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Bevezetés

A pillang6sviragth novények szimbiotikus kapcsolatot alakitanak
ki a Rhizobiaceae csaladba tartoz¢ talajlaké baktériumokkal. A pillangds-
rhizobium szimbiozisra jellemz0 egy 0j szerv, a gyokérgiimo kialakulasa
a novények gyokerén, melyben a baktériumok végzik a 1égkori nitrogén
(Ny) redukciodjat cserében a Nap fényenergiajat hasznalod fotoszintézis
soran beépitett szén-dioxidbdl eldallitott tapanyagokeért.

A szimbiotikus kapcsolat kialakulasahoz, miikodéséhez ¢és
modja a klasszikus genetikai megkozelités, melynek soran a folyamatban
hibas mutansok segitségével azonositjuk az érintett géneket.

A kiillonb6z6 tetraploid lucernafajtak  (Medicago sativa)
keresztezésével eldallitott utédpopulacid egyedei kozott azonositott,
glimOképzésre képtelen (Nod) MnNC-1008(NN) (Peterson and Barnes
1981; Barnes et al. 1988) vonal volt az egyik elséként azonositott
szimbiotikus mutans (Caetano-Anolles and Gresshoff, 1991). Ez a
mutans képtelen az Osszes jellegzetes, a rhizobiumok illetve a bakterilis
jelmolekuladk, a Nod faktorok altal kivaltott valaszreakciok
megjelenitésére. Mi tobb, ez a novény a foszformobilizald mycorrzizas
szimbiozis kialakitasara is képtelen (Bradbury et al. 1991). A
szimbiotikus kapcsolatok kialakitasahoz elengedhetetlen gént az MTA
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klonozassal izolalta és egy NORK-nak (Nodulation Receptor Kinase)



elnevezett receptor-szerti protein kindzt azonositott (Endre et al. 2002a;
2002b). A térképezésen alapulo klonozas utolso 1€pése lett volna az MN-
1008 mutans komplementaldsa a vad tipusu NORK génnel. Ezt azonban
nem lehetett megvaldsitani a gyors, Agrobacterium rhizogenes
segitségével végrehajtott transzformdacio segitségével, ugyanis a
képz6dott transzformalt gyokereken (hairy roots) nem képzddnek
szimbiotikus gliimék (Beach and Gresshoff 1988). Mi tobb, a
tradicionalis, A. tumefaciens segitségével végzett transzformacios
modszert sem lehetett alkalmazni, mert az MN-1008 vonal nem

embriogén.

Célkitiizések

1. Uj, alternativ komplementacids stratégiak segitségével a
NORK génnek a szimbiotikus kapcsolatok kialakulasdban betoltott
nélkiilozhetetlen szerepének igazolésa.

srer

célbol, hogy feltdrhassuk a giim6képzés soran betdltétt potencialis

funkcioit.

Médszerek

- Agrobacterium  rhizogenes  segitségével megvaldsitott
novénytranszformacio

- Agrobacterium  tumefaciens  egitségével megvaldsitott
ndvénytranszformacio

- DNS isolacid és hibridizacio



- PCR analizis
- Reverz transzkripciés (RT-) PCR analizis
- B-glikuronidaz (GUS) aktivitas hisztokémiai lokalizalasa

Eredmények és megvitatasuk

NORK muticiok komplementilasa mas fajokban

Mivel sem az A. rhizogenes sem az A. tumefaciens segitségével
végrehajtott novénytranszformacioval sem volt megvaldsithatd az MN-
1008 vonal komplementalasa, a kozeli rokon faj, a M. truncatula ortolog
génjében  mutaciot hordozd6 dmi2  mutansainak  funkcionalis
komplementalasat értiik el a vad tipust NORK szekvencidnak az A.

rhizogenes segitségével torténo bejuttatasaval.

Alternativ stratégiak kidolgozasa az MN-1008 vonal Nod

Kidolgoztunk egy eljarast, melyet sikeresen alkalmaztunk stabil
transzformans vonalak eldallitdsara a nem embriogén MN-1008 lucerna
tetraploid M. sativa néhany fajtaja képes szomatikus embriogenezisre,
mely tulajdonsagot — tobb vonal genetikai analizise alapjan — legalabb két
gén dominans allélja hataroz meg, melyek altalaban szimplex/szimplex
(Aaaa/Bbbb) konfiguracidban vannak a tesztelt embriogén vonalakban
(Wan et al. 1988; Hernandez-Fernandez et al. 1989; Kielly and Bowly
1992; Crea et al. 1995). Megkdzelitésink alapja az, hogy az



embriogenitast meghatarozo gének dominans alléljei, a mutans fenotipus,
valamint a komplementacidt biztosité vad tipusu transzgént halmozni
lehet egy egyedben tobb keresztezési és szelekcids 1épés kombinalasaval.
Az itt leirt stratégiat altalanosan alkalmazni lehet hasonld koriilmények
kozott, azaz amikor a transzformalni kivant ndvény embriogenezisre
képtelen, de a vizsgalt fajbol rendelkezésiinkre all(nak) emriogén
vonal(ak).

