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Bevezetés

A pillangés névények csaladjaba tartozé lucerna (Medicago
sativa) meztgazdasagi jelenttségét a allatok takarmanyozasa-
ban és a vetésforgbban betditétt hagyomanyos szerepe
alapozza meg. Az utébbi években a lucerna az emberi
taplalkozasban is teret héditott és a tudomanyos kutatasokban
egyike a legalaposabban tanulmanyozott pillangés
névényeknek.

A lucernat mar 2000 éve hasznaljadk a meztgazdasagi ve-
tésforgdban, mint a talaj termtképességét javitd névényt. Egy
jo allapotban 1év6 lucera kultira 300kg/ha légkdri nitrogént is
megkothet évente a vele szimbidzisban él§ Rhizobium meliloti
nitrogénkétdbaktériumok segitségével. Az amménia formajaban
megkotott 1égkédn nitrogén szerves vegyiletekbe épdl be, amit
egyrészt a gazdandvény koézvetlenul felhasznal, masrészt a
felesleget kivalasztja a talajba, ahol nitrogén forrasul szolgathat
a lucerna utan kévetkez® névényi kulturaknak. igy a kéltséges,
sokszor veszélyes és kdrnyezetkarosité nitrogén mitragyazas
csokkenthett olyan lucerna fajok beiktatasaval a vetésforgéba,
amelyek nagy mennyiségli nitrogént képesek megkétni. Ez
mind gazdasagi, mind koérnyezetvédelmi szempontbdl igen
jelent6s. Ennek kdszdénhetten a Medicago-R. meliloti kbzott kia-
lakulé szimbidzis, amelynek soran a baktérium a gazdanévény
gyokerén gim6k kialakitasat serkentik, amelyben aztan a
légkoéri nitrogén megkdétése és a ndévény szamara
hasznosithat6 vegylletekbe valdé beépitése folyik, intenziven
tanulmanyozott. A gyokérgim® kialakuldsa emellett kivalo lehe-



tséget nydjthat a névények szerviejltdésének, és ezen bell
sejtosztodasi ciklusnak a tanulmanyozasara is.

A gim® képztdése bonyolult folyamat, amely mind bak-
teridlis, mind névényi oldalrél szigori szabalyozas alatt all az
optimalis gimtzési allapot kialakitisa érdekében. A gyokeér-
gim® fejiidését a ndvény biztositja, de a baktériumok inditjak
be. A szimbidzis kialakulasat a névény gydkerébd kibocsatott
jelmolekulakat inditjak be. Ezek a gazdandvénytti fliggben ki-
I16nb6z6 flavonoidok, amelyek a baktérium pozitiv szabalyozé
génjeinek (nodD) termékeihez kapcsolédva aktivaljagk a
baktérium glim&zési génjeinek (nod, nol, noe) mbkddését.
Ezeknek a géneknek a termékei végzik a bakterialis jelmolekulak
(Nod faktorok) eltallitasat. A bakteridlis Nod faktorok sziksé-
gesek a gimtfejltdési program beinditasahoz a gazdandvény-
ben. A gimbfejltdés mechanizmusa még csak részleteiben jel-
lemzett. Els6sorban a Nod f aktorok altal a gazdandvény
gybke-rében lejatsz6dé kildnboz6 valaszreakcidk ismertek
(gyOkérsztrok meggodrbllése, deformalddasa, alkalinizacié a
gyokérsz&rdk csucsaban, membranok depolarizacidja, infekcids
fonal képztdése, sejtciklus reaktivaciéja, korai nodulin gének
beinditasa, stb).

A Rhizobium Nod faktorai gazdaspecifikus morfogének,
amelyek képesek a gazdanévény gyokérének mar
differencialédott kéregsejtieit osztédasra serkenteni. A kils®
kéregsejtekben a sejtosztédas nem fejeztdik be, hanem a re-
aktivacié utan hamarosan ismét leall. Ezekben a sejtekben
alakul ki az eltinfekciés fonal. Ezzel szemben a bels6 kéreg-
sejtekben a sejtosztédas folyamatos, aminek ereményeként
kialakul a gim&primordium. Ez a folyamat egyedi lehettséget



nyljt a sejtciklus reaktivaciéjaban résztvevbé gének és
szabalyozé mechanizmusok tanulméanyozasara.

A gimbfejitdési program soran a Nod faktorok beinditjak,
illetve serkentik olyan gim®specifikus névényi gének (korai
nodulinok) kifejeztdését is, amelyek a gim® szervfejlédésben
vehetnek részt. Bar szamos korai nodulinok szekvenciaja és
kifejezbdése a gimbfejlddés soran ismert, pontos szerepik
gyakorlatilag ismeretlen. Szekvencia homolégia és térbeli
kifejezdéslik alapjan feltételezik, hogy a baktérium fertt-
zésben, illet-ve a gim®Bképztdésben jatszanak szerepet.

El6zmények

A doktori dolgozatban bemutatott munkat a Dr. Kondorosi
Adam vezetése alatt 4ll6 Institut des Sciences Végétales-ban
(Gif-sur-Yvette,  Franciaorszdg), Dr. Kondorosi Eva
csoportjaban kezdtem 1992 végén. A csoport kutatasi terllete
a Medicago-Rhizobium meliloti szimbiézison belll a gimbfejl6-
dés molekularis alapjainak alaposabb megismerése. Ezen belll
én elstsorban a gumtfejlddés korai szakaszaban kifejez6d6 gé-
nek izolalasaban és jellemzésében vettem részt. Mivel a
gének térbeli kifejeztbdésének ismerete fontos informaciéval
szolgdlhat szereplik, mtkddésik megismeréséhez, ezekhez a
vizsgélatokhoz elengedhetetlenlll szilkkséges volt az in situ
hibridizaciés technika kisérleti  korulmények aprélékos
beallitasa, amely lehettvé tette a technika rutinszerli haszna-
latat a laboratériumban.

A csoportban a korai nodulinok kézul els6ként a Medigaco
enod12 génjeinek izolaldsa és jellemzése folyt. Ez a munka
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szoros kollaboraciéban folyt az MTA SZBK Genetikai
Intézetének a nitrogénkottd szimbidzist tanulmanyozé
csoportjaval. A dolgozatban bemutatott munka kezdetekor csak
a borsé enod12 génjei voltak ismertek. A franciaorszagi csoport
izoldlta az els® Medicago-bdl szarmazé enod12 géneket
(Allison és mtsai., 1993). Ezen korai nodulin gének tovabbi
jellemzése, kifejeztdésének vizsgalata a gydkérgimtben ké-
pezi tobbek kézott ennek a dolgozatnak egy részét. A
kilénbdz6 ndvényfajokbdl szarmazéd feltételezett Enodi2
fehériék magas prolin tartaima alapjan feltételezték, hogy a
hidroxiprolinban-gazdag glikoproteinek csaladjaba tartoznak,
és valdszintileg a sejtfal felépitésében jatszanak szerepet. A
MTA SZBK Genetikai Intézetében Dr. Kiss Gyodrgy és
munkatarsai a Medicago genom térképezéséhez hasznélt
ndévény populacioban talaltak olyan egyedeket, amelyek nem
hordoztéak az enod12 gént. Ezek az enod12 mutans egyedek
kivalé lehettséget nyujtottak az enod12 gén szerepének ta-
nulmanyozasahoz a gumtképztdés és nitrogénkétés soran.

A csoport masik érdekltdési terlilete a Nod faktorok hata-
sara a Medicago kérégsejtieiben dgjraindulé sejtosztodas
megismerése volt. A munkdanak ez a része Szoros
kollaboraciéban folyt a MTA SZBK Novénybioldgiai
Intézetével, ahol a Dr. Dudits Dénes 4altal vezetett csoportban
intenziv kutatasok folytak a sejtciklus alapvettd résztvevbtinek
azonositasara lucerndban. A franciaorszagi csoport munkaja f6
ként a sejtciklust szabdlyozé ciklineknek az izolaldsara és
jellemzésére koncentralédott. A dolgozatban bemutatott munka
kezdetekor =~ Medicago-bél  mindssze  két  részleges
ciklinszekvencia allt rendelkezésre. A csoportnak sikerult az els6



telies hosszusagu mitotikus ciklint azonositani Medicago-bdl
(Savouré és mtsai., 1995). Ezen tilmenten ertfeszitések foly-
tak a sejtciklus egyéb fazisaiban résztvevd ciklinek
izolalasara és jellemzésére.

