativa ssp quasifalcata
novényt haszndltuk anyaként, az Mcw2 jelzésti M. sativa ssp coerulea egyedi névényt
pedig apaként abban a keresztezésben, melynek sordn el&éllitottuk az F1
hibridnemzedéket (F1/1, F1/2, F1/4, F1/5, F1/11, F1/12 és F1/13), melyek 4dtmeneti
(z61d) viragszinliek lettek. A sziil6k, valamint az utédnemzedék eltéré virdgszinei
egyszerii bizonyitékai annak, hogy az F1 nemzedék egyedei valéban keresztezésbdl,
nem pedig 6nbeporzédsbdl szarmaznak. Az F1/1 jelii egyedi F1 novény 6nbeporzasaval
allitottuk el6 a masodik utdédnemzedéket F2(S1[F1/1]). Az F2(S1[F1/1) populaci6é 138
egyede szolgilt szegregdlé populdcidként a genetikai térkép elkészitéséhez (Kiss és
mtsai 1993.). Az Mcw2 noévény Onbeporzdsdval allitottuk el§ az S1(S1[Mcw2])
utédokat. A névényeket 30 cm atmérdji cserepekben neveltiik iiveghdzi koriilmények

kozott 22-27 CP-on 16 6ras fényperiddussal. Mivel a novények évelGk, rendszeresen

metszettiik Gket és évente 1) cserépbe atiiltettiik.

4.2. Noduléciés teszt

Az Mqk93, Mcw2, F1/1, F2/11 és F2/35 jelzésti novényeket vegetativen szaporitottuk

hajtdsdarabkdk gyokereztetésével steril vermikulitban és tdpoldatban (1.4 mM KNOg,
0.5 mM KH5POy, 0.5 mM MgSOy4 x 7 HyO, 0.5mM [NHy]»SOy, 2.32 MM Ca[NO3],, x
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4 H50O, 0.037 mM KCl, 0.05 mM H3BO3, 0.05 mM EDTA, 8 uM MnSOy, x 4 H0, 0.5
uM ZnSOy4 x 7 Hp0, és 0.25 uM CuSO4 x 5 HpO, pH 5.7). Minden vonalbdl
minimdlisan 6t névényt neveltiink S napig a tdpoldat folyamatos biztositdsaval. Ezutdn
a tdpoldatot lecseréltiik csokkentett nitrogéntartalmi (0.25 mM KNOs3) oldatra, és a
gyokereket Rhizobium meliloti 41 vagy AK631 (Béanfalvi és mtsai 1981.)
baktériumtorzsekkel inokuldltuk. A giim&ket 30 nappal a fert6zés utan gytijtottiik dssze
szerkezetanalizis céljabdl. E giim6k nitrogénkdtési hatékonysdgit acetilén redukcié
méréssel allapitottuk meg, gazkromatografias eljaras alkalmazédsdval (Hewlett-Packard,

Palo Alto CA.).

4.3. DNS-technikaik, hibridizacié

Totdl névényi DNS-t 4-5 cm-es fiatal hajtasokbdl izoldltunk Dellaporta és
munkatérsai eljardsa felhaszndldsdval (Dellaporta és mtsai 1983.) Az izoldlt DNS-t
restrikciés endonukledzokkal megemésztettiik az enzimet el§allité cég (Amersham Int.,
New England Biol.) 4ltal biztositott pufferben, 37 CC-os vizfiirdében inkubdlva. Az
emésztett DNS-b61 koriilbeliil 10 ug-ot 0.8 % toménységli agarézgélen, elektromos
erGtérben futtatva elvédlasztottunk (Maniatis és mtsai 1982.). Az elvédlasztdst Tris-acetét
pufferben (50 mM Tris, 20 mM acetdt, 2 mM EDTA, 18 mM NaCl, pH 8.0) és 0.5
ug/ml EtBr-ot tartalmazo gélben végeztiik. A megfuttatott DNS-t UV-fényben (260
nm) lathatéva tettiik és lefényképeztiik. Ezutdn a gélben levd DNS-t kapilldris modszer
alkalmazasidval Hybond-N (Amersham Int.) membrdnra transzferdltuk (Southern
1975.). Hibridizaciés prébaként a pBRC176 nevii plazmidrél 5° és 3’ specifikus
primerek segitségével amplifikdlt MSENOD12A struktirgént tartalmazé DNS-darabot
(Allison és mtsai 1993.) hasznéltuk. A primerek felhasznédldsaval (5. abra szekvencidk)
az ENODI12A struktirgén 239 bazispart tartalmaz6 darabjat tudtuk amplifikdlni. Az
amplifikalt fragmenteket éjszakdn keresztiil Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris, 1 mM

EDTA) dializaltuk. A dializalt fragmenteket Feinberg és Vogelstein eljardsdnak
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felhasznédlasdval (Feinberg és Vogelstein 1983.) 0.5-5 x 109 dpm/ug DNS specifikus
aktivitasig alfa-P32-dCTP izotoppal megjeloltiik. A prehibridizaciét és a hibridizaciét
10 ml G+C puffert (Church és Gilbert 1984.) tartalmazé csGévekben légffitéses
hibridizdciés inkubatorokban hajtottuk végre (Robbins Scientific). A prehibridizaci6
idGtartama 10 perc és 2 6ra kozott volt, a hibridizaciot 10-16 6ran keresztiil végeztiik. A
hibridizaciés préba aktivitdsa 0.2-5.0 x 106 dpm/ml volt, a hibridizacié6 hémérséklete
pedig 65 CO vagy 55 C° volt. Hibridizalas utén a filtereket 0.1 % SDS- és 0.1 % SSPE-t
tartalmazé pufferben mostuk négyszer hisz percig. Az oldat/puffer ardny 750 ul/ cm?
volt, a mosds hGmérséklete pedig megegyezett a hibridizdciééval. A filtereket ezutan
autoradiograféltuk, amihez Medifort RP (Forte, Véic) rontgenfilmet hasznaltunk. Az

autoradiografiat -70 CO-on végeztiik.

4.4. Genomikus DNS-szakaszok PCR-amplifikdldasa

Az ENODI12 gén jelenlétét a novényi genomban PCR (polimerdz lancreakcid)
technika felhasznédlasaval végeztiik. Templatként a fentebb mar emlitett DNS-tisztitdsi
eljardssal késziilt totdl novényi DNS-t haszndltuk, primerként pedig az ENODI12-
specifikus oligonukleotidokat (Allison és mtsai 1993.). A reakciét 25 ul elegyben
hajtottuk végre, amely a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 1 x Taq polimeraz
puffer (Promega Corp.); 1 U Taq polimeradz (Promega Corp.); 1.5 mM MgCl,; 0.2 mM
dATP, dCTP, dGTP és dGTP; 1 pmol/ul primer. A reakciéelegyet 20 ul 4svdnyolajjal
fedtiik be. Ezt kovetSen a csoveket egy programozhaté termosztitba helyeztiik (LEP
Scientific, MJR), és az aldbbi h&mérsékleti ciklust programoztuk be: 94 C°© 30

masodperc, 55 C° 1 perc, 72 CO 1 perc, 35-sz0r ismételve.
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4.5. A PCR termékek klonozéasa és szekvenilasa

A PCR termékeket 2 % agar6z gélen vélasztottuk el, a fentebb leirt médszerrel. A
DNS fragmenteket DE81 papirra futtattuk, majd e papirrél 60 C° hémérsékleten,
magas sOkoncentrdci6ji oldatban visszaizoldltuk. Mivel a Tagq polimeraz a PCR
fragmentek 3’ végeire nagy gyakorisdggal extra adenin nukleotidot szintetizdl, az
eredményes klonozdshoz sziikséges e nukleotid(ok)nak az eltdvolitisa. E célra
klénozandé fragmenteket mung bean nukledzzal (Pharmacia) kezeltiik, mely csak az
egyszali DNS-lincot hasitja nukleotidokra. Az ily médon tompa véglivé alakitott
fragmenteket mindkét orientidciéban beklénoztuk az M13mpl19 fégvektor Hincll
helyére (Yanish-Perron és mtsai 1985.). A szekvendldst a Sanger altal leirt médszer
felhaszndldsaval végeztiik (Sanger és mtsai 1977, 1980.), 2 U Sequenase 2 enzim

felhasznaldsaval (US Biochem.).

4.6. Izoenzim analizis

A LAP izoenzim mintdzat megdllapitdsdra az alabbi eljardst hasznaltuk: 50 mg friss,
fiatal levelet homogenizaltunk 80 ul extrakciés pufferben (100 mM MES, 15 % v/v
ethylene glycol, 2 % v/v mercaptoethanol, 100 mM szacharéz és 0.1 M PMSF, pH 6.8).
Az oldatot mikro centrifugacsében 15 000 rpm-el 40 percig 4 C%-on centrifugaltuk. A
feliilasz6 8 ul aliquotjahoz 40 % szacharézban oldott 8 ul brémfenol kék oldatot
adtunk, és felvittiik nem denaturalé poliakrilamid gélre (160 x 100 x 1 mm, 7.5 %), és
Tris-glicin pufferben elektroforetizdltuk (Ornstein és mtsai 1964.). A gélt allandé
fesziiltséggel futtattuk (40/80 V) 16-20 6ran keresztiil. A géleket LAP enzimaktivitasra

festettiik a Vallejos altal leirt eljarassal (Vallejos 1983.)
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4.7. A genetikai kapcsoltsag szamitasa

A genetikai kapcsoltsag mértékének megéllapitdsahoz az ENOD12 és a LAP1 gének
genotipus adatait haszndltuk fel. A genotipusokat két populdciéban vizsgiltuk. A
térképezd populdcioban az egyes gének alléljait a kovetkez6képpen jel6ltiik: ENOD12
gén: ha az adott egyedben jelen van az ENOD124914 gén = E+; ha nincsen jelen (null
allél) = E-. LAP1 gén: ha az adott egyed a csak a LAP1 felsd csikot tartalmazza (vagyis
homozigéta erre az allélra): LALY, ha csak a LAP1 alsé csikot tartalmazza (vagyis
homozigéta az alsé csikra): LWlLW1, ha az adott egyed a LAP1 lokusz mindkét csikjat
tartalmazza, vagyis heterozigota: LWILd, Az Mcw2 novény onbeporzasabdl szarmazé
populdciéban a két gén alléljait a kovetkez8képp jeldltiik: ENOD12 gén: ha jelen
vannak az ENOD12%25 ¢s ENOD12%17 gének = E+; ha nincsnek jelen (null allél) =
E-. LAP1 gén: ha az egyed csak a LAP1 fels§ csikjat tartalmazta (homozigéta a felsd
csikra) = LW2LW2; ha csak az als6 csikot tartalmazta (homozigéta az alsé csikra) =
LW1L W1 ha mindkét csikot tartalmazta (heterozigéta) = LWILW2. A lefrasbél lathato,
hogy az ENODI12 allélok domindns-recessziven 6rokl6dé markerek, a LAP1 pedig
kodomindans 6roklésmenetet mutat.

Az egyes lokuszok k6zotti kapcsoltsdg mértékének meghatdrozasdhoz szamitogépet
hasznaltunk, ami azt jelentette, hogy az egyes genotipus adatokat szamokkal kellett
jelolniink, hogy a gép szamdira az egyes adatok értékelhet8k legyenek. Ennek az
igénynek megfeleléen mindkét populdciéban szamoztuk az ENODI12 és a LAP1

lokuszok alléljait az aldbbiak szerint: Térképezd populacio;

1: az egyed homozigéta az anyai allélra (L9LY),

3: az egyed homozigéta az apai allélra (LW1LW1),

2: az egyed heterozigota, mindkét allélt hordozza (LW1L9),

4: az egyed nem homozigéta az anyai allélra (ilyen
kategodria az ENOD12/LAP1 genotipusok koézott nincsen),

5: az egyed nem homozigéta az apai allélra (E+, ami lehet
homozigéta E+ vagy heterozigéta E+ /E-),

0: az adott egyedben erre a lokuszra nincs adat.
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Az Mcw2 novény Onbeporzasabdl szdrmazé populdciéban a genotipusok
jelolése megegyezik a felsoroltakkal, kivéve, hogy e populdciéban 1-es szimmal az
LW2LW2 genotipust jeldltiik, mely nem azonos az L9L4 genotipussal.

Az adatokbdl a rekombindciés gyakorisdgot és a kapcsoltsdg mértékét a maximalis
valésziniiség (maximum likelyhood) egyenlet (Allard 1956.) alkalmazésaval szdmitottuk
ki, a MAPMAKER program felhasznédldsdval (Lander és mtsai 1987.), illetve Griffiths
és munkatdarsai, valamint Rédei leirdsa alapjan (Griffiths és mtsai 1993., Rédei 1987.).
Egy adott rekombindciés gyakorisdg (p) esetén varhaté genotipus-ardnyokat

kontingencia-tdblazatokban foglaltuk Ossze.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az ENODI12 gének jellemzése M. s. quasifalcata k93 és M. s. coerulea w2

novényekben

Mivel az egyes pillangés fajok kiilonb6z6 szdmi ENOD12 gént tartalmaznak (2.5.
fejezet), kivdncsiak voltunk, hogy az 4ltalunk vizsgélt lucernanévényekben hdny
ENOD12 gén talalhatd, illetve ezek hasonl6ak-e mds fajok génjeihez. Arra a kérdésre
is valaszt kerestiink, hogy a két novény (Mcw2 és Mgk93) ENOD12 lokuszéan ki tudunk-
e mutatni genetikai polimorfizmust, ami lehet6vé teszi a gén térképezését. A kérdések
megvalaszolasdhoz Southern-hibridizaciés és PCR amplifikacios kisérleteket végeztiink
a két novénybdl szirmazé DNS felhasznéldsaval.

Els6ként az ENOD12 szekvencidk Southern hibridizaciés mintdzatat vizsgdltuk az
egymassal keresztezhet6 M. s. coerulea w2 (Mcw2) és M. s. quasifalcata k93 (Mqk93)
lucerna névényekben. A Southern-hibridizaciéhoz az ENOD12A gén (SA) (Allison és
mtsai 1993.) 239 bazispar hosszlsdgi fragmentjét haszndltuk fel hibridizécids
prébaként, melyet a két novénybdl izolalt és EcoRI restrikcids endonukledzzal
megemeésztett, totdl novényi DNS-hez hibridizaltattunk. Eredményként azt kaptuk (4 A.
abra, Mgk93 és Mcw2 oszlopok), hogy az Mgk93 névény egy 14 kilobazis (kb)
nagysagi, mig az Mcw2 névény hdrom darab - egy 25, egy 17 és egy 12 kb nagysagu -
EcoRI fragmentet tartalmazott. A két novényben tehat kiilonb6z6 ENOD12 gének
talalhatok, vagyis a két egyed kozott genetikai polimorfizmus van az ENOD12 génben.

A fentebb leirt kiilonbségeket polimerdz ldncreakci6 (PCR) technika
felhasznédldsédval is ki tudtuk mutatni. A reakciéhoz templatként a két névénybdl izolélt
totdl DNS-t hasznéltuk, amelyeken az ENODI12 struktirgénre specifikus 3’ és §’
primerekkel végeztiik el az amplifikdciot. Az Mgk93 n6événybdl egy 269 bazisparos (bp)
fragment amplifikalédott (QA), mig az Mcw2-b&l egy 299 bp-os (CB) és egy 239 bp-os
(CA) fragmentet tudtunk kimutatni (4 B. dbra Mgk93 és Mcw?2 oszlopok). A PCR-
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A.
F1
Mc Mc Mq —
w2 w3 k93 1 11
kb 12 13
25 »
17 - —
14>
B.
F1
Mg Mc T —
k93 w2 1 1 12 13
bp
299
-
269+
—
239

4. abra. Az ENOD12 gének kimutatasa diploid M. s. quasifalcata k93 (Mgk93) és M. s. coerulea w2 és w3
(Mcw2 és Mcw3) novényekben és ezek F1 utodaiban.

A. A sziilsi és utobdnovények EcoRI enzimmel emésztett DNS-ének Southern hibridizacigja ENOD12
specifikus probéaval. Hibridiz4ciés probaként az MSENOD12A gént tartalmaz6 pBRC176 plazmidrél 5° és
3¢ specifikus primerek sgitségével amplifikalt fragmentet hasznéltuk. A hibridizaciét magas hémérsékleten
(65 CO) hajtottuk végre. Az Mcw2 és az Mcw3 a M. s. coerulea populéci6 egyedi novényei.

B. Az ENOD12 primerek (5. dbra) hasznélatéval amplifikalt fragmentek a sziil6i és utéd DNS-ekbdl.
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amplifikdciés és Southern-hibridizdciés eredmények alapjdn, azt a munkahipotézist
allitottuk fel, hogy az Mcw2 novény két kiilonbozs (ENOD12W25 és ENOD12%7), az
Mqgk93 pedig egyféle ENODI12 gént (ENOD12414) tartalmaz. E feltevésiink
bizonyitasarél az 5.2. fejezetben lesz szo.

Azt is sikeriilt megéllapitani, hogy az Mcw2 egyedbdl kimutathaté két amplifik4ciés
termék (CA és CB) mérete megegyezik a M. sativa névény megfelel6 fragmentjeiével
(SA és SB), mig az Mqgk93 egyed (QA) amplifikditumdnak mérete azonos a M.
truncatula névény megfeleld (TA) fragmentjének méretével. Az Mcw2 ndvényben

taldlhatd, 12 kb-os, gyengébben hibridizdl6 fragmentrsl az 5.4. fejezetben lesz sz6.

5.2. Az ENODI12 gének evoliciéja

Az Mqgk93 és az Mcw2 novényekbdl szdrmazé amplifikdciés termékek
szekvenciaanalizise lehet6vé tette szdmunkra, hogy a kordbban mar kozolt
szekvenciaadatok (Scheres és mtsai 1990a., Govers és mtsai 1991., Pichon és mtsai
1992., Allison és mtsai 1993.) felhaszndldsdval a kiilonb6zd pillangésvirdgiak ENOD12
génjei kozotti rokonsdgot megdllapitsuk. A kordbban mér emlitett egy Mqk93 és két
Mcw?2 amplifikdciés terméket gélbdl izoldltuk és M13mp19 fagvektorba klénoztuk. Az
Mcw2 novénybsl két klont szekvendltunk meg, melyek a nagyobbik, a 299 bp-os
fragmentet (CB, CB/1) tartalmaztdk , és négy olyat, amelyek a kisebbet, a 239 bp-ost
(CA, CA/1, CA/2, CA/3). A CB/1 megegyezett a CB-vel, kivéve, hogy egy bazispar
hidnyzott a 210. pozicibban. A CA és a CA/1 azonos volt, mig a CA/2 egy C
nukleotidot tartalmazott a 272. poziciéban és a CA/3 egy C és egy T nukleotidot
tartalmazott a 38. és 237. poziciékban. Az Mgk93 négy klonjat vizsgaltuk, melyek a 269
bp-os fragmentet tartalmaztdk (QA, QA/1, QA/2, QA/3). A QA/1 és a QA/2
klénokban egy T és egy A nukleotidot taldltunk a 190. és a 242., a QA/2 pedig egy
bazispédros delécidt tartalmazott a 241. pozicibban. A QA/3 megegyezett a QA-val,

kivéve, hogy ez a klon a 193-as pozici6tol kezdve csonkolt. E kiilonbségeket a PCR
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reakciohoz hasznélt Taq polimerdz enzim melléktermékeiként értelmezhetjiik (Tindall
és Kunkel 1988.). A CA, CB és QA szekvencidk koziil egy-egy reprezentativat az 3.
abran figyelhetiink meg. Ezen az 4bran kisbetiivel jeleztitkk azokat a nukleotidokat,
melyek nagy valésziniiséggel a Taq polimerdz hibajabol szarmazé téves beépiilések,
melyeket a tovdbbi szamitdsokndl figyelmen kiviil hagytunk. Feltételeztiik, hogy a QA
bazissorrendje reprezentdlja az Mqk93 névény ENOD12q14 génjét, mig a CA és CB
megfelel az Mcw2 ENOD12%25 és ENOD12W17 génjeinek. Az egyes szekvencidkat a
M. sativa ENODI12B (SB) bazissorrendjének templatként valé felhasznaldsaval
illesztettiik (Allison és mtsai 1993.). Ebbél az elrendezésbdl latszik, hogy az Mcw2-bél
szdrmazé CA és CB gének nagymértékben homolégok a M. sativa ENOD12B (SB) és
ENOD12A (SA) génszakaszokkal. Azt is megéllapitottuk, hogy az Mgk93 névény QA
fragmentje hasonl6é a TA szekvencidhoz, amely a M. truncatula cv. Jemalong ENOD12
génjét jeloli (Pichon és mtsai 1992.). A CA, SA gének egy jellegzetes 30 bp-os, a QA és
TA gének egy szintén jellegzetes 60 bp-os deléciét tartalmaztak. Ezek az eredmények
aldtamasztjak feltételezésiinket, hogy az Mcw2 novény két kiilonbozs, az Mqk93 pedig
egy ENOD12 gént tartalmaz.

Amint az az 5. dbrén is latszik, a bors6 PA és PB ENOD12 darabjait tartalmaz6
illesztett szekvencidk hasonléak egymdshoz. A leglényegesebb kiilonbségek azok a
deléciok, melyeket a szekvencidk egymds mellé rendezésekor figyelembe kellett
venniink. Ezek a delécidk a leolvasési keretet nem véltoztattdk meg, igy ezek a gének
kiilonb6z6 méretli, de hasonlé funkciéért felelés fehérjéket kédolhatnak.

Az illesztett szekvencidk kozotti nukleotid-kiilonbségeket az Osszes parositasi
lehet6ség esetében kiszdmoltuk. Az abszolit kiilonbségek szdmat és szdzalékos értékeit
tiintettiik fel az 1. tdbldzatban. A delécidkat egy eltérésnek vettiik. Az ebbdl szamolt
szazalékértékek szintén megtaldlhaték az 1. tdblazatban, melyek alapjdn evolicids fét
készitettiink (6. dbra) az Gsszekvencia médszer és a tdvolsdgmdtrixon alapulé mdédszer
felhaszndldsaval (Kimura 1980., Saiton és Nei 1987.). A Medicago ENOD12 elagazasi
pontja A és B génre megeldzte a M. truncatula levalasat a M. sativa komplexrdl, bar e

két esemény igen kozel van egymashoz (6.1 +- 0.4, 5.9 +- 0.5). Az eldgazési pontokat a
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SB CTGCTCTTGTCCTTGTTCCTCAAGGCTTTGCTGAATATTACCTTAATCCTGCCTATAGGC
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5. abra Az ENODI12 gének szekvencidjdnak Osszehasonlitdsa. A szekvencidk csak a a gének ENOD12
specifikus primerek 4altal kozrefogott kdédolé részét tartalmazzak. A specifikus primerszekvencidkat
alahazassal jeloltik. Roviditések: SA és SB: a M. sativa cv Nagyszénasi ENOD12A és ENOD12B génje, CA
és CB: A M. s. coerulea ENOD12A és ENOD12B génje, QA: M. s. quasifalcata k93 ENOD12 génje, TA: A
M. truncatula cv Jemalong ENOD12 génje, PA és PB: A Sparcle és Feltham First bors6 kultivarok
ENODI12A és ENOD12B génjei. A kisbetiik a lehetséges PCR-hibékat jelolik, a pottyok az 6sszehasonlitas
soran SB-vel megegyezd nukleotidot jelolik, a szaggatott vonalak a deléciot, mig a kérdGjelek ismeretlen

nukleotidot jelolnek, mivel e régiot a PCR primer atfedte.
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Klldnbségek szama

QA/CA|SA|PA|PB
. 131212 71|57
® cs|18i 11| 69 | 53
5 TA| 8.4 61 | 49
1}? QA| 5.9 81| 48
E  |calss 48 | 35
2 SA |83 48 | 35
PA [29.5/28.3 22

P8 {33.7/31.4/34.5/34.5(32.1{32.1/13.9

1. tablazat Az ENOD12 szekvencidk kozotti killonbségek szdménak métrixa. Minden lehetséges ENOD12
génpdrositidsra megadtuk a kiillonbségek szamat, melyeket az 5. abran lathat6 szekvencisk illesztése soran
kaptunk. A primerrégidkat kihagytuk a szdmitdsokbol. A kiilonbségek abszolit értékébdl a szizalékos

killonbségértékeket is kiszamoltuk, és feltiintettik a tablazatban. A roviditések megegyeznek az 5. dbranal
hasznaltakkal.

SA CA CA TA P8 PA

e
.
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10 _|
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6. abra Az ENODI12 gének lehetséges evoliacibja. Az ENOD12 szekvencidk kozotti szazalékos
kiillonbségértékek felhasznaldsaval készitettilk el az ENOD12 gének evolucids fajat. Az eldgazasok kozotti

sativa komplexnél 6.1 +- 0.4, a Medicago ENOD12A /B esetén 5.9 +- 0.5. A nyilak a kiilonbdz8 vonalak
elvélasat jelolik. A roviditések megegyeznek az 5. dbran hasznaltakkal.
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kozos Os szekvencia modszerrel hatdroztuk meg (Kimura 1980.), melynek sordn
figyelembe vettiik a 268. poziciéban elhelyezkedd nukleotidokat (TA, QA, SA és CA
egyiitt mutéltak), a TA és QA szekvencidkban taldlhaté deléciok méretét €s helyzetét
csakigy, mint az SA és CA szekvencidk deléci6it. Az adatokbdl késziilt evoliciés fat
lathatjuk a 6. dbran, melyen az egyes fajok ENOD12 génjei, illetve ezt kiterjesztve az

egyes novények k6zotti rokonsdgot abrazoltuk.

5.2. Az ENODI12 gének oroklddése az Mqk93 és az Mcw2 novények utédaiban: A null

allél kimutatasa

Mivel az Mcw2 és az Mqgk93 novények ENODI12 génjei kozott  genetikai
polimorfizmust talaltunk, a gén térképhelyzetét megallapithattuk. Ehhez el6szor a két
novény keresztezésébsl szarmazé F1 utédokban az ENODI12 genotipusédt hatdroztuk
meg. A keresztezéshez az Mgk93-at hasznaltuk anyandvényként, az Mcw2-t pedig
apaként (Kiss és mtsai 1993.). Az F1 novények EcoRI restrikciés enzimmel emésztett
DNS-ének ENOD12 specifikus prébaval végzett hibridizal4dsa sordn azt az eredményt
kaptuk, hogy egyes F1 novények csak az Mgk93 noévényben taldlhat6 ENOD12 gént
(ENOD12914)  6rokolték, mig mésokban mindkét szills génje megtaldlhat6
(ENOD12914, valamint ENOD12%25 ¢s ENOD12%17). Az F1 populéciébol
kivdlogatott néhany egyed hibridizaciés mintdzata 1athaté a 4 A. abran (F1 oszlopok).
Az F1/1 és F1/12 csak az ENOD12414 gént tartalmazza, mig az F1/11 és az F1/13
mindhdrmat (ENOD12414, ENOD12%25 ¢s ENOD12W17),

E novényekben az ENODI12 gének mintdzatdit PCR amplifikdcids kisérlettel is
vizsgaltuk, melynek eredménye a 4 B. dbrdn ldthat6. A DNS hibridizdciés adatokkal
megegyezben az F1/1 és az F1/12 egyedekben csak az Mgk93-ra jellemzd 269 bp-os
fragmentet tudtuk kimutatni, az F1/11 és az F1/13 utédokban pedig a két sziilére
jellemz8 mindhdrom DNS-szakasz amplifikdlodott (239 bp, 269 bp, 299 bp). Mivel

talaltunk olyan F1 névényeket a két sziil6 utédai kézott, melyek csak az egyik sziil6bol
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kivélasztottuk az F1/1 novényt, majd Onbeporoztuk, és az ebbdl szdrmazé F2
utédnemzedékben (S1[F1/1]) vizsgdltuk az ENODI12 gének oroklésmenetét. E
populédciébdl szdrmazé 137 egyedi novény (egy novény kipusztult) EcoRI enzimmel
emésztett DNS-ét hibridizaltuk az ENODI12 specifikus prébédval. Tizenhdrom olyan
egyedet taldltunk, melyek nem tartalmaztak az ENOD12 prébdhoz hibridizal6
fragmentet. E hibridizaciobdl szdrmazé reprezentativ mintdkat lathatunk a 7. dbran.
" Megfigyelhetjiik, hogy az F2/11, F2/35 és az F2/89 n6vények egyaltaldin nem mutatnak
hibridizaciés jelet. E noévények genomidlis DNS-ével készitett amplifikdciéon sem
taldlunk ENOD12-re jellemz6 fragmentet (Csanddi és mtsai 1994.). Hipotézisiinket
aldtdmasztja az az eredmény is, hogy a Mcw2 noévény Onbeporzdsdbdl szdrmazd
utédnovények kozott olyan noévények is taldlhatéak, melyek nem tartalmaznak
ENODI12 gént, vagyis homozig6tdk az ENOD12%0 allélra (5.4. fejezet).

Az altalunk vizsgalt novények ENOD12 génjében kimutatott polimorfizmus lehet6vé
tette szamunkra, hogy az egyes ENOD12 géneket térképezziik. Bér feltételezhetd volt,
azonban kisérletesen még nem bizonyitottuk, hogy a kiilonb6z6 ENOD12 gének
ugyanabban a kromoszémarégioban helyezkednek el. Az egyes gének
térképhelyzetének megéllapitdsdhoz tovabbi kisérletekre volt sziikség. A térképezési
kisérletekkel védlaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az altalunk vizsgalt ndvények

genomjaban taldlhat6-e tobb, ENOD12 gént tartalmazé kromoszémalis régio.
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7. 4bra Az ENOD12 allélok szegregiciéja az S1(F1/1) populaciéban. Az ENODI12 specifikus proba
hibridizaci6ja az Mqk93, Mcw2 az F1/1 és néhény kivalogatott S1 utédhoz (S1[F1/1]). A 11, 35 és 89
szdmi S1 novények bizonyultak null allélosnak.
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5.3. Az ENOD12914 gén térképhelyzetének meghatarozasa

Az Mcw2 és Mqk93 novények ENOD12 génjében kimutatott, az F1/1 névénybe
6roklsds  genetikai  polimorfizmus (ENOD12414/ENOD12%0)  lehetsvé tette
szamunkra a gén térképezését. A térképhely meghatarozasdhoz az F1/1 noévény
onbeporzasabél szdrmazé F2 [S1(F1/1)] térképezfi populéci6é egyedeinek ENOD12
genotipusat dallapitottuk meg. A térképezd populdcibban az ENOD124914 gén
dominans-recessziv médon 6rol6dott, mivel heterozigéta allapotban az ENOD12414
allél "eltakarja" a null allélt. A kapott genotipusadatokat szamitégépbe vittiik az
"Anyagok és modszerek" fejezetben leirt médon, és ennek segitségével kerestiik azokat
a mar ismert térképhelyzetli markereket, melyek az ENOD12414 génnel kapcsoltsagot
mutatnak. Megallapitottuk, hogy e gén a lucerna genetikai térkép 3. kapcsoltsagi
csoportjdnak egyik végén elhelyezked6 LAP1 izoenzim génjétsl (8. &abra) 23
centimorgan genetikai tdvolsdgra helyezkedik el (Kiss és mtsai 1993.). Ez a
térképtavolsag j6 egyezést mutat a tovdbbfejlesztett genetikai térképen megfigyelhet6

27 centimorgan (24 % rekombindci6) tavolsdggal (Kal6 személyes kozlés 1993. 3. 4bra).

8. dbra Az Mqk93, az Mcw2, az F1/1 novények, valamint az F2[Sl(F1/1)] populacié néhany egyedének
LAP1 genotipusa. Jelolések: 1 = L4 (Mgk - bél szarmaz6) allél, 2 = w1 (Mcw2 - b6l szarmazo) allél.
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Az F1/1 novénybe az ENOD12%25/w17 gének nem o6rokl6dtek. Ez azzal a
kovetkezménnyel jart, hogy a térképezs populdcié felhasznaldsdval nem tudtuk
meghatarozni helyiiket a kapcsoltsdgi térképen. Az eddigi térképezési munka sordn
tehat csak az ENOD12914 gén térképhelyzetét tudtuk megallapitani. Ez azt is
jelentette, hogy nem tudtuk kizérni, hogy az ENOD12%25/W17 ggnek az ENOD12414-
t6l eltér6 kromoszomadlis régioban helyezkednek el az Mcw2 lucernandvény

genomjiban.

5.4. Az ENOD12%25 65 az ENOD12%17 gének térképezése

Az el6z6 fejezet végén leirt ok miatt, vagyis, hogy a genetikai térkép elkészitéséhez
térképezs populédcidként szolgalé F1/1 névénybe és annak utédaiba nem 6rokldtek az
Mcw2 sziil6b6l szdrmazé gének (ENOD12W25/W17) ¢ két gén térképhelyzetének
megéallapitdsara mdas megkozelitést alkalmaztunk. A gének térképezésére azért volt
sziikség, mert ennek révén bizonyithatjuk, hogy vajon az ENOD 12W25/w17 ugyanabban
a kromosz6émadlis régiéban talalhaté-e, mint az ENOD 12914 apel.

Az ENOD12%23 ¢s az ENOD12%17 gének térképhelyzetének megéllapitdsa céljabol
szegregaciojukat megvizsgaltuk az Mcw2 névény onbeporzott utédaiban (S1[Mcw2]), és
a kapott genotipusadatokat felhaszniltuk a LAP1 génnel val6 kapcsoltsag mértékének
megallapitdsdra. Amennyiben ez az érték kozelitéen egyezik az ENOD12914 /LAP1
gének kapcsoltsdganak értékével, megallapithatjuk, hogy az ENOD 12914 &5
ENOD12%25/w17 ugyanazon a kromoszéman helyezkednek el, viszont azt nem tudjuk
meghatarozni, hogy a LAP1 génhez képest melyik irdnyban taladlhatok.

A 149 S1 ut6dbdl 137 egyed ENOD12 és LAP1 genotipusat hataroztuk meg. Az
ENOD12 genotipusokat DNS-DNS (Southern) hibridizaciéval és PCR amplifikacidval
hatdroztuk meg, a LAP1 esetében pedig az izoenzim mintdzatot kovettiik nyomon.

Néhdny S1 utéd Southern-hibridiziciéval megéllapitott ENOD12 genotipusat lathatjuk
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a 9. 4bran, mig ugyanezen popul4ciébol szdrmazé egyedek LAP1 genotipusat a 10.

4dbran tiintettiik fel.
Al
S1(Mcw2)
Mc | 1
kb w2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
25
17 —
12 —
Bl
S1(Mcw2)
1 A ]
kb 16 H 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
25 — |
17 —
12 —

- e s

9. abra Az ENOD12%25/ENOD12%17 génck oroklodése az Mcw2 ndvény onbeporzéssal eldallitott
utédaiban (S1[Mcw2]). A hibridizaci6t 55 C®-on (a 4. dbran lathaté hibridizaciénél alacsonyabb
h&mérsékleten) végeztiik.
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10. dbra Az Mcw2 novény Onbeporzasibdl szdrmazé S1(Mcw2) populacié néhany egyedének LAP1
genotipusa. Jelolések: 1 = LY2 allél; 2 = LV allél. A térképezéshez hasznélt F1/1 novénybe koziilitk csak
a 2 jelti (LW1) allél jutott 4t.

Az 4bran az Mcw2 novényre jellemzd két LAP1 allél szegregicidja lathats. A
Southern-hibridizacié sordn az Mcw2 novény két fels6, ENOD12-vel hibridizal6 savja
(ENOD12%25 ¢s ENOD12W¥17) egységes mintézatot mutatott, mig az alsé 12 kb-os sév
eréssége a hibridizacios koriilményektdl fiiggben véltozott. Ez utébbi ugyanis kénnyen
kimutathaténak bizonyult alacsony hémérsékleten (55 C©), azonban igen gyengén
lathat6 abban az esetben, ha magasabb h&mérsékleten (65 C©) hajtottuk végre a
hibridizalast. (1d. 4. dbra és 9. dbra 6sszehasonlitva). E fragment részletes targyaldsat a
6. fejezetben talédljuk.
A legtobb utéd orokolte az ENOD12%25 ¢s ENOD12W17 géneket, azonban néhany
koziilik nem adott hibridizaciéra utald jelet (2, 8, 10, 11, stb. S1 novények). Ez az
eredmény aldtdmasztja hipotézisiinket, hogy az Mcw?2 sziil6 heterozigéta az ENOD12
lokuszra és egy null allélt (ENOD12WO) hordoz az egyik, valamint az
ENOD12%25 JENOD12%¥17 géneket a mésik homolég kromoszémajén.

Az S1(Mcw2) populdci6 114 egyedének ENODI2W25/W17 &5 LAP1

genotipusadatait hasznaltuk a két gén kozotti genetikai tdvolsdg meghatarozédsara. Bar
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mindkét gén torzult (distorted) szegregdciét mutatott, kapcsoltsigukat meg tudtuk
dllapitani. Az ENOD12 genotipusok ardnya:

E+ :E- =93 : 21,
a LAP1 genotipusardny pedig:

LW2L W2 w2 Wl pwlpwl = 26 66: 22
volt. Az egyes genotipusadatok ellenorzése sordn megdllapitottuk, hogy az adatok
torzultak, és a torzultsdg mértéke az egyes gének esetében hasonld. A két gén kozotti
kapcsoltsdg mértékének szdmitdsdhoz felhaszndlt S1(Mcw2) egyedekben a kovetkezd
genotipus-megoszldst kaptuk a ENOD12/LAP1 gének esetében:

E+ : IWILW! = 11 egyed E-: VLWL = 11 egyed
E+ : LWILW2 = 56 egyed E-: IV1IW2 = 10 egyed
E+ : LW2LW2 = 26 egyed E-: IV21%2 = 0 egyed

A kapott adatokbdl szimolt genotipus-ardnyokat a 2.A. tdbldzatban mutatjuk be.

Az adatokbdl a két gén kozotti rekombindcids gyakorisdgot és térképtdvolsdgot a
maximdlis valdszinGiség (maximum likelyhood) egyenlet alapjdan, a MAPMAKER
program (Lander és mtsai 1987.) felhaszndldsdval szdmitottuk ki. Megdllapitottuk, hogy
az S1(Mcw2) populdcidban a két gén kozott a rekombindcid értéke 21 %, mely jo
egyezést mutat ezekre a génekre a té€rképezd populdcidban meghatdrozott 24 % (Kalo
személyes kozlés 1993. 3. dbra) rekombindcidés gyakorisdggal. A rekombindcids
értékekbdl a MAPMAKER program felhaszndldsdval a Haldane térképfiiggvény
(Haldane 1919.) alapjan torténd szdmitdsokkal 28 centimorgan térképtdvolsdgot
kaptunk. Ez jé egyezést mutat a térképezd populdcidban kapott 27 centimorgan (Kald,
személyes kozlés 1993. 3. dbra) értékkel.

Az S1(Mcw2) populdcicban a LAP1/ENODI12 gének kozott 21 % (p=0.21)
rekombindciés gyakorisdg esetén vdrhat6 genotipus-megoszlast szintén a 2.A.
tdbldzatban ldthatjuk. Ezeket az ardnyokat Osszevetve a kapott genotipusértékekbol
szdmolt ardnyokkal (2. tdbldzat), jO egyezést taldlunk, bar meg kell dllapitanunk, hogy

az adataink torzultak.



56

LAP1/ENOD12 genotipusadatok kontingenciatablazata az S1(Mcw2) populaciéban

Var értékek ENOD12w25/w17
p=0.21 5@E+) | 3(E)
1 (wiw) | 02388 | 0.011
LAP1 | 2 (Lwiw) | 0.4168 | 0.0828
3 (LwLw) | 0.0938 | 0.156

Kapoll értékek ENOD12w25/w17
5(E+) | 3(E)

1(wiw) | 0.228 | 0.0000

LAP1 [ 2 (Lwiw) | 0.4912 | 0.0877

3 (LwLw) | 0.0964 | 0.0964

OPD13-1/LAP1 genotipusadatok kontingenciatablazata az S1(Mcw2) populécioban

Varl értékek OPD13-1
p=0.28 10 | 4 (0%
1(wiw) | 01296 | 0.1204
LAP1 [ 2 (Lwiw) | 0.1008 | 0.3992
3 (Lwlw) | 0.0196 | 0.2304

Kapott értékek OPD13-1
1 (O-) 4 (O+)
1 (wlw) | 0.1240 0.1167
LAP1 | 2(Lwiw) | 0.1094 | 0.4817
3 (LwLw) | 0.0145 0.1532

OPD13-1/ENOD12 genotipusadatok kontingenciatablazata az S1(Mcw2) populaciéban

Vart értékek ENOD12w25/w17

p=0.05 5(E+) | 3(E-)

OPD13-1] _1(0+) | 0.2494 | 0.0006
4(0-) | 0.5006 | 0.2494

Kapott ériékek ENOD12w25/w17
5(E+) | 3(E-)

OPD13-1] 1(0+) | 02536 | 0.0000
4(0-) | 05501 | 0.1956

2. tablazat. Hirom marker genotipusadatai szdzalékban kifejezve az S1(Mcw2) populaciéban
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A térképezs és az S1(Mcw2) populdciéban a LAP1 és ENOD12 gének k6zott kapott
rekombindciés  szdzalékok és  térképtavolsagok  Osszehasonlitdsa  alapjan
megallapithattuk, hogy az ENOD12%25/w17 gének genetikailag kapcsoltak a LAP1
génnel, és attél valé genetikai tdvolsiguk hasonlé az ENOD12414/LAP1 gének
térképtavolsdgahoz.

Az is kideriilt tovdbba, hogy az altalunk vizsgalt populdciékban egyetlen olyan
egyedet sem taldltunk, melyben az ENOD12%25 ¢s az ENODI12W17 kozott
rekombinécié tortént (vagyis mindkét hibridizalé fragment mindig egyiitt 6roklédott),
ami azt jelenti, hogy e két gén szoros kapcsoltsdgot mutat.

Az eredmények alapjdn azonban nem lehetett eldonteni, hogy az ENOD 12W25/w17
gének a LAP1 génhez képest a kromoszéma vége felé (mint az ENOD12q14) vagy
azzal ellentétes irdnyban helyezkednek-e el, azaz valéban ugyanabban a kromoszémalis
régiéban taldlhatk-e, mint az ENOD124914, A kérdést a harom pontos térképezés
alkalmazéisaval terveztiik megvalaszolni. Ennek sordn hdarom genetikai marker
egymashoz viszonyitott térképtavolsdgait hatdrozzuk meg, amibsl az egyes markerek

sorrendje egyértelmiien megéllapithato.

5.5. Az OPD13/1 RAPD marker felhasznildsa a hirompontos térképezéshez

Az ENOD12414 gén a lucerna genetikai térkép harmadik kapcsoltsagi csoportjdnak
végén helyezkedik el, amint azt az 5.3. fejezetben részletesen targyaltuk. Ebben a
kromoszémalis régioban a LAP1 gén kivételével nem volt térképezett genetikai
marker. A hdrompontos térképezés megval6sitdsdhoz elsé 1épésként azonositanunk
kellett egy olyan markert, amely genetikailag kapcsolt mind az ENOD12%25/W17 mind
pedig a LAP1 génekkel. E markert haszndlhatjuk harmadik pontként a térképezés
sordn, melynek segitségével meghatdrozhatjuk az ENOD12W25/w17 gének helyzetét a
LAP1-hez képest.
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A genetikai marker azonositdsdhoz a Random Amplifikalt Polimorf DNS (RAPD)
nevii technikdt (Williams és mtsai 1990.) hasznaltuk. A PCR-amplifikdciéon alapulo
eljards lehetdvé teszi genetikai markerek szegregdciéjdnak nyomonkovetését,
térképhelyzetének meghatarozdsidt. E munka sordn 10 egységbdl allo, tetszdleges
béazissorrendii oligonukleotidot hasznalunk primerként a PCR reakciéban, €s ilym6don
szamos amplifikdlodé6 DNS-fragmentet kapunk, melyek koziil a polimorfizmust
* mutaték 6roklésmenetét kovetjiik. A térképezéshez a korabban mar emlitett, az Mcw2
névény oOnbeporzdsibél (S1[Mcw2]) szdrmazd, illetve a szintén emlitett térképezd
populdci6t hasznljuk. Az S1(Mcw2) populdciéban az ENOD12W25/W17 aji¢llal
kapcsolt markert prébdlunk azonositani, majd e populdciéban meghatdrozzuk a marker
tavolsdgit a LAP1 és az ENOD12W25/W17 genektsl. Ezt kovetSen a térképezd
populaciéban kiszamitjuk a marker genetikai tévolsdgdt a LAP1 és az ENOD12914
génekt6l. Ha a két populdciéban kapott értékek egyeznek, megallapithatjuk, hogy az
ENOD12W25/W17 &5 az ENOD12914 gének ugyanabban a kromoszémarégioban
taldlhatok. |

Elgondoldsunk 1ényegét a 11. abran vazoltuk. Két lokuszt tiintettiink fel az 4bran, az
ENOD12-t és egy RAPD-vel elgdllitottat. A RAPD marker esetében a + jelii allélr6l
amplifikalodik fragment, mig a - jelii allél esetében nem kapunk amplifikaciét a reakcio
soran. Ez a marker (hasonléan az ENOD12-h6z) domindns/recessziven 06rokl6ds
allélokat tartalmaz. Feltételezziik, hogy a + RAPD allél kapcsolt az ENOD12%0 (0)
alléllal. Ez azt jelenti, hogy a PCR-reakcié elvégzése utdn - a kapcsoltsdg mértékétol
fiiggGen - azokban a névényekben kapunk RAPD amplifikdciét, melyek tartalmazzak
az ENOD12%0 ali¢élt is, mig az ENOD12%25/W17 ggnekre homozigéta egyedekben
nem. Az abra felsd részén az Mcw?2, illetve annak 6nbeporzdsa eredményeképp kapott
F1 egyedek ENODI12 és RAPD genotipusait lathatjuk. A kapott genotipusadatok
felhasznalasdval a kovetkez8 1€pésben meghatarozzuk a RAPD-marker, az
ENOD12%25/W17 ¢5 a LAP1 gének genetikai tdvolsdgit az S1(Mcw2) populaciéban.

Az ENOD12W0.a] kapcsoltsdgot mutaté6 RAPD markert az dbra alsoé részén lathat6

moédon tudjuk térképezni a térképezd populdciéban. Mivel a + allél az Mcw2
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(ENOD12 null allélt tartalmazé) novényben jelen van, viszont az Mgk93-ban nem
(vagy heterozigéta formédban jelen van, de az F1/1 névénybe a - allél 6roklédik),
genetikai polimorfizmust kapunk. A null allél (0) az F1/1 n6vénybe és annak térképezs
populaci6ként haszndlt utédaiba 6roklédott, igy a vele kapcsolt RAPD marker (+) az
F2 populdciéban az 4brdn lathat6é moédon szegregdlni fog. A genotipus adatok
felhasznaldsdval a RAPD lokusz térképhelyzetét, vagyis az ENOD12414 ¢s a LAP1
- génekt6l val6 tdvolsagit pontosan meghatarozhatjuk. Ha a térképtavolsdgok kozelitGen
megegyeznek az S1(Mcw2) populdciéban képott értékekkel, megallapithatd, hogy az
ENOD12914 ¢s az ENOD12W25/w17 gének ugyanabban a kromoszémarégi6ban
helyezkednek el.

A marker kereséséhez az Mcw2 noévény Onbeporzdsabdl szdrmazd populdcié 28
egyedét haszndltuk, melyek koz6tt homozigéta ENOD12%0, homozigé6ta
ENOD12%25/W17 &g heterozigéta névények is voltak. Amikor az OPD13 nevii tiztagi
oligonukleotidot hasznédltuk primerként és az Mcw2, Mqgk93, valamint ezek utédaibél
(F1/1, S1[F1/1]) szdrmazé DNS-t templatként, taldltunk egy olyan kb. 800 bp nagysagu
amplifikdl6dé fragmentet (OPD13/1), amely az 6sszes ENOD12W0 homozig6ta, illetve
heterozigéta egyedben megjelent, viszont azokban, amelyek nem tartalmaztik az
ENOD12%0 (ENOD12%25/W17  ENOD129'4 homozigétak) allélt, nem kaptunk
amplifikdciét (12. 4dbra). Az Mcw2 populécié egyedeibsl izoldlt DNS-ek ENOD12
probaval végzett Southern-hibridizdciéjanak felhasznaldsaval, a hibridizal6 fragmentek
intenzitdsa alapjan valasztottuk ki azokat a névényeket, melyek nagy valdsziniiséggel
hbmozigéték az ENOD12%25/w17 génekre. Az eredmény azt mutatta, hogy az dltalunk
azonositott fragment genetikailag kapcsolt az ENOD12%25/w17 génekkel, vagyis a

harompontos térképezéshez felhasznédlhaté.
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11. abra. Az ENOD12w0 alléllal szorosan kapcsolt RAPD marker oroklddése az S1(Mcw2) és a térképez6
populdciéban. E = ENOD12w17/w25, 0 = ENOD12w0, Eq = ENOD12q14, L = LAP1.
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Ezutdn az Mcw2 novény Onbeporzdsdbll szdrmazd 114 egyedben vizsgdltuk az
ENODI12, a LAP1 és az OPD13/1 markerek genotipusait. A kovetkezd genotipus
adatokat kaptuk:

OPD13/1; O+ : O- = 86 : 28
ENODI12; E+ : E- =93 : 21
LAP1; LW2LW2 . LWl w2, pwipwl = 26 : 66 : 22

Az adatokbdl megdllapitottuk, hogy az OPDI13/1 mendeli 6roklodést mutatd
domindns allél, melynek szegregdcidja a 3:1 ardnnyal j6 egyezést mutat.

A gének kozotti kapcsoltsdig mértékének megdllapitdsdhoz felhaszndlt egyedek
vizsgdlata sordn az egyes gének kozott az aldbbi genotipus-megoszldsokat kaptuk az
S1(Mcw2) populdciéban:

OPD13/1 - LAP1 genotipusadatok:

O+ : LW2LW2 = 13 egyed 0-: LW2LW2 = 13 egyed
O+ : LW2LW] = 53 egyed 0-: IV2LW1 = 13 egyed
O+ : LWILW] = 20 egyed 0-: IVILWL = 2 egyed

A kapott adatokbdl szdmolt genotipus ardnyokat tiintettiik fel a 2.B. tdbldzatban.

Kovetkezd 1épésként meghatdroztuk az OPD13/1 marker genetikai tdvolsigit a
LAP1 géntdl az S1(Mcw2) populdciéban. A MAPMAKER program felhaszndldsdval
szamitott rekombindciés gyakorisdgi ért€ék 28 % volt a két lokusz kozott, amely a
Haldane térképfiiggvény alapjdn torténd szdmitdsok (Griffiths és mtsai 1993., Rédei
1987.) utdn 41 centimorgan genetikai tdvolsdgot eredményezett. A rekombindcid
szdzalékértéke és az ez alapjdn szdmitott térképtdvolsig megegyezik a térképezd
populdcidban a két marker kozott szdmitott 28 % rekombindcids gyakorisdggal (Kald
személyes kozlés 1993. 3. dbra) és 41 centimorgan térképtdvolsdggal. A p = 0.28
rekombindciés értéknél vdrhatd genotipus ardnyokat szintén a 2.B. tdbldzatban
dbrdzoltuk. Ha a térképezd populdcidban a LAP1 és az OPD13/1 markerek genetikai
tdvolsdgdt a kozéjik térképezddd hat darab marker tdvolsdgértékeinek Osszeaddsdval
szamoljuk ki, 30 cM genetikai tdvolsdgot kapunk (3. dbra), ami mutatja a nagy genetikai

tdvolsdgok esetén a térképtdvolsdg értékek torzuldsat.



62

Mg93
F1/1
33

W2

-

2
a
~
<

12. abra Az OPD13/1 RAPD marker amplifikacidja az ENOD12W25/W17 géneket homozigéta formédban
tartalmazé novényekben. A reakcidt az Mcw2 novény dnbeporzéasibdl szarmazd populécid éSl {Mcw2]) hét
kivdlasztott egyedébdl szdrmazé DNS-mintdn végeztikk, melyek az ENOD12W25/W17 génekre
homozig6tak. Kontrollként a két sziils (Mqk93 és Mcw2), az F1/1, valamint az S1(Mcw2) populéciéb6l
szarmaz6 null allélt (ENODlZWO) is hordozd egyed (82) DNS-ét hasznaltuk templatként az
amplifikacidhoz. A nyil a kb. 800 bp méretli OPD13/1 fragmentet jeloli.

Vizsgaltuk mindkét populdciéban az OPD13/1 és az ENOD12 markerek kozotti
rekombindci6 mértékét is. Mivel transz helyzetben lev6 domindns/recessziven
orokl6dsé markerekrdl van sz6, ebben a konfigurdciéban a rekombindnsok ardnyat, igy
a térképtavolsagot is nehéz pontosan meghatdrozni. A két lokusz kozott az Mcw2
onbeporzott populdciéban kapott genotipus-gyakorisdgi értékeket a 2.C. tdbl4zatban
tiintettiik fel. A MAPMAKER program felhaszndldsaval végzett szamitdsok alapjan 5
% rekombindcids frekvencia értéket kaptunk, ami 5 centimorgan genetikai tdvolsdgnak
felel meg. A p = 0.05 rekombindciés gyakorisdg esetén vdarhaté genotipus-
megoszldsokat szintén a 2.C. tdbldzatban taldljuk. A vart és a kapott genotipus-arényok

Osszehasonlitdsabol kitlinik, hogy a genotipusadatok torzultak. E torzulés
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13. abra. A LAP1, az ENODI12 és az OPD13/1 markerek kozotti rekombinacié szazalékértékei és a
Haldane térképfiiggvény felhasznélasédval megallapitott genetikai tavolsagok az S1(Mcw2) és a térképez6
populaciéban.

ellenére az OPD13/1 - LAP1 markerek ko6zott az S1(Mcw2) populdciéban kapott
rekombindcids és térképtavolsidg értékek jo egyezést mutatnak ugyanezen két marker
kozott a térképezd populdcioban kapott 4 % rekombindciés és 4 centimorgan

térképtavolsag értékekkel.
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A kapott eredményeket a 13. abran foglaltuk Gssze. Err6l az abrardl leolvashato,
hogy a hidrom marker az Mcw2 Onbeporzott és a térképez8 populdciéban kapott
térképtavolsdga jol egyezik, ami egyittal azt is jelenti, hogy a hdrom marker sorrendje
megegyezik a két populdci6ban, vagyis az ENOD12414 ¢s az ENOD12%25/w17 gének

ugyanabban a kromoszémadlis régiéban helyezkednek el.
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5.6. Az ENODI12 gén expresszi6ja M. s. quasifalcata és M. s. coerulea névényekben. A
csak ENOD12"0 allélt tartalmazé novények giimdképzése és nitrogénfixalé képessége

Annak eldontésére, hogy az altalunk azonositott ENOD12 gének funkcionélisak-e,
az M@k93 és Mcw2 sziil6k giiméibél izoldlt RNS-en reverz transzkripciés PCR (RT-
- PCR) analizist végeztiink. Eredményként megkaptuk az Mqk93 és Mcw2 novényekre
jellemzé ENOD12 fragmenteket. Annak megdllapitdsdra, hogy a keletkezett
fragmentek valoban ENODI12 gének, e fragmenteket radioaktiv izotéppal jelolt
ENOD12-specifikus prébéval hibridizaltuk. Az ENOD12 préba a fragmentekkel erds
hibridizaciét adott, igy megéllapithattuk, hogy az RT-PCR mddszer felhasznaldsédval
kimutatott DNS-szakaszok valéban ENOD12 gének. E kisérletekkel tehat igazoltuk,
hogy az altalunk vizsgdlt ENOD12 gének valéban kifejez6dnek (Csanddi és mtsai
1994.).

Az ENODI12 gént nem tartalmazé novények giimSképzési hatékonysidga nem
kiilonbozott a vad tipusi egyedekétdl. Sem a kialakult giim6k szaméban, sem a giimdk
mikroszképos struktirdjaban, sem pedig a névények nitrogénkotési hatékonysagadban
nem tudtunk kiilonbséget kimutatni. Ezek alapjan levontuk a kévetkeztetést, hogy a mi
kisérleti koriilményeink kozott, az dltalunk vizsgélt lucernafajokban az ENODI12 gén
jelenléte nem sziikséges a hatékony giimdképzéshez és nitrogénkotéshez (Csanddi és

mtsai 1994).
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy azok a diploid lucerna névények, melyek
feltételezhet&en természetes muticié kovetkeztében nem tartalmazzdk az ENODI2
gént, ugyanolyan hatékonyan kotik a nitrogént, mint az ENOD12 gént tartalmazo
sziileik. Ezekbdl az eredményekbdl levontuk a kovetkeztetést, hogy - legaldbbis a
Medicago sativa komplexhez tartozé diploid lucernandvények esetében - az ENOD12
gén jelenléte nem létfontossagh a miikodSképes gyokérgiimdbk kialakitadsahoz, és/vagy a
hatékony nitrogénkotéshez. Munkdnk sordn eredményesen alkalmaztuk a genetikai
megkozelitést egy nodulin gén giim&fejlédésben és nitrogénkotésben jatszott
szerepének vizsgalatéra.

A giimGben megnyilvanul6 gének koziil azokat, melyek gyokérben nem fejez6dnek
ki, nodulin génnek nevezziik, fiiggetleniil att6l, hogy a névény mads szerveiben
expresszadlédnak-e. A szimbiotikus nitrogénkotés kialakuldsdnak molekuléris szinten
torténé megismeréséhez elsdsorban az infekciés folyamatban és a giimé organogenezis
korai folyamatai sordn szerepet jatsz6 nodulin gének, a korai nodulaciés, vagy ENOD
gének szerepét kell megvizsgdlnunk. A genetikai megkozelités lehetdvé teszi
szamunkra, hogy a szimbiotikus folyamat egyes 1épéseiben gétolt, funkciéjukban sériilt,
mutdns géneket hordozé egyedeket izoldljunk. A sériilt funkciéért felelds gén
vizsgélatdval megismerhetjiik az adott gén szerepét a funkciondlis giim& kialakuldsdnak
folyamatdban. A genetikai megkozelités alkalmazdsa nélkiilozhetetlen a szimbidzis
kialakitdsdban szerepet jatszé gének megismeréséhez.

A M. sativa komplexhez tartozd, idegenbeporzé diploid lucerna alfajok alkalmasnak
bizonyultak szimbiotikus mutacidk azonositdsdra. Nagyfokd heterozigétasdguk miatt
szamos genetikai valtozast szenvedett gént képesek hordozni az életképességiik és/vagy
a fenotipusuk megvéltozdsa nélkiil. Onbeporzds utdn szdmos mutdns génre nézve
homozigéta 4llapotba keriilnek, melynek sordn a mutdci6 megnyilvanulhat (Kiss és

mtsai  1993.)). E  megkozelités alkalmazdsaval csoportunk  szimbiotikus
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nitrogénfixdldsban hibds (Fix") egyedeket izoldlt M. s. coerulea névénybdl.
Hasonloképpen eredményesnek bizonyult ez a médszer a dolgozatom targyit képezo,
az ENOD12 gén null alléljat hordoz6 mutdns névények azonositdsara.

A genetikai kisérletekben gyakran hasznalt kékvirdgi diploid Mcw2 névényben két
ENOD12 gént tudtunk kimutatni, melyek hasonléak a M. s. cv Nagyszéndsi (Allison és
mtsai 1993.) génekhez. A sargavirdgi diploid Mgk93 azonban csak egy ENOD12 gént
tartalmazott, amely hasonlénak bizonyult a M. truncatula cv. Jemalong (Pichon és mtsai
1992.) ENOD12 génjéhez. Val6szinti, hogy az ENOD12 génben 1év§ kiilonbségek nem
korlatozédnak a Medicago genusra, mivel kiilonb6z6 szdmi ENOD12 gént tartalmaz6
bors6 kultivarokat szintén leirtak mar (Govers és mtsai 1991., Kozik és mtsai 1992.).

Az ENOD12 ko6dolé génjei mellett heterozigéta konfiguraciéban egy null allélt
detektdltunk az Mcw2 novényben. Az Mcw2 novény néhdny utédjaban kimutathatd
ENOD12 szekvenciat nem taldltunk sem DNS-DNS hibridizaciéval, sem pedig PCR
analizissel. E kisérleti eredmények legelfogadhat6bb magyarazata az ENOD12 régi6
hidnya e novényekben. Kozvetett eredmények igazoljdk, hogy az ENODI12 gének
hidnya nem egyediildll6 jelenség. Az Mqk93 és a M. truncatula névények csak egy
ENODI12 gént hordoznak ami a méasodik gének hidnyédval is magyarazhat6. Mdasrészt
egy mostanaban kozolt eredmény alapjan a M. s. cv. Iroquois névénybdl nem sikertilt
ENOD12 homolég gént izoldlni (Lobler és Hirsch 1993.). Ez annak feltételezésére
vezetett minket, hogy a M. sativa cv. Iroquois olyan természetesen el6fordulé névény,
mely szintén nem tartalmazza az ENODI12 gént. Emellett, mint azt kés6bb
részletesebben kifejtve megtalalhatjuk, feltételezhetjiik, hogy egyes Medicago vonalak
is kozrejatszottak.

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a M. s. coerulea természetes magpopuldci6jabol
szdirmaz6 Mcw2 novény heterozigbta az ENODI2 génre, és egyik homoléog
kromoszémajan egy null allélt hordoz. Ez a null allél] Mqk93 noévénnyel torténd
keresztezés utdn az F1/1 novénybe o6roklédott. Az F1/1 novény ENOD12 alléljai
(ENOD12414/ENOD12%0) szegregsltak az F2 populdcioban, és e populdcié 137
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egyedébdl 14 bizonyult homozigétidnak a null allélra (ENODlZWO). A szegregil6
populdcié kapcsoltsagi analizise azt mutatta, hogy az ENOD12q14/ENOD12w0 gének
a 3. kapcsoltsagi csoport végén helyezkednek el a LAP1 lokusztél 24 centimorgan
tavolsdgra (Kiss és mtsai 1993.), mely a térkép pontositdsa sordn 27 centimorganra
moédosult (Kald, személyes kozlés 3. dbra). Az Mcw2 madsik két, szorosan kapcsolt
ENODI12 génje az ENOD12%23 ¢s ENOD12%17 ugyanebbe a kromoszémarégiéba
- térképez&dtek 28 centimorganra a LAP1-t6l.

A genetikai térképezés sordn mindkét populdciéban kimutathaté volt egyes
genotipusadatok torzuldsa (disztorciéja). Ennek hétterében az all, hogy az altalunk
hasznalt diploid lucerna névények idegenbeporzok, emiatt - mint azt mir kordbban
emitettem - szdmos lokuszra nézve heterozigétdk. Ez azt is jelenti, hogy szdmos
mutéciét, illetve olyan gént hordoznak heterozigéta formdban, amelyek a novény
életképességét csokkentik, vagy esetleg pusztuldsat okozzak (homozigéta é4llapotban
letalitast okoz6 gének) abban az esetben, ha kifejez6dnek (Kiss és mtsai 1993.). Az
Onbeporzas kovetkeztében szamos, kordbban heterozigéta dllapotban levs lokusz valik
homozigétdva. Ha ezek kozott olyan lokusz is van, mely az adott névény szaméra
létfontossdgi  funkciét koédolé génben szenvedett mutédciét, vagy csokkent
életképességet okoz homozigéta formaban, akkor az e lokuszokat tartalmazé névények
nem jelennek meg a szegregdlé populdciéban, ami a szegregdciés adatok torzuldsat
eredményezheti.

Biokémiai és genetikai adatok jelzik azt, hogy az ENODI12 null alléljat hordoz6
novények nem mozaikosak, a kovetkezd okok miatt. Egyrészt e névények 4-5 cm-es
fiatal hajtdsaibdl tobb alkalommal izoldltunk DNS-t, és semmilyen ENOD12-re utal6
specifikus hibridizaciés szigndlt vagy PCR-terméket nem kaptunk. Masrészt, e
novényeket $zamos alkalommal vegetativen szaporitottuk, melyek
megkiilonboztethetetlenek voltak az anyanovénytdl, és ezekbdl sem tudtuk az ENOD12
gén jelenlétét kimutatni. Harmadrészt, az F2 névények effektiv R. melilotival t6rténd
fert6z€sébdl szdrmazé giimékben nem volt kimutathat6 ENOD12 mRNS. Negyedszer,

a null allél az F1/1 névény apai sziilGjében volt jelen, mivel ennek énbeporzott utédai
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recessziv mendeli markerként orokélték az ENODI12WO0  allélt. Hasonl6képpen
6roklédott a az ENOD12W0 allél az F1/1 ndvénybe, amikor az Mqk93-al kereszteztiik
a Mcw2-t. Otodszor, az F1/1 noévény énbeporzdsabdl szirmazé egyetlen utédba sem
sroklédtek az ENOD12W25 és az ENOD12W17 gének, valamint a null allél 6roklsdése
sem random képet mutatott, hanem recessziv mendeli szegregiciot, és az ENOD 12914
alléljaként térképezddott.

Jelenleg az ENOD12 funkci6ja ismeretlen. A feltételezett fehérjeszerkezet €s az in
situ hibridiz4ciés adatok alépjén azt gondoltdk, hogy egyes szovetekben a sejtfal
kialakitdsdban vehet részt, mds kisérletekben pedig azt talaltdk, hogy e génnek nincs
szerepe a novényi védekezémechanizmusban (Scheres és mtsai 1990a.). Az ENOD12
gén a HRGP (hydroxyprolin-rich glycoproteins) gének csalddjaba tartozik, amely a
kiilénbdzs sejtfalfehérjék széles korét foglalja magdban (Schowalter 1993.). Id6beli és
térbeli kifejez6désiik mintdzatdt DNS-hibridizdciékkal meghatdroztdk, és ezek az
adatok azt mutattdk, hogy e gének 4elen vannak kiilénb6z6 noévényi szovetek
sejtfaldban. E sejtfalproteinek funkcidja azonban ismeretlen, és arra sincs adat, hogy
ezek funkciondlisan komplementélni tudjdk-e egymadst (Schowalter 1993.). Funkciéjuk
felderitése érdekében sziikséges lenne e génekben hibas mutdns névényeket elallitani,
vagy természetes mutansokat izolalni, és ezek fenotipusit megvizsgdlni. Az ENOD12-
hidnyos novények valdjdban ilyen mutdnsoknak tekinthet6k. Mivel e névények
fenotipusa nem valtozott, nem zarhatjuk ki azt a feltételezést, hogy az ENOD12 gén
noduldciéhoz sziikséges funkcidjat valamely masik sejtfalfehérje képes dtvenni. Bar két
masik korai noduldciés gén az ENOD2 és az ENODS is a HRGP gének csaladjaba
tartozik, nem valészin{i, hogy valamelyikiik kompenzdlnd az ENOD12 gén kiesett
funkciéjat, mivel id6beli és térbeli kifejez6désiik eltér attél. Masik feltételezés az, hogy
esetleg létezik olyan, mostandig még nem azonositott korai noduldciés gén, mely
dtveheti az ENOD12 funkcidjat. E feltételezéshez kapcsolédik az az eredményiink,
hogy az Mcw2 novény az ENOD12 prébaval erSs hibridizdciot mutaté két fragmenten

(ENOD12W25/ W17) kivill tartalmaz egy 12 kilobézis méret(i harmadik fragmentet i,

.....
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fejezet). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt novény a két ENOD12 gén mellett
tartalmaz egy olyan fragmentet, melyben az ENOD12 génnel homol6g szakasz(ok)
taldlhatok. Itt nem kozolt eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez
a fragment nagy valészin(iséggel nem azonos a Lobler és Hirsch 4ltal (Lobler és Hirsch
1993.) nemrégiben leirt, az ENOD12 génnel homolégidt mutat6 ENOD10 génnel.
Azonban, ha az 4ltalunk azonositott, az ENODI12 génnel homoldgidt mutatd
fragmentrdl feltételezziik, hogy miik6dd gént kédold régiérél van szo, elképzelhetd,
hogy a hasonlé szekvencidt tartalmaz6 gén hasonlé funkciéért lehet felelSs, amely adott
esetben dtveheti az ENOD12 gén szerepét. Azonban, mivel a mi populdciénkban az
ENOD12 null allélos egyedek nem tartalmaztak ezt a halvanyan hibridizal6 fragmentet,
kizdrhatjuk annak lehet&ségéet, hogy a mi koriilményeink kozott ez a gén vette it az
ENOD12 esetleges szerepét.

Az el6zGekben leirt feltételezések azon alapulnak, hogy az ENODI12 génrdl
keletkezik fehérje, és ennek van olyan funkcidja, melyet esetleg egy masik gén
kompenzalni képes. Azonban mostandig még senkinek sem sikeriilt az ENODI12
fehérje jelenlétét bizonyitani. Emellett az is elképzelhetd, hogy az esetleges ENOD12
fehérjének jelenleg semmilyen szerepe nincs a szimbiotikus folyamatban. Lehetséges,
hogy valamikor funkciondlis gén volt, de mostanra funkciéképtelenné valt, vagy
az ENOD12 gén jelenléte 1étfontossdgt valamely kornyezeti feltétel esetében, vagy egy
adott Rhizobium torzzsel kapcsolatban, azonban e feltételezések esetleges bizonyitdsa
sem igazolnd az ENOD12 gén nélkiilozhetetlen szerepét a szimbidzis kialakitdsdban.

Az M@k93 és Mcw2 novények amplifikdciés termékeinek megszekvendldsa lehetdvé
tette szdmunkra, hogy ezeket egymassal, illetve az irodalomban kordbban mér kozolt
bazissorrendekkel osszehasonlitsuk, és hogy erre a génre evolicids fat szerkessziink. A
szekvencidk illesztésébdl lathatd, hogy hogy az Mcw2 novény két génje homolog a M. s.
cv Nagyszénasi ENOD12A és ENOD12B megfelel génjeivel. Erdekes mdédon, az

ENODI12A gén azonos volt az Mcw2 megfelels génjével, melyek koziil mindkettében
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megtaldlhaté volt a jellegzetes 60 bp-os deléci6. Az Mgk93 ENODI12 génje igen
hasonlénak bizonyult a M. sativa cv. Nagyszéndsi és az Mcw2 ENODI12A génjéhez,
azonban ez a M. truncatula cv. Jemalong névényre jellemz& 30 bp-os deléciot hordozta.
A 6. dbrén lathat6 evolicioés fa azt mutatja, hogy a génduplikdcié megel6zte a M. sativa
és az M. s. quasifalcata szétvilasat. Mivel az Mqk93-ban nem tudtunk ENOD12B
homolégot kimutatni, valészint, hogy a megfelel6 gén a M. s. quasifalcata és a M.
| sativa/M. s. coerulea vonalak szétvaldsa utdn deletdlédott, vagy utdna duplikdlodott.

A M. truncatula cv. Jemalong és mds Medicago alfajok megfeleld6 ENODI12A
génjeinek szekvencia analizise azt jelzi, hogy a M. fruncatula az ENODI12 gén A és B
génre torténd duplikdciéja utdn valt el, amint azt az 5. és 6. 4brédn lathatjuk. Ezt az
evolacids elképzelést a génekben taldlhaté delécidk is aldtdmasztjdk. A 30 bp-os
deléci6 (és a 268. pozicibban tortént muticid) valészintileg a génduplikdcié utdn, és a
M. truncatula speciici6jat megel6z6en kovetkezhetett be. Ez magédban foglalja annak
feltételezését, hogy méasodlagos delécidk fordultak el6 a M. sativa/M. s. coerulea vonal e
fiiggetleniil az ENOD12B gének eltlintek a M. truncatulabdl és a M. s. quasifalcatabdl.

Befejezésiil bizunk benne, hogy a disszertacié alapjat képezd, genetikai térképezésen

és szimbiotikus noévényi mutdnsok jellemzésén alapulé genetikai megkozelitést

eredményesen fogjuk tudni alkalmazni funkcidk és gének kolcsonds megfeleltetésére.
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7. OSSZEFOGLALAS

A lucerna egy korai nodulaciés génjének, az ENOD12-nek a szerepét vizsgiltuk a R.
meliloti - Medicago szimbiotikus folyamatban. E munka sordn a kovetkezd
eredményeket értiik el:

- DNS-DNS (Southern) hibridizaciés és PCR-amplifikdciés kisérletekkel kimutattuk,
hogy a diploid M. s. coerulea névény két ENOD12-vel homol6g fragmentet tartalmaz, és
az amplifikaciéval el@éllitott fragmentek mérete megegyezik a Medicago sativa SA és
SB génjeivel. Hasonl6képp bizonyitottuk, hogy a szintén diploid M. s. quasifalcata
novény csak egy méreti ENODI12-homolégot hordoz, melynek nagysiga a M.
truncatula TA génjével egyezik,

- Keresztezéssel és Onbeporzédssal elddllitott populdciokban végzett térképezéssel
igazoltuk, hogy a M. s. coerulea sziil6i novény heterozigéta formdban ENOD12 null
allélt hordoz.

- Bizonyitottuk, hogy a null allél az F1 populdciéban szegregdl, és 4tjut a térképezési
munkédhoz felhasznalt F1/1 novénybe, illetve annak utddaiban szegregdl. Az F2
populdciéban homozig6ta null allélos egyedeket azonositottunk.

- Bizonyitottuk, hogy az altalunk vizsgélt lucernandvényekben az 6sszes ENOD12 gén
ugyanazon a genetikai lokuszon taldlhatd, tehdt csak egy ENODI12 lokusz van e
novények genomjaban.

- Térképeztik az M. s. coerulea és az M. s. quasifalcata ENODI12 génjeit és
bizonyitottuk, hogy az ENOD12 null allél (tehat ahol az ENOD12W25/W17 ggnek
delécidja bekovetkezett) a tobbi ENOD12 génnel egyiitt a 3. kapcsoltsagi csoport végén
helyezkedik el.

- Kimutattuk, hogy az M. s. coerulea és az M. s. quasifalcata ENOD12 gének
kifejez6dnek R. melilotival indukalt gyokérgiimékben, tehat funkciondlis génekr6l van

2

SZ0.
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- A mutéciéra (null allél) homozigéta és vad tipusit névények giimdszerkezetének és
nitrogénkotési hatékonysdgdnak dsszehasonlitdsdval megallapitottuk, hogy a ENOD12
gén nem jatszik létfontossdgi szerepet az 4ltalunk vizsgdlt névények szimbiotikus
folyamatédban.

- Az ENOD12 nukleotidsorrend-adatok felhaszndlasaval evoliciés fat szerkesztettiink,
melyben a kiillonb6z6 pillangésvirdagi fajok ENODI12 génjeinek rokonsédgéra

 kovetkeztethettiink.
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