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1. El6sz6

A lucerna (Medicago sativa) mezbgazdasagi jelentbségét az allatok takarmanyozasaban
és a vetésforgéban betdltott hagyomdanyos szerepe alapozza meg. Az utdbbi években az
emberi taplalkozasban is teret hoditott és a tudomanyos kutatdsokban is egyre ndévekvd
szerepet 16t be.

A lucernat mar 2000 éve haszndljdk a mezgazdasagi vetésforgéban, mint a talaj term&-
képességét javitd névényt. Egy jo allapotban 1év8 lucerna kultura 300kg/ha légkdri nitrogént is
megkothet évente a gydkérgim®iben, vele szimbidzisban él6 nitrogénkott baktériumok segit-
ségével. Ennek nagyrésze a talajpan marad és nitrogén forrdsul szolgalhat a lucerna utén
kovetkez6 novényi kultiraknak. gy a koltséges, sokszor veszélyes és kérnyezetkarosit6
nitrogén mG tragyazas csdkkenthett olyan lucerna fajok beiktatasaval a vetésforgéba, amelyek
nagy mennyiségli nitrogént képesek megkétni. Ez gazdasagi és koérnyezetvédelmi szempontbdl
is igen jelentds. Ezért a pillangds ndvények és a Rhizobiacea csalad tagjai kdzétt kialakuld
szimbidzis megismerése, a gyokérgim® valamint a gimtkben térténd nitrogénkétés kialakulasa
intenziv tanulmanyozas alatt all. A nitrogénkétdé szimbidzisok kbzul a legalaposabban
tanulmanyozott a Medicago-Rhizobium meliloti kozétt kialakuld szimbidzis. A lucerna kézeli rokona,
a diploid M. truncatula nemzetkézileg elfogadott modell-névény a szimbidzis tanulmanyozasara.
A faj elbnye, hogy onbeporzé, diploid névény, és genomjanak a meérete aranylag kicsi (az
Arabidopsis-énak 3-4-szerese), ami idedlissa teszi a genetikai, molekularis biolégiai, biokémiai,
stb. kutatasokhoz (Cook és mtsai., 1997). Ez ideig tobb, a szimbidzis kialakitasaban és
fenntartasaban résztvevt névényi gént azonoéftottak, és sor kerllt ezek kifejeztdésének id6beli
és térbeli vizsgalatara a gim® kialakulasa folyaman, és a gydkérgim®bben. Az intenziv tanul-
manyozas ellenére a legtébb szimbidzis specifikus névényi gén valédi szerepérl csak talal-
gatasok vannak. A szimbidzis valamely |épésében hibds ndvényi mutansok elballitasa attdrést
jelenthet az ilyen gének szerepének megismerésében (Penmetsa és Cook, 1997).

A gydkérgum® kialakulasa a szimbiézis soran kivalé lehetbséget nydjthat a névények
szerviejlb désének, és ezen belll sejtosztédasi ciklusnak a tanulmanyozasara is. Bakteridlis
hatasra a pillangosok gyokerének mar differencialédott kéregsejtjei Ujra belépnek a sejtosztédasi
ciklusba, és a sorozatos osztédasok eredményeként kialakul a gim®&primordium, majd a gyokér-
gim®. A sejtciklusnak ez az djrainduldsa kivald lehetbség a sejtosztddas reaktivacidjanak szaba-
lyozasat célzé kutatdsokra. Ezeket a vizsgalatokat nagymértékben eltsegiti, hogy a Medicago
sativa az egyik legjobban tanulmanyozott névény a sejtciklus vonatkozasaban. Szamos gént
izolaltak, amelyeknek jelents szerepuk van a sejtciklus kiilonb6z$ szakaszainak szabalyoza-
saban (Hirt és mtsai., 1992; Kapros és mtsai., 1992; Dahl és mtsai., 1995; Meskiene és mtsai.,
1995; Savouré és mtsai, 1995; Magyar és mtsai, 1997). Ezenkivil kutatdsok folynak a
kldnbdz6 hormon- és stresszhatasok jelatviteli rendszerének felderitésére lucernaban.



2. Bevezetés

2.1. A nitrogénkotés jelentésége és moddjai. A szimbidtikus
nitrogénkaétés.

Az élblények, néhany baktérium kivételével, képtelenek a szervezetik felépitéséhez
szlkséges nitrogént el dllitani. Vildgviszonylatban a termesztett névények szamara a kotott
nitrogén a limitdldé tapanyag. A megfelel6 terméseredmények eléréséhez elengedhetetlendl
szlkséges, hogy a névények nitrogénellatasa megfelel legyen. Az atmoszféra 78%-a nitrogen,
de az él6 szervezetek tobbsége ezt a nitrogén forrast nem képes kdzvetlenil hasznositani. Ezért
a légkon nitrogént elbb az élblények szamara felvehett formdju vegyuletekké kell alakitani. A
nitrogénkotés (nitrogénfixalas) folyamataban a légkori nitrogén (N2) amméniava (NHgz), majd

ammonium ionna (NH4%) alakul, amelyet a névények képesek a szamukra szilkséges nitrogén
tartalmu vegyuletek felépitéséhez felhasznalni. A Iégkdri nitrogén megkotésének harom kilénbdzé
madjat ismerjuk:

- A fizikai nitrogén koétés soran a légkdri nitrogén reaktiv ionokkal alakit ki kapcsolatot,
elektromos kisulések hatasara. Az igy kialakulé nitrogén tartami szervetlen molekulak a
csapadékkal a talajpa mosédnak és az ott él szervezetek szamara taplalékforrasul
szolgalhatnak. A fizikai nitrogénkotés mértéke csekély (Hardy és Havelka, 1975).