A dolgozatban bemutatott munkat 1995-t61 kezd@dten a
MTA SZBK Novénybioldgiai Intézetében, Dr. Dudits Dénes
vezetése alatt folytattam. Ez a munkacsoport a Medicago
gének igen széles spectrumat vizsgalja. Az eltzbekben em-
litett, a sejtciklus szabdlyozasaban résztvevt géneken kivdl
intenziv kutatasok folynak példaul htsokk proteinek, kalcium
kotd fehérjék, stb. izoldlasara és jellemzésére is. Ebben a
csoportban, Dr. Gydérgyey Janos izoldlta az msc27 gént,
amely egyike a legerbsebben kifejez6d¢ lucerna géneknek.
Ennek a génnek tovabbi jellemzése a dolgozat keretei kdzott
kerllt bemutatasra.



Célkitizések

Az értekezés a Rhizobium Nod faktorainak hatasara a
Medicago gazdandvényben beinduld gumt@morfogenezisben
szerepet jatszé enod12 és ciklin gének, valamint egy, a gimb-
ben is magas szinten kifejez&d® gén, az msc27-t jellemezését
tartalmazza. Az ismertetett munka f6 célkitlizései a kdvetkeztk
voltak:

1. Az enod12 korai nodulin gén jellemzése.

- az in situ hibridizaciés technika kisérleti kérilményeinek
beadllitdsa, majd a technika alkalmazasa az enodi2 korai no-
dulin gén térbeli kifejez&désének meghatarozasara Medicago
gyokérgimbben. _

- az enod12 gén koépiaszamanak megallapitasa és 6roki6-
désének nyomonkdvetése a diploid M. sativa ssp coerula és
M. sativa ssp quasifalcata novények keresztezése soran.

- az enod12 hatasanak vizsgalata a gimoképztdésre és
nitrogénkotésre enod12” genotipusu névények segitségével.
2. Medicago ciklinek jellemzése

- a Medicago sejtosztédasi ciklusaban szerepet jatszé
cikinek kézul a CyclliMs telies hosszusagu ckln és a
CycSMs részleges ciklin szekvencidk osszehasonlitasa és
kimutatasuk a kilonbéz6 Medicago fajok genomjaban.

- a Medicago CyclliMs és CycSMs ciklinek sejtcikius fliggd
kifejeztdésének vizsgdlata részlegesen szinkronizalt lucema
sejtkulturaban.

- a CyclliMs gén kifejezbdésének vizsgalata lucerna kil-
6nbo6z6 szerveiben.

3. Az msc27 gén jellemzése



a lucerna msc27 géntermék konzervalédasanak vizsgalata
az adatbazisokban tarolt amindsavszekvenciak segitségével.

- az msc27 gén jelenlétének kimutatasa kuldnb6z6
névények genomjaban Southern hibridizaciéval, és az msc27
gén kifejeztdésének vizsgalata eltérben kezelt lucerna sejt-
kultarakban és lucerna kilonb$z6 szerveiben.

- az msc27 gén térbeli kifejeztdésének vizsgalata in situ
hibridizacidval lucerna gydkérgimbben.

Alkalmazott modszerek

- In situ hibridizacids technika.

- Névényi DNS és RNS kinyerési és kezelési technikak.
- A Southern és Northern hibridizaci6.

- PCR és reverz transzkripciés PCR amplifikalas.

- Medicago névények nevelése és a gimbzési kisérlet.
- Szamitégépes szekvencia analizis.

- Medicago sejtszuszpenzié fenntartasa és kezelése.

Ui tudomanyos eredmények és
kovetkeztetések

Az enod12 korai nodulin gén jellemzése.

1.1. Az in situ hibridizaciés technika segitségével
kimutattuk, hogy az enodi12 gén, mind a fiatal, mind az id6s
gyokérgumtben, az infekciés zénaban fejez6dik ki, kdzvet-
lenul az osztoddszdévet mogott. Ez az eredmény, valamint az a



tény, hogy az enod12 gén hasonlésagot mutat a sejtfal
felépitésében résztvevd hidroxi-prolinban gazdag fehérjékhez,
arra a feltételezésre vezetett minket, hogy valdszintileg az in-
vazio sordn a novényi sejtekben képztdt Uj sejtfal strukturak,
felteheten elstsorban az infekciés fonal felépitésében jatszik
szerepet. (Bauer és mtsai., 1994)

1.2 Az in situ hibridizacié eredménye bizonyitja, hogy:

- a fixalasi és beagyazasi |épések utan a gim® megbrizte
jellemz6 szerkezetét, valamint a benne kifejeztd mRNS-ek is
konzervalodtak.

- a hibridizaciét megel&6 kezelések lehettvé tették a proba
behatolasat a vizsgalt szévetbe, és a specifikus hibridizaciot.

- a préba jelolése soran a jeldlt nukleotidok hatékonyan
beépliltek a szintetizalt RNS-be.

- a préba hossza megfeleléen révid volt ahhoz, hogy a
préba hatékonyan behatoljon a metszetekbe, és elég hosszu
volt ahhoz, hogy a nem-specifikus hibridizacié szintje alacsony
maradjon.

- a hibridizacié utani kezelések hatékonyan eltavolitottak a
nem-specifikus hibridizaciés jelet. (Bauer és mtsai., 1994)

21. Két, nem énbeporzé diploid Medicago faj, M. sativa
ssp quasifalcata k93 (Mgk93) és a M. sativa ssp coerulea w2
(Mcw2) keresztezésével eltallitott F1 és F2 utédpopulacidban
vizsgaltuk az enod12 jelenlétét. Ezek a szll6ként hasznalt e-
gyedek heterozigétak, igy keresztezésikkel genetikailag
nagyon valtozatos utddpopulacidk hozhatdk létre. A Mcw2
sz(il6r6l Southern hibridizacidéval és PCR ampilifikacidval kimu-



tattuk, hogy két enod12 gént hordoz a genomjéban, a M. sativa
ssp sativa cv Nagyszénasi fajtdhoz hasonléan. A Mqgk93
egyetlen enod12 gént hordozott, a M. truncatula cv Jemalong
fajtahoz hasonléan. A Mgk93 és Mcw2 keresztezésbd szarma-
z6 F1/1 egyed 6nbeporzasaval el&llitott utodpopulacidban,
F2(F1/1XF1/1], megjelentek olyan névények is, amelyek
genomjukban nem tartalmaztak az enod12 korai nodulin gént.
Az enod12 orokltktdésének nyomonkdvetése a szilt és az
utédpopulacidkban feltarta, hogy az apai egyedként hasznalt
névény (Mcw2) heterozigéta volt az enod12 génre nézve; az
egyik kromoszémaparjan két enod12 gént hordozott, amelyek
szorosan kapcsoltan o6rokl6dtek, mig a masik kromoszdéma
parrél hianyzott mindkét enod12 gén (null allél). Az enod12
hianyos F2 egyedek csak az apai agrdl 6rokolt null allélokat
hordoztak. A null allél a Mendeli recessziv gének szabalyainak

megfelelten, stabilan 6roklédétt, és az altalunk vizsgalt enod12-
ndévényekb®l tobbszéri vegetativ szaporitas utan sem volt
kimutathaté az enod12 jelenléte. Ez azt bizonyitja, hogy az
enod12 hianya a ndévényekben nem mozaikos jellegli, hanem
az egész névényre kiterjedd, allandé genotipus. (Csanadi és
mtsai., 1994)

2.2, A vad tipusi és az eltérd kdpiaszamu enod12-t
tartalmazé névényeket Rhizobium meliloti-val ferttzve azt ta-
pasztaltuk, hogy a gimtk kifejlédésének idtbeli lefolyasa azo-
nos volt, és a fejlédott gimdk fenotipusaban sem talaltunk
szignifikans kilonbséget. Az enod12 gént nem hordozé
névényeken a gumtképzbdés idtbeli lefolyasa nem tért el a
szll6i ndvényen tapasztaltaktdl, és a képz&détt guméknek mind



a formaja, mind a belst szerkezete megegyezett az enodi12
gént hordozé névényeken képztdott gimbkkel. A rendkivdl

érzékeny RT-PCR vizsgalatok kimutattdk, hogy az enod12”
névényeken képz&ddtt gimtk nem tartalmaztdk az enod12
mMRNS-eket. (Csanadi és mtsai., 1994)

23. A gimtk acetilén redukald képességének mérésé-
vel bizonyitottuk, hogy az enod?12 mutans névényeken képzé
dott gimtkben aktiv nitrogénkétés folyik. (Csanadi és mtsai.,
1994)

24. Eredményeink igazoltak, hogy az altalunk hasznalt
diploid fajok esetében az enodi2 hidnya nem befolyasolta a
névények életképességet, sem a gydkérgim® kialakulasat,
iletve a nitrogénkétést. Ennek tébbféle magyarazata lehet.
Feltételezhett, hogy az enodi12 szerepét ezekben a mutans
névényekben egy masik hidroxi-prolinban gazdag fehérje
vette at, vagy az enod12 gén csak bizonyos Medicago
fajtdknal elengedhetetien a gimtképztdéshez, illetve a nirto-
génkétéshez, mig az altalunk hasznalt diploid fajok esetében
szerepe nem jelentts. Az sem kizarhatd, hogy az enod12-nek
csak bizonyos, altalunk nem vizsgalt életkdrulmények kozott
kialakulé szimbidzis esetén fontos a kifejezdése Medicago-
ban. (Csanadi és mtsai., 1994)

Lucernabdl izolalt ciklin gének jellemzése.

3.1. A CyclliMs az elst telies hosszusagu ciklin gén
volt, amelyet Medicago-bdl azonositottak. A gén a
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szekvencidja alapjan az Aallati A- és B-tipusu ciklinekhez
mutatott hasonlésagot. A masik vizsgalt ciklin génbd (CycSMs)
csak egy részleges szekvencia allt rendelkezésunkre a
vizsgdlatokhoz, amely ciklin box egy részét kédolja. A két
ciklin ersen kilénb6zoétt a ciklin box szekvenciadban, ezért fel-
tételeztik, hogy a két cikiin eltér ciklin csoportokhoz tartozik.
Az eltért ciklin box szekvencia alapjan feltételezhet6 volt, hogy
a két ciklin valészinfileg eltérd CDK-hoz kapcsolddva, a sejtcik-
lus eltér$ fazisaiban fejti ki hatasat. (Savouré és mtsai., 1995,
Szécsi és mtsai., 1994)

3.2. Southern hibridizaciéval megallapitottuk, hogy
mindkét gén egy-egy példanyban talalhaté meg a diploid M.
truncatula genomjdban, mig a tetraploid Medicago fajtak
valészinlieg tébb képiat tartalmaznak ezekbd a ciklin génekbd.
A hibridizal6 DNS darabok mérete kilénbdzdtt a két ciklin
esetében, ami megertsitette, hogy a CyclliIMs es a CycSMs
egymastdl eltért ciklinek. (Savouré és mtsai., 1995, Szécsi és
mtsai., 1994)

3.3. A CyclliMs gén hidroxi-uredval részlegesen
szinkronizalt lucerna sejtkultiraban a G2-M  atmeneti
szakaszban fejez6dott ki, majd a mitdzis befejeztdésével kife-
jezédése gyakorlatilag megszint. Ez a kifejez&dési mintazat ar-
ra utal, hogy a CyclliMs a mitotikus ciklinek csaladjaba tartozik.
A sejtciklustdl  figgd szerepét megertsitette kifejeztdésének
mintazata lucerna kiléb6z6 szerveiben. (Savouré és misai.,
1995)
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3.4. A CycSMs gén a CyclliMs génhez képest
alacsonyabban fejez6détt ki. Szinkronizalt sejtekben kifejez6-
dése rogtdn a hidroxi-urea eltavolitasa utan kimutathaté volt a
sejtciklus S-, valamint a korai G2 fazisaiban. Bar kifejeztdése a
mitdézis kezdetével csdkkent, meglept modon ezen az
alacsonyabb szinten szinte minden fazisban megtalalhaté volt.
Ez arra utal, hogy a CycSMs fehérje esetleg tébb CDK-val
Iéphet kolcsonhatasba, és igy részt vehet a sejtciklus eltérd
fazisainak szabalyozasaban, bar dont6 szerepe a sejtciklus S-
fazisaban, a DNS megketttizédése soran Iehet, és valdszinlileg
az A-tipusu ciklinek koézé tartozik. A CycSMs vizsgalata volt
az elsbalkalom, hogy lucerna névénybd S-fazisos ciklin keruit
jellemzésre. (Szécsi és mtsai., 1994)

A lucerna msc27 nev(i génjének jellemzése

4.1. A szekveciaelemzési adatok alapjan
megallapitottuk, hogy az msc27 génnel homolég gének tébb
eukariota szervezetben is megtalalhatok (névények, éleszttk,
emlsok, stb.), és feltehetben egy olyan életfontossagu fe-
hérjét kddolnak, amely valamilyen, a létezéhez elengedhetetien
alapfunkcié soran jatszik szerepet. A homoldég fehérjék
bizonyos tagjairdl kimutattak, hogy homoldgiat mutatnak egy
hisztamin-felszabadité faktorhoz, és maguk is képesek
hisztamin felszabaditasara. (Szécsi és mtsai., kdzlés eltit)

42. Southern hibridizaciés kisérletben az msc27-r6l ki-
mutattuk, hogy a kllénbdz6 lucerna fajtak genomjaban feltehett

en tobb, kismértékben eltért szekvenciaju gén talalhaté. Ez a
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tény megerésiti azt a feltételezést, hogy ez a gén igen fontos
feladatot lat el az él6 szervezetben, és esetleges mutacidja
esetén egy masik, hasonlé gén veheti at a szerepét. (Szécsi
és mtsai., kdzlés eltit)

43. Northern hibridizaciés kisérletek azt mutattak, hogy
az msc27 gén gyakorlatlag minden szdvetben/szervben
stabilan és ertsen fejeztdik ki. Kifejeztdését a hormonkezelé-
sek nem befolyasoltdk nagyobb merntékben. Lucerna glimok-
ben és gyotkerekben is kdzel azonos volt a kifejeztdése, ami
arra utal, hogy a Nod faktorok sem befolyasoljak a kifejez6-
dését. Erts és stabil kifejez6dése a lapjan az msc27 gén
Northern hibridizacidés kisérletekben jol alkalmazhaté bels6

kontrollként az RNS mintak mintségébdl és mennyiségébd ere-
db kisérleti hibak kimutatasara. (Szécsi és mtsai., kdzlés eltit)

4.4, In situ hibridizaciés kisérletekkel kimutattuk, hogy
az msc27 gén, mind a fiatal, mind az id¢s gyokérgumtkben el-
sBsorban az invaziés zénaban fejezt&dik ki. Vagyis a lucemna
gy6kérgum&n belll nagyobb eltérések mutathatok ki a termel®-
d6 msc27 mBRNS mennyiségében. Ez az eredmény, amely
ramutat az msc27 génnek a mRNS atirédas szintjén t6rtén6
szabalyozasara, nem volt kimutathatd Northern hibridizaciéval,
ami kihangsulyozza az in situ hibridizaciés technika jelentt -
ségét és szukségességét a kiilonbdzb gének - kifejeztdésének
vizsgalatakor. Az msc27 térbeli kifejezbdése arra utal, hogy
lucerna gyokérgimtben a sejtdifferenciacio, illetve a fert6zési
folyamat soran jatszhat szerepet. (Szécsi és mtsai.,, kdzlés
elétt)
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A dolgozatban bemutatott és megvitatott eredmények
ramutatnak arra, hogy a Medicago és a Rhizobium kozétt
kialakul6 szimbiézis igen bonyolult és sok Iépésben
szabalyozott folyamat, amely feltdrasa csak a molekularis
biolégiai, sejtbiolégiai és genetikai moddszerek egylttes
alkalmazasaval lehetséges. A terdilet intenziven
tanulmanyozott, aminek kdszénhet en egyre tébb informacié
all rendelkezésiinkre a szimbibzis kialakulasardl, a gimtképz6-
désrd, a nitrogénkétés folyamatardl, valamint ezek szabalyo-
zasarél. Ezek az ismeretek hasznosak lehetnek a
tovabbiakban egy hatékonyabb, és kdrnyezetkiméldbb me-
z6gazdasagi termelés kialakitdasahoz. Ezen tilmenen a gim®
fejlédés egyes lépéseinek tanulmanyozasa kdézelebb vihet
minket annak megismeréséhez is, hogy miképpen térténik az
egyes sejtek differenciacioja a kulénb6z6 funkcidkra az osztdédo
sejtekbdl.
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