Harom stratégiat lehet hasznalni egy nem embriogén ndvényi
vonalban levé mutacid6 komplementalasara: A komplementaciora
hasznalandd DNS konstrukciot be lehet transzformalni egy embriogén
vonalba, majd a transzgenikus ¢és a mutans novényt keresztezziik (route
P= sziil6i 1t), vagy pedig a mutans allél(eke)t keresztezéssel bejuttatjuk
egy embriogén vonalba, melyet a hibrid F1 vagy az F2 (/BC) populacio
embriogén egyedeinek transzformalasa kovet (F1 és F2 utak).

Az elsé alternativ ut (Route P) soran a vizsgalni kivant gént az
embriogén sziildbe (Pwg) transzformaljuk. A regeneralt transzgenikus
egyedeket kivalasztjuk (Pgr), majd keresztezziik a nem embriogén mutans
(Py) vonallal, hogy egy névényben legyen jelen a mutécio és a transzgén.
Azonositjuk a transzgenikus F1 egyedeket (F1t) és dnbeporzassal, vagy a
mutans ndévénnyel torténd visszakeresztezéssel szegregald populéaciot
allitunk eld. Utolsd 1épésként a masodik utddgeneracidoban azonositjuk
azokat a transzgenikus egyedeket (Iyr), melyek homozigéta formaban
hordozzak a gén mutans alléljat. Az F1 és F2 utak (Routes F1 and F2) a

nem embriogén mutins (Py) vonal és az embriogén szild (Pwg)



keresztezésével kezdddnek, mely utdn az embriogén heterozigdta
egyedeknek (Fig) a hibrid F1 populaciobdl torténd kivalasztasa
kovetkezik. Az egyik lehetséges kovetkezd 1épés (Route F2) ezen Fig
hibrid névények onbeporzasa, majd az embriogén, homozigdéta mutans
egyedek (Iyg) kivalasztdsa az F2 populaciobol. A kivant
génkonstrukcio(ka)t késobb A. tumefaciens-medialta transzformacioval
be lehet juttatni ezen névényekbe. Ebben az esetben, mivel az embriogén
mutans novény a rendelkezésiinkre all, szdmos transzformacios kisérletet
tervezhetlink kiillonb6z6 gének/génkonstukciok tesztelésére. Ha a jelolt
gén mar a keziinkben van, akkor mod van az embriogén F1 egyedek
idegen DNS-sel torténd transzformalasara (Route F1). A transzgenikus
hibrid novények (Fir) azonositdsa utan a transzgenikus, homozigdta
mutans novények (Iyr) eloallitasanak 1épései megegyeznek a "sziiléi ut"

(Route P) soran leirtakkal.

A NORK gén mutans alléljait hordozé embriogén F1
novények eléallitasa

Az eredetileg a nem embriogén MN-1008 lucerna névény altal
hordozott mutaci6 komplementaldsa valamint a mddszer gyakorlatban
torténd kiprobalasa céljabol a térképzésen alapuld génklonozas
térképezési €s szekvenaldsi munkdaival parhuzamosan végrehajtottuk az
F1 és F2 utak kozos kezdeti 1épéseit. Akkor, a jelolt gén hidnya miatt a

"sziil6i ut" (Route P) megvalositasanak lehetdségét elvetettiik. Elso



lépésként a Nod™ és Nod allélokat heterozigdta konfiguracidban
hordoz6, embriogén F1 novény (Fg) eldallitasa céljabol kereszteztiik a
nem embriogén, Nod” MN-1008 mutanst (Py) a nagyon embriogén, Nod"
Regen S sziilével (Pwg). Az utédok hibrid jellegét a keresztezés iranyatol
fliggden glimOképzési teszttel illetve hibridizacioval ellendriztiik.

Az F1 hibridek koziil azonositottuk azokat az egyedeket (F1),
melyek képesek voltak szomatikus embriok létrehozasara, s koziiliik
kivalasztottunk egyet, melynek az volt az elényds tulajdonsaga, hogy
onbeporzas utan nagy mennyiségli magot, azaz nagy utdodgeneraciot tud
létrehozni. Ez az embriogén F1 vonal kétféle lehetOséget kinalt a stabil
transzgenikus vonalak eldallitasara, a transzgén altali komplementaciod
vizsgalatara.

Az F2 stratégiat kovetve az F1 novény Onbeporzasaval
eléallitottuk a masodik utdodgeneraciot, melynek egyedei koziil
kivalasztottuk azokat a névényeket, melyek homozigotak voltak a Nod ™
tulajdonsagot hordoz6 genomi régiora nézve. Meglepetésiinkre, ezen
mutans ndévények koziil egyetlen egy sem volt képes szomatikus
embriogenezisre. Egy lehetséges magyarazata lehet az embriogén mutans
egyedek (Ivg) hianyanak, hogy az embriogenitasért felelos gének egyike
genetikailag szorosan kapcsolt a NORK génhez, s a populdcidoban nem
talaltunk olyan mutdns egyedet, mely a megfelelé (azaz az
embriogenitasért felelds dominans és mutdns NORK) alléleket hordozo

rekombins kromoszomaval rendelkezett volna.



Az embriogén F1 névények transzformacioja

A jelolt gén azonositasa utan az nnl mutacidé komplementalasara
az F1 stratégiat (Route F1) kovettiik, s a M. truncatula vad tipust NORK
génjét transzformaltuk az embriogén F1g ndvénybe.

Az elsoként regeneralt novényeket DNS-DNS hibridizacioval
teszteltiik, hogy genomjukban a transzgén jelenlétét kimutassuk,
kopiaszamat meghatarozzuk. Restrikcios enzim emésztéssel kapcsolt
reverz transzkripcids (RT-) PCR amplifikacioval kimutattuk, hogy a vad
tipustt M. truncatula NORK (MtNORK) gén minden vizsgalt Flgr ndvény

gyokérszovetében kifejezodott.

A vad tipusu transzgént hordozé homozigota mutans
novények azonositasa

A legnagyobb magtermeld képességgel rendelkez6 transzformalt
Flgr egyedet és klonjait valasztottuk ki az F2 populacié 1étrehozéséra.
Onbeporzas utan 727 magot gytjtottiink dssze és vetettiink el, koziiliik
622 F2 novény nétt fel, melyeket analizaltunk. Egy a mutéacidval
szorosan kapcsolt, PCR alapti genetikai markert hasznaltunk azon hét F2
egyed kivalasztasara, melyek a Nod régioban, azaz a NORK gén
szomszédsdgaban megfeleld6 (mutdns) homozigéta genotipussal
rendelkeznek.

crer

valamint a vad tipust NORK transzgén jelenlétének illetve tavollétének



kimutatasara hibridizacios kisérleteket végeztiink a hét ndvény
genomialis DNS-ével egy NORK proba felhasznalasaval. A hat Nod"
fenotipusti, de a mutaciora homozigota névény genomja hordozta a M.
truncatula NORK génjét, mig a hetedik homozigéta, s Nod fenotipusu
egyed genomjaban nem lehetett kimutatni a transzgén jelenlétét. Ez a
hibridizacids mintazat egyrészt azt bizonyitja, hogy a Regen S vonalbol
szarmazo endogén, vad tipusi NORK allél hianya Nod™ fenotipust
eredményez, masrészt a vad tipusa M. truncatula NORK (MtNORK)

transzgéngén felel6s az MN-1008 genetikai hattér altal meghatarozott
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A NORK gén lehetséges szerepének vizsgalata génexpresszios

vizsgalatokkal

crcr
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(GUS) riporter gén elé klonoztuk. Ezt a hibrid gént bejuttattuk az A.
rhizogenes Arqua torzsbe, melynek segitségével olyan kiméra M.
truncatula névényeket allitottunk eld, melyekben a vad tipusu hajtasok
transzgenikus gyokerekkel rendelkeztek.

Kimutattuk, hogy a NORK gén a gydkércstcsot kivéve a gyokér
teljes hosszaban kifejezddik az epidermiszben és a kéregben, s a
legmagasabb expresszidt az oldalgyokerek fiatalabb részében figyeltiik

meg. A gliméképzés soran a gén erdsen indukalodott a glimo-



primordiumokban, magas kifejezddési szintet mutatott 6sszehasonlitva a
kornyezd szovetekkel illetve az ujonnan fejlodé oldalgydkerekkel. A
NORK gén indukciéjat mar két nappal a baktérium inokulaciot kovetéen
meg lehetett figyelni a kéreg sejtcsoportjaiban, ami a 3. és az 5. nap
kozott tisztdn a glimO-primordiumokra korlatozodott, majd fiatal
kiemelkedd giimok kozponti, differencidlatlan sejtjeiben volt lathato. A
glimo6fejlodés ezen szakaszaban a NORK gén aktivitasa inkabb az
MtENOD20 (Vernoud et al. 1999), valamint az MsENOD40-1 ¢és -2
(Fang and Hirsch 1998), mint az MtENODI11 és MtENODI2 gének
expresszids mintazatdra emlékeztet, melyek nem indukalodnak a
primordiumokban. Azonban az ENOD gének azokban az epidermalis és
kéregsejtekben is indukalodnak, melyekbdl az infekciés fonalak
kiindulnak, illetve amelyeken keresztiil haladnak (Journet et al. 2001;
Pichon et al. 1992; Vernoud et al. 1999).

A NORK gén kifejez6désének lokalizacigjara iranyuld
vizsgéalataink arra utalnak, hogy a gén terméke specialis feladatot lat el a
gyokér-kéregben €s a giimdében is, mely megeldzi és melyre sziikség van
szerepével, ezek az eredmények alatamasztjdk azt az elgondolast, hogy
bakterialis infekcidhoz vezeté Nod faktor felismerésre €s jeltovabbitasra

folyamatosan sziikség van az indeterminalt giimok fejlédése soran.
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