-A kémiai nitrogénkétés ipari tevékenység, amelynek soran a légkdri nitrogént magas
nyomason és htmérsékleten alakitigdk szervetlen nitrogén vegyuletekké. Az eljaras nagy ener-
giafelhasznalasa miatt kéltséges.

-A bioldgiai nitrogénkoétés a légkori nitrogén megkétésének leghatékonyabb maddja. Eme
csak néhany prokariéta él6lény képes. Ezek vagy 6ndlléan (szabadon él6 nitrogénkétok), vagy
magasabbrendli ndévényekkel egyuttélésben (szimbidtikus és asszociativ nitrogénkotd k) ke-
pesek megteremteni a nitrogénkotés feltételeit. A koététt nitrogénnek kb. 80%-a bioldgiai
nitrogénkotésbtl szarmazik; ezen belll is a szimbidzisbdl szarmazoé koététt nitrogén mennyisége
jéval meghaladja a szabadon €18 nitrogénkéttk altal megkoétott nitrogén mennyiségét (1. tablazat).

A szimbidzis kifejezést a botanikus De Bary vezette be 1879-ben. Eleinte ezt a kifejezést
hasznaltédk az eltérd fajok kdzotti egylttéles minden formajara. Azéta az eltérd fajok kdzotti
egyuttélés formait kategdridkba osztottdk és a szimbidzis olyan egyutélést jelent két, eltér6
fajhoz tartozé él6lény kozdtt, amelynek hatasa mindkét fél szamara kedvez6. A szimbidzis
kiléndsen nagy jelenttségli a nitrogénkotésben, mivel a biolégiailag fixalt nitrogén legnagyobb
része szimbibtikus nitrogénkdtésb®| szarmazik. A szimbidtikus nitrogénkdtés tagabb értelme-
zésben azt jelenti, hogy a magasabbrend  névény kedvez feltételeket teremt a
mikroorganizmus fejlédéséhez és fedezi a nitrogénkotés energiaigényét, mig a szimbionta proka-



1. tablazat

A. Néhany szabadon él6 nitrogénkoté szervezet nitrogénkétésének meértéke.

Csoport Faj A nitrogénk?ités mértéke
kg N2/ha/év
Eurobaktériumok: - -
-Obligat anaerobok Clostridium pasteurianum 1

Desulfovibrio vulgaris

-Fakultativ anaerobok - Klebsiella pneumoniae
Bacillus polymixa 1
Enterobacter agglomerans

-Mikroaerobok Azospirillum lipoferum 1
-Obligat aerobok Azotobacter vinelandii 1
Derxia gummosa

Fotoszintetizalok:

-Baktériumok Rhodospirillum rubrum

Chlorobium limicola 30-50
-Kékbaktériumok Plectonema boryanum

Nostoc mucorum

Anabaena cylindrica

B. Néhany szimbionta nitrogénkoté szervezet nitrogénkétésének mértéke.

Szimbiontak Gazdanovények Nitrogénkdtés mértéke
Csalad Génusz kg No/ha/év
Rhizobiaceae Sinorhizobium Medicago
Mezorhizobium | Lotus 10-350
Rhizobium | Pea, Vicia
Bradyrhizobium Glycine 20-250
Azorhizobium Sesbania 30-200
Frankiaceae Frankia Alnus
Casuarina 15-300
Myrica
Comptonia
Cyanophyceae Anabaena Azolla 40-120
Nostoc Cycas 19-60
Macrozamia 18
Gunnera 58




riéta nitrogén tartalmu vegyuletekkel latja el a gazdanévényt. A szlikebb értelmezésti szimbidzis
soran a nitrogénkotés folyamata egy erre a célra kialakuld Gj novényi szervben zajlik. A
magasabbrendli  ndévényekkel szimbidzist kialakité mikroorganizmusok harom csoportba
sorolhaték:

-cianobaktériumok vagy kékalgak,

-a Rhizobiaceae csalad tagjai,

-aktinomiceszek.

Ezek a mikroorganizmusok a magasabbrendli névények valtozatos fajaival élnek egyutt.
Kékalgak szimbidzisa soran nem alakul ki Uj szerv, a mikroszimbionta a névény mar meglévb
szarmirigyeit foglalja el, és itt torténik a nitrogénkdtés. A masik két mikroszimbionta csoport tagjai a
gazdandvényt egy Uj szerv, a gumb, kialakitasara serkentik a szimbiézis soran, amelyben légkéri
nitrogén vegyuletekké vald atalakitasa térténik. Mindharom esetben a mikroszimbionta a névény
sejtiein belll helyezkedik el, de egy, a gazdandvény plazmalemmajabdl szarmazé membran
hatarolja el a ndvényi citoplazmatal.

A szimbidzisok kozll a pillangés ndévények és a Rhizobiaceae csalad tagjai kdzott
kialakulé szimbidzis a legjelentsebb, mind a megkététt nitrogén mennyisége szempontjabél, mind
mezbBgazdasagilag, igy ezek egylttélése all a nitrogénkétés megismerésére iranyuld kutatdsok
kézéppontjdban. A Rhizobiaceae csalad harom nemzetségének tagjai képesek a pillangds
névényekkel szimbidzisban élni: a Rhizobium, Bradyrhizobium és Azorhizobium nemzetségbe
tartozé baktériumok. Ujabban két Uj nemzetséget kiildnitettek el a Rhizobiaceae csaladon belill,
amelyek a Rhizobium nemzetségb®l valtak ki: a Sinorhizobium és Mesorhizobium nemzetséget
(Martinez-Romero and Caballero-Mellado, 1996; van Berkum and Eardly, 1998, Kiss és mtsai.,
nyomtatas alatt). Mivel ezek a nemzetségek uUjonnan kialakitottak, és a Rhizobium fajok
atnevezése és besorolasa az Uj nemzetségekbe folyamatos, ezen dolgozat keretein belll, a
kénnyebb érhettség kedvéért, még a hagyoményos baktérium neveket és besorolasokat hasz-
naljuk.

2.2. Szimbiozis a Rhizobiaceae baktériumcsalad tagjai és a
pillangdés ndvények k6zott.

A Rhizobium, Bradyrhizobium és Azorhizobium nemzetségbe tartozé talajlaké baktériumok
egyedi tulajdonsaga, hogy pillangds noévényekkel szimbidzisban élnek, amelynek soran a
baktériumok a gazdandvény gyodkerén (illetve néhany esetben szaran) nitrogénkétd gum® k
kialakitasat serkentik. A szimbidzis gazdaspecifikus, vagyis egy adott Rhizobium faj csak
meghatarozott névényfajokkal I€p kdlcsdnhatasba (2. tablazat).



BAKTERIUM GAZDANOVENY

Sinorhizobium meliloti Melilotus, Medicago, Trigonella
Sinorhizobium fredii Glycine, Vigna
Sinorhizobium sp. NGR234 tropusi pillangésok, Parasponia
Sinorhizobium xinjiangensis Glycine, Vigna
Mesorhizobium loti Lotus, Anthyllis

Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii

Trifolium

bv. phaseoli Phaseolus

bv. viciae Vicia, Pisum, Lathyrus, Lens
Rhizobium huakuii Astragalus sinicus
Rhizobium ciceri Cicer ariethinum
Rhizobium tropicii Phaseolus, Leucaena, Macroptilium
Rhizobium etli Phaseolus vulgaris
Rhizobium galegae Galega officinalis, G.orientalis
Bradyrhizobium japonicum Glycine, Vigna
Bradyrhizobium elkanii Glycine
Bradyrhizobium sp. strain Parasponia Parasponia
Azorhizobium caulinodans Sesbania

2. tablazat. Kulénbéz6 Rhizobium fajok és gazdandvényeik.

A szimbibzis soran létrejév® Uj ndvényi szerv, a gydkérgim® , amelynek pillangés névényeken
két fajtajat kalonboztetjuk meg: a determinalt és az indeterminalt gimé t. Ezek meghatarozott és
jellemzt belst szerkezettel rendelkeznek (Dart, 1977; Newcomb, 1981; Hirsch, 1992; van Rhijn
és Vanderleyden, 1995), amelyek az 1. abran lathaték. Az indeterminalt gim& a mérsékelt
éghajlaton él6 ndvényeken képztdik (lucerna, borsd, stb.). A gimb kialakulasa a gydkeér bels)
kéregseijtjeinek osztédasaval kezdbdik, a baktériumok az allandé osztédd szdvet mogotti sejteket
fertzik meg. Az indeterminalt gim® merisztémaja heteken keresztul folyamatosan mtkédik, igy a
gum® alakja elnydjtott, hosszikas. A gim®én belill az dsszes kiddnb6z® fejlédési allapotban 1evd
baktérium megtalalhaté az egymas mdgott elhelyezked gimézéndkban. A determinalt gim6 a
tropusi eredeti ndvényfajokra jellemz6 (széja, bab, stb.). Ennek kialakulasa a gyokér kuils6
kéregseijtjeinek osztédasaval kezdtdik. A merisztémaja csak aranylag révid ideig mikodik (kb. 10



napig). A baktériumok a merisztéma sejtjeit fertbzik meg és azokkal osztédnak tovabb. Miutan a
sejtosztédas befejezdik, a gim® ndvekedése a sejtek megnagyobbodasaval torténik. A deter-
minalt gim®Bk gémb alakuak, és bennik egy adott idépontban az Osszes baktérium egy meg-
hatarozott fejlédési fazisban van.

DETERMINALT INDETERMINALT

1. dbra. A determinalt és indeterminait gumbk belst szerkezeti felépitése. GK: gim® kéreg, GE:
gum® endodermisz; GP: gum® parenchima; SZ: szallitészévet; M: merisztéma; 1Z: invaziés zona;
KS: korai szimbiotkus zona; NF: aktiv nitrogén fixalé zéna; O: éregedt fertbzétt zona.

A gimb® képztdése bonyolult folyamat, amely mind bakteridlis, mind névényi oldalrdl szi-
gort szabalyozas alatt all az optimalis gimtzési allapot kialakitasa érdekéeben. A gydkergimb
kialakitasaban mind névényi, mind bakteridlis oldalrdl tobb gén vesz részt. A szimbidzis soran
ezek a gének a partnerek kozotti jelmolekuldk cseréje kdvetkeztében fokozatosan, meghatarozott
sorrendben lépnek mikodésbe, valtozasok sorat idézve eld mindkét partnerben. A gimékepz6-
déséhez és a nitrogénkotéshez sziikséges jelmolekuldk és gének, valamint szereplk leirasaval
tobb &sszefoglald munka is foglalkozik (Ldng, 1989; Schultze és mtsai., 1994; Mylona és mitsi.,
1995)

A szimbidzis kialakulasanak kezdetén a névény gydkere jelmolekulakat bocsat ki a talajba.
Ezek a gazdanovényttl figgben kuldnboz6 flavonoidok, amelyek kettbs szerepet tdl-tenek be.
Egyrészt ezek a a ndvény altal kibocsatott jelmolekulak a Rhizobium-ot a névenyhez csalogatjak
(Bergman és mtsi., 1988; Caetano-Anollés és mtsi., 1988). A baktériumok egy polaris flagella,
vagy a fellleten elosztott 2-6 flagella segitségével mozdulnak el a talajban Iév6 vegyiletek
koncentracié gradiense mentén (kemotaxis). A kemotaxis lehet pozitiv, vagyis az adott anyag
koncentracié névekedése felé torténd mozgas, vagy negativ, vagyis a koncentracié csdkkenés
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iranyaba valé elmozdulas (lasd Goétz és mtsi., 1982). Azokat az anyagokat, amelyekre a
baktériumok pozitiv kemotaxissal valaszolnak csalogatoknak (attraktansok), a negativ kemotaxist
kivaltdakat taszitdknak (repellensek) nevezzik. A pillangds névények gydkerének exudatuma
tobb csalogaté hatasu vegylletet tartalmaz, példaul aminésavakat, cukrokat, stb (Currier és
Strobel, 1976; Gitte és mtsi., 1978; Currier, 1980; Bowra és Dilworth, 1981; Gavorzewska és
Carlile, 1982; Peters és Verma, 1990). A Rhizobiumok az alacsony koncentraciéju flavonoidokra
pozitiv kemotaxissal valaszolnak, amely valészintileg megkonnyiti a baktérium és a gazdano-
vény kapcsolatteremtését (Aguilar és mtsi., 1988; Armitage és mtsi., 1988; Caetano-Anollés és
mtsi., 1988; Kape és mtsi., 1991).

A flavonoidok masik, jelentsebb szerepe, hogy a baktérium pozitiv szabalyozé gén-
jeinek (nodD) termékeihez kapcsolédva beinditjak a baktérium nodulaciés génjeinek (nod, nol,
noe) mikodését. Ezek a gének szilkségesek a bakteridlis jelmolekulak (Nod faktorok) el6 alli-
tasdhoz (Zaat és mtsi., 1987; Banfalvi és Kondorosi, 1989; Baev és mtsi., 1991; Schultze és
mtsai., 1994). A bakteridlis Nod faktorok tobb fontos és parhuzamosan zajlé valaszreakciot
inditanak el a gazdandvény gyokerében (ldsd Hardi és Bisseling, 1998). A gyokér felszinén
gyors elektrofizioldgiai valtozasok érzékelhettk, példaul a membranok depolarizacidja és a sejtek
alkalinizalddasa (Ehrhardt és mtsai.,, 1992, Kurdjian, 1995, Felle és mtsai., 1995, 1996). Ezzel
egyidtben a bakteridlis jelmolekulak hatasara a névényi gyokérsz&rok meggdrbuinek, deforma-
I6dnak (Wood és Newcomb, 1989; Truchet és mtsai., 1989). A baktériumok az djonnan képz6d6
infekcids fonalon keresztll hatolnak be a gyokérszérbe (Callaham és Torrey, 1981). Az infekcids
fonal, amelynek képztdését szintén a Nod faktorok idézik elé (van Brussel és mtsai., 1992), egy
ndévényi plazmalemma eredetli, csbszerli képz6 dmény, amely a baktériumokat elhatérolja a
novényi sejtek citoplazmajatdl, és amelynek segitségével a baktériumok egyre beljebb
vandorolnak a gyokérsz6rben, majd a kéregsejteken keresztiil a kialakulé gim®primordium felé.
Szintén a bakteridlis Nod faktor hatasara a baktériumok behatolasaval egy id6ben a gydker
kéregsejtiei osztddni kezdenek és kialakul a gim®primordium (Truchet és mtsai., 1989, Yang és
mtsai., 1994). A Nod faktorok ezen kiviil beinditjak bizonyos gimb specifikus névényi gének
(nodulinok) kifejeztdését is (Horvath és mtsai., 1993; Journet és mtsai., 1994; Heidstra és mtsai.,
1997). Az is bebizonyosodott, hogy a Nod faktor altal beinditott folyamatok nem mindig fuggnek
egymastdl, az egyik lejatszodasa nem feltétele a masik bekdvetkezésének. Példaul a korai
nodulin gének kifejezbdésének beinditdsa a hajszalgydkerek gorbllése nélkil is bekdvetkezik
(Heidstra és mtsai., 1997). Ez azt sugallja, hogy ezen folyamatok beinditasa egymastdl fuggetlen
utakon szabalyozddhat, illetve a Nod faktorok érzékelése eltér6 jelatviteli rendszereken at
torténhet.

A gazdandvény sikeres megfertézéséhez tovabbi bakteridlis jelmolekulak szikségesek, amelyek
a szimbidzistdl fuggben kilénbdz6 felszini alkotéelemek lehetnek. A baktériumok egyre beljebb
hatolnak a gydkérben és a gim®primordiumot elérvén kiszabadulnak az infekciés fonalbdl és
bakteroidokka fejl6 dnek, amelyeket névényi eredetli peribakteroid membran vesz korul



(Robertson és mitsi., 1978). Ezutan veszi kezdetét a nitrogénkotés (lasd Verma és Long, 1983). A
szimbionta partnerek jelcseréjének és a gyokérgim® kialakuldséanak folyamatat a 2. abra foglalja
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2. abra. A gyékérgiimb kialakulasanak folyamata Rhizobium-mal fertézott Medicago gyokéren.



2.3. A mikroszimbionta és a szimbidzisban résztvevé
bakterialis gének.

A Rhizobiaceae csaladba tartozé talajpaktériumok Gram-negativak és obligat aerobok.
Jellemz®6 rajuk, hogy a bakteridlis kromoszéman kivil egy vagy tébb, nagy méretli plazmidot
hordoznak. Ezek mérete a kromoszéma 1/3-at is kiteheti. Ezek kdézul azokat, amelyek a
szimbidzisban kozvetlenil résztvevd géneket hordozzak szimbiotikus megaplazmidoknak
nevezzik (pSym). A szimbiotikus megaplazmidok mellett olyan nagyméretli plazmidok is
megtalalhaték a Rhizobium-okban, amelyek nem hordoznak a szimbidzisban kézvetlendl
résztvevd géneket. Ezen gének szerepe a baktériumokban valtozo, és bizonyos gének a
szimbidzisra is hatassal vannak (Mercado-Blanco és Toro, 1996). Bradyrhizobium es
Azorhizobium esetében az Osszes szimbidzisban résztvev® gén a baktérium kromoszémajan
helyezkedik el (Kondorosi, 1992; Long, 1992). Rhizobium esetében a szimbiézishoz szikséges
gének egy része szintén a kromoszéman taladlhatd, de tulnyomé tObbséguk a baktériumok
szimbiotikus megaplazmidjain helyezkedik el (Hynes és mtsi, 1986). R. melilotban két
szimbiotikus megaplazmidot mutattak ki (Burkardt és Burkardt, 1984; Banfalvi és mtsai., 1985;
Burkardt és mtsai., 1987). A gimtképzéshez és a nitrogékotéshez szikséges gének tdébbsége a
pSyma plazmidon talalhaté, mig az exopoliszaharidok és lipopoliszaharidok szintézisében
résztvevd gének a pSymb megaplazmidon helyezkednek el.

2.3.1. A nodulaciés gének és a Nod faktorok.

A nodulaciés (nod, nol, noe) gének a gimbfejlédés kezdetén jatszanak szerepet. Ezek a
gének felelések a Nod faktorok szintéziséért. A nodulaciés gének szerepuk és konzervalédasuk
alapjan harom csoportba sorolhaték, ugymint kbz6s, gazdaspecifikus és szabalyozé nodulacids
gének. Ezek a gének altalaban csoportosan, operonokba rendez6dve taldlhaték a baktérium
megaplazmidjan, illetve kromoszémajan (3. abra). Az operonokba rendez6doétt nod gének promé-
ter régidjdban taldlhatok az un. nod box szekvencidk, amelyek iranyultsaga a nod gének
iranyultsagaval megegyez®. Ezek a szekvenciak feleltsek a nodulaciés gének koordinalt kifejez6-
déséert valamennyi Rhizobium fajban (Fisher és Long, 1989; Goethals és mtsai., 1992, Cren és
mtsai., 1995). A nod box két részbd all, és mindkét darabja elengedhetetlenil sziukséges a NodD
aktivator fehérje kotbdéséhez (Fisher és Long, 1993; Kondorosi és mtsi., 1989). A R. meliloti
esetében a nod box hét kdpidban talalhaté meg a nod régidban (Rostas és mtsi, 1986; Barnett
és mtsai., 1996). Rhizobium/Shinorhizobium fajokban kézds nod gének prométerjében a nod box
utdn 2-14bp tavolsagban taldlhatdé egy szekvencia, ami a NolR represszor két6déséért és a
kézbs nod gének negativ szabalyozasaért felelés (Kiss és mtsai., nyomtatas alatt).

A kdzds (common) nod gének (nodABC) minden Rhizobium fajpan megtalalhatok és a
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3. abra. Rhizobium meliloti (R.m.) Rhizobium leguminosarum biovar viciae (R.l.v.) és
Bradyrhizobium japonicum (B.j.) nodulaciés génjeinek elhelyezkedése a szimbiotikus
megaplazmidon (R.m. és R.L.v.), illetve a bakterialis kromoszéman (B.j.). Nyilak jeldlik a ktlénb6z6
nod gének elhelyezkedeset és iranyultsagat. Zold: a prekurzor molekula termelédésében sze-
repet jatszé nodulaciés gének; sarga: k6zos nodulaciés gének; kék: gazdaspecifikus nodulacids
gének; fekete: szabalyoz6 nodulaciés gének; piros: azok a nod gének, amelyek szerepe meég
nem teljesen tisztazott. A fekete nyilhegyek a géneket jelképez0 szines nyilak alatt a nod box
szekvencidk helyét és iranyultsagat jeldlik. Schultze és mtsai., 1994; Schlaman és mtsai., 1998.

kilonb6z6 fajok nodABC génjei egymassal funkcionalisan kicserélheté k (Kondorosi és mitsi.,
1984; Fisher és mtsi.,, 1985; Marvel és mitsi.,, 1985). A kdzds nod gének elengedhetetlenil

szlUkségesek a gimb kialakitasahoz. Kézuluk bamelyik mutaciéja Nod~ fenotipust okoz, vagyis
nem képz6dik gim®. A mutacié hatasa megszintetheté mas Rhizobium fajbdl szarmazé azonos
nod gén mlkodtetésével. A nodABC gének a legtdbb baktérium esetében egy operonba
rendez6dve taldlhaték (3. dbra). A k6z6s nodABC gének a Nod faktorok alapszerkezetének
felépitésében vesznek részt. Ujabban kimutattdk, hogy béar szerep:k azonos a kilénbdzé
Rhizobium fajokban, mégis bizonyos esetekben a k6zds nodABC gének is szerepet jatszhatnak
a szimbiodzis gazdaspecifikussaganak kialakitasaban (Roche és mtsai., 1996).

A gazdaspecifikus nod gének a felelések azért, hogy az adott mikroszimbionta csak a sajat
gazdanovényé(i)t fertb zze meg (Horvath és mtsi,, 1986; Banfalvi és Kondorosi, 1989). A
klénb6z6 fajokbdl szarmazd gazdaspecifikus nod gének altaldban nem, vagy csak szik kérben
helyettesitik egymast. Mutacidjuk késleltetett vagy hibas giméfejlédésben nyilvanul meg, illetve a
baktérium gazdaspecificitasanak megvaltozasaval jar (Djordjevic és mtsi., 1985; Debellé és mitsi.,
1986; Horvath és mitsi., 1986). Egyes baktérium fajokban ezek a gének a nodABC génekkel
kozos operonba rendeztdve taldlhatok és egyutt szabalyozédnak. A gazdaspecifikus nod gének
felelések a Nod faktorok lipooligosaccharid alapvazanak gazdaspecifikus modositasaért.

A nodD pozitiv szabalyozé gén valtozd koépia szamban, de a Rhizobiaceae csalad
minden olyan tagjaban megtalalhat6, amely szimbidzisra képes. Ez az egyetlen olyan nod gén,
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amelynek kifejezédése nem korlatozédik a szimbidzisra: a szabadon él6 Rhizobiumban is meg-
nyilvanul, de nem aktiv. Bar a NodD fehérje mind a flavonoid jelenlétében, mind a hianyaban
kapcsolédik a nod box-hoz, az aktivalé flavonoidok hianyaban nem inditia be a nod gének
atirodasat (Peters és mtsi., 1986; Kondorosi és mtsai., 1989). A flavonoiddal kapcsolédott NodD-
nek transzkripcids szabalyozé szerepe van, és a nod gének atirédasat szabalyozza (Fisher és
Long, 1992). R. meliloti-bdl eddig harom nodD gént azonositottak (Gottfer és mtsai., 1986; Honma
és Ausubel, 1987), mig B. japonicum-bél kett6t (Appelbaum és mitsi., 1988; Gétifert és mtsi.,
1992) és R. leguminosarum bv. viciae esetében minddssze egyet (Rossen és mitsi, 1985). A
NodD fehérjék a bakteridlis szabalyozé fehérjék LysR csaladjahoz tartoznak (Henikoff és mitsi.,
1988; Schell, 1993). N-termindlis véglk ertsen konzervalt, ezzel a részlkkel kapcsolédnak a nod
box szekvenciahoz. A C-terminalis szakasz valtozékonyabb és homoldgiat mutat allati szteroid
hormon receptorok ligandum-kétd részével (Gyorgypal és Kondorosi, 1991). Ez a rész jelentds
szerepet tolt be a gazdaspecifikus szimbibzis kialakitasaban, igy feltételezik, hogy ehhez a
részhez kdzvetlenll kapcsolédnak a kilénbozé névényi flavonoidok (Horvath és mtsai., 1987;
Spaink és mtsi., 1987; Gydrgypal és mtsi., 1988, 1991).

R. meliloti-ban a nodD-hez hasonld syrM gén is résztvesz a nod gének
szabalyozasaban. A gén egy olyan szabadlyozé fehérje termeléséért felelés, amely szintén po-
zitivan befolyasolja a nod gének mtkdédését (Mulligan és Long, 1989; Kondorosi és mtsi., 1991b).
A SyrM hasonlésagot mutat a NodD fehérjékkel, és igy ez a pozitiv szabalyozé fehérje is a
LysR-tipusu szabalyozé fehérjék csaladjanak a tagja (Barnett és Long, 1990;).

A R. meliloti 41 térzs esetében mindharom nodD gén, de nem a syrM, a NolR negativ
szabalyozasa alatt all (Kondorosi és mtsi., 1989). A nolR represszor gén egy kopiaban taldlhaté
meg a R. meliloti kromoszdémajan (Kondorosi és mtsi., 1991a). A kédolt fehérje HTH DNS koéto
motivumot tartalmaz és homoldgiat mutat tobb, kisméretli szabalyozé fehériéhez az ArsR
csaladbdl (Kiss és mtsi., nyomtatas alatt). A NoIR dimerként mkédik és negativan szabalyozza
6nmagat, valamint a Nod faktorok alapszerkezetének kialakitasaban résztvev nodulacios
géneket (Cren és mtsai., 1995). Erdekes, hogy a NolR kété motivum nem taldlhaté meg az n2, n3
és n5 nod box-ok el6tt, amelyek a gazdaspecifikus nod gének atirasat szabalyozzak. Ez a
szabdlyozasi mechanizmus biztositja, hogy a Rhizobium csak a szimbidzis kialakitasahoz
szikséges kis mennyiségben termelje a Nod faktorokat, viszont ezen belll nagyobb aranyban
legyenek az olyan jelmolekuldk, amelyek az 6sszes, a gazdaspecifitashoz sziikséges modositd
csoportot tartalmazzak. A NolR gatié hatasa a nod gének transzkripcidjara nem figyelhet meg a
masik altalanosan hasznalt R.meliloti térzs, a 1021 esetében. Ebben a térzsben a nolR génben
egy inszerciés pontmutacié tortént, amely megvaltoztatta a fehérje amindsav szekvenciajat, igy
az elvesztette DNS kot képességét (Cren és mtsi., 1994). Legujabb kutatasok kimutattak a nolR
jelenlétét a Rhizobium nemzetségen belll Gjabban kialakitott Sinorhizobium és Rhizobium
taxonémiai csoportok tébb tagjaban (Kiss €s mtsai., nyomtatds alatt).
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A kilénb6z6 nod gének 6sszehangolt miikédésének eredménye a bakterialis jelmolekulak,
a Nod faktorok termelése, amelyek kulcs szerepet jatszanak a gimtképztdés beinditasaban és
kezdeti Iépéseiben. A Nod faktorok kis molekula sulyu vegyuletek, hstabilak és tébbnyire ersen
hidrofébok (Schmidt és mtsi., 1988). Kilénb6z6 baktériumok Nod faktorai azonos, illetve hasonlé
alapszerkezetliek, de eltéry médositasokat tartalmaznak. Még egy fajon belll is egyszer-re tobb
fajta Nod faktor szintézise torténik. Altaldnossagban a Nod faktorok alapjat egy négy-ot
egységbbl feléplld, B-1,4-kétéssel kapcsolédd N-acetilglukézamin molekula alkotja, amelynek
nem redukalé végéhez egy zsirsav kapcsolédik. Emellett az alapvaz mindkét vég-cukorjahoz
tovabbi médosité csoportok kapcsolédhatnak, amelyek az adott Rhizobium fajtdl figgenek, és a
funkcid szempontjabdl lényegesek. Ezek a csoportok biztositidk a Nod faktorok
gazdaspecifitasat. Az elst Nod faktort Rhizobium meliloti-bél izolaltak és jellemezték. Ez egy négy
alegységbt felépll® 3-1,4-N-acetil-D-glukbézamin, amely a nem redukalé végén egy kétszeresen
telitetlen zsirsavat hordoz, mig a redukalé végéhez egy szulfat csoport kapcsolddik. A jelenleg
hasznalatos nomenklatura alapjan a jele: NodRm-1V(S) (Lerouge és mitsi., 1990; Roche és mitsi.,
19914, b). Késtbb R. melilot-bdl mas Nod faktorokat is izolaltak, kdztuk az els® Nod faktor egy
valtozatat, amely a nem redukalé végén egy O-acetil csoportot is tartalmaz (NodRm-IV(Ac,S),
valamint olyan egyéb Nod faktorokat, amelyek az alapvaz hosszaban, illetve a nem redukal6
véghez kapcsolddo zsirsavak hosszaban és telitettségében témek el az elstként jellemzett R.
meliloti Nod faktortd! (Schultze és mtsi., 1992; Demont és mtsi.,, 1994). Ma mar szdmos mas
Rhizobium faj Nod faktoranak a felépitése ismert. Ezek kdzétt a legszembetlinbbb kulénbség a
B3-1,4-N-acetil-D-glikézamin alegységek szamdaban, a nem redukdld véghez kapcsolddd
zsirsavak hosszaban és telitettségében, valamint a vég-cukrok médositasaban van (Price és
mtsai., 1992; Spaink, 1992; Dénarié és Cullimore, 1993; Carlson és mtsi., 1995).

A tisztitott Nod faktor nagyon kis koncentracioban is aktiv. Kimutattak, hogy nitrogén forras

hidnyaban mar 10712m mennyiségben hajszalgydkér deformalédast okoz a gazdandvényen
(Lerouge és mtsi., 1990; Price és mtsi.,, 1992; Schultze és mtsi., 1992; Heidstra és mtsi., 1994).
Egyes M. sativa fajtak esetében a tisztitott Nod faktor elegend6 a gim®szerkezet kialakitasahoz.
Ezek a gumtk a vad tipusu gimbktél abban kilénbdznek, hogy nem tartalmaznak bakteroidokat
és igy a szimbiotikus z6ndjuk is hianyzik, ezért Gres gimbknek nevezzik ©ket (Truchet és mtsi.,
1991; Stokkermans és Peters, 1994).

Egyenitre még tisztazatian, hogy a névény hogyan érzékeli a Nod faktorokat és szer-
kezetik kuldnbozt valtozasait, illetve a Nod faktorok hogyan képesek valtozasokat elinditani a
ndévényben (sejtosztédas, korai nodulinok kifejeztédése, stb.). A Nod faktorok szigoru szerkezeti
meghatarozottsadga alapjan, amely szereplk betdltéséhez elengedhetetlentl szikséges,
feltételezik, hogy egy, vagy tébb receptor kdzremUkddik az érzékelésiukben a szim-bibdzis soran
(Ardourel és mtsi., 1994; Mylona és mtsi.,, 1995), azonban az eddigi ertfeszitések a receptor
azonositasara sikertelenek voltak. Az érzékelés utan a Nod faktorok feltehetéen egy specifikus
jelatviteli rendszer segitségével megvaltoztatja a gyokérben a hormonok ésszetételét, ami a gim®
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primordium kialakulasahoz vezet (Hirsch és Fang, 1994). Ujabb eredmények azt mutatjak, hogy a
Nod faktorok elstdlegesen a G proteinek altal kdzvetitett jelatviteli rendszeren keresztul fejtik ki

hatasukat, majd a jel a foszfo-inozitid, és a Cat altal kozvetitett masodlagos jelatviteli rendszerek
utjan jut tovabb (Pingret és mtsai., 1998).

2.3.2. A bakteridlis poliszaharidok szerepe és szintézisiikben szerepet jatszé
gének

Mint a Gram negativ baktériumoknak altalaban, a Rhizobiaceae csalad tagjainak kuls6
burka is Osszetett. A citoplazmat kérilvev® szimmetrikus bels membrant az asszimetrikus kils6
membran Oleli korll; kozottik taldlhatd a citoplazmatikus tér. A kils® mebran felépitésében
vesznek részt a bakteridlis poliszaharidok, amelyeknek a kbvetkez6 fajtait kuldnbdztetjuk meg
(lasd Carlson, 1982; Niehaus és Becker, 1998):

- exopoliszaharidok (EPS),

- lipopoliszaharidok (LPS),

- semleges B-1,2-glukanok,

- a kapszularis poliszaharidok (CPS).

A savas exopoliszaharidok (EPS) nem kapcsolédnak szorosan a sejtek kils6
membranjahoz, hanem kivalasztddnak a baktérium kérnyezetébe. R. meliloti térzsekben az
exopoliszaharidoknak két nagy csoportja termeltdik, az EPS |, amely egy szukcinoglikan és az
EPS Il, amely egy galaktoglikan alegységekbd felépiil6 poliszaharid (Aman és mtsi., 1981; Her
és mtsi.,, 1990; Levery és mtsi., 1991). Mindkettének van alacsony és magas molekulasulyu
valtozata. Az EPSI/EPSII termeltdési aranya, valamint azok min6sége elstdlegesen a baktérium
torzsttd fliggd (Putnoki és mtsai., 1988), és a kdrnyezeti tényeztk befolyasoljak (Zhan és mtsai.,
1991; Zevenhuizen és Faleschini, 1991). Az exopoliszaharidok szintézise mind
transzkripciondlisan, mind poszttranszlaciondlisan szabalyozott folyamat (Leigh és Coplin,
1992). Az EPS termelésében résztvevd enzimeket az exo gének kodoljak. Ezek nagy része R.
meliloti esetében a pSymb megaplazmidon talalhaté, mig a tébbi a kromoszéman helyezkedik el
(Finan és mtsi.,, 1986; Hynes és mitsi., 1986; lasd, Niehaus és Becker, 1998). Az exo gének
mutacidjanak hatasa az adott baktérium térzstél flgg; legjellemz6bb tlnetek, hogy a hajszalgyé-
kér gorbllése késik (Finan és mtsi, 1985; Mlller és mtsi, 1988), valamint az infekciés fonal nem
hatol be a giimtkbe és abortal (Yang, 1992). A képz6ddtt guimok bakteroidot nem tartalmaznak. Az
EPS termelésben hibas baktérium térzsek kivulr6l adagolt EPS jelenlétében képesek vad tipusu
gumtk képztdését serkenteni a gazdandvény gyokerén (Klein és mtsai., 1988; Kapp és mtsai.,
1990).

A lipopoliszaharidok kivilrdl kapcsolédnak a baktériumok kils® membranjahoz. Szerepuk
az olyan pillangds névények szimbitzisa esetében jelenttsebb, amelyeken determinait gim&k
képztdnek (Hotter és Scott, 1991; Stacey és mtsai., 1991). A lipopoliszaharidok szerkezete igen
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valtozatos. Lipid résziik kapcsolddik a bakteridlis membranhoz. Ez a rész 14-18 szénatomszamu,
telitett zsirsavakbdl all, de ennel jéval hosszabb zsirsavakat is kimutattak bizonyos Rhizobium
fajok LPS-ében (Bhat és mtsai., 1994). A lipid részhez kapcsolddik az oligoszaharid mag, majd
ehhez kapcsolédik az ugynevezett O-antigén (Carrion és mtsai.,, 1990; Russa és mtsai., 1996).
Az LPS el6allitasahoz szlikséges enzimek génjei még csak nagy vonalakban ismertek. A A.
meliloti exoB és exoC génjeir6l kimutattak, hogy mind az EPS, mind a LPS el6allitasaban részt
vesznek (Leigh és Lee, 1988). Az LPS mutécié hatasa a szintén az adott bakteridlis térzst6l flgg.
Bizonyos esetekben nem képztdik infekcids fonal, vagy a baktériumok nem szabadulnak ki az
infekciés fonalbdl, mig mas szimbidzisokra semmilyen hatdsa nincs az LPS mutacidnak (lasd
Niehaus és Becker, 1998). Altalanossagban leszégezhett, hogy az adott pillangds névény-
Rhizobium kombinaciétol fugg, hogy az EPS illetve LPS milyen szerepet jatszik a szimbiozis
kialakitasaban (Putnoky és mtsai., 1990; Parnishke és mtsai., 1994; Lopez-Lara és mtsai., 1995;
Niehaus és Becker, 1998).

A B-1,2-ciklikus glukanok kis molekula sulyud, semleges glukanok, amelyek valészinfileg az
ozmotikus alkalmazkoddasban jatszanak szerepet (Miller és mtsi.,, 1986). A szintézisukért felelés
gének (ndv) a kromoszoman talalhatok; mutaciojuk esetén a baktériumok képtelenek a fertbzésre,
mivel az infekcids fonal koran abortal, és a baktériumok nem jutnak be a gyokérgimbbe (Dylan és
mtsi., 1986).

A Gram negativ baktériumok kulst feluletéhez gyakran kapcsolédnak kapszularis
poliszaharidok (CPS), amelyek mintegy beburkoljak a sejtet (Boulnois és Jann, 1989). A CPS
poliszaharidok egy alcsoportjat alkotjdk az olyan poliszaharidok, amelyek nagy mennyiségben
tartalmaznak keto-deoxy-oktulant, vagy annak valtozatat (KPS-ek). Ezt a poliszaharidot els6ként
R. meliloti AK631-es torzséb®l mutattak ki. Ez a tdrzs nem termel EPS-t, és mas Rhizobium tor-
zsek EPS mutacidival ellentétben mégis képes nitrogénkéts gum® indukaldsara a KPS
segitségével (Putnoky és mtsai., 1990; Petrovics és mtsai., 1993). A KPS-ek szerkezeti
homolégiat mutatnak az Escherichia coli-bél jellemzett K-antigének csoportjaval (Jann és Jann,
1990; Reuhs és mtsai., 1993).

2.3.3. A nitrogénkotésben résztvevd gének: nifés fix gének.

A nitrogénkoétés folyamataban résztvev bakteridlis géneket két csoportba osztjuk. Az
egyik csoportba tartoznak azok a gének, amelyek homolégiat mutatnak a szabadon él6
nitrogénkétd baktérium, a Klebsiella nitrogén fixalé rendszerének génjeivel. Ezeket nif géneknek
nevezzuk. A masik csoportba tartoznak azok, amelyek ilyen homoldgiat nem mutatnak, mégis
szukségesek a nitrogénkodtéshez a szimbidzis folyaman. Ezeket fix géneknek nevezik. A R.
meliloti nif és fix génjei csoportosan elszérva talalhatok meg a pSyma megaplazmidon; a
Bradyrhizobium hasonlé génjei a kromoszéman vannak.

A nif gének nagy része a nitrogénkotésben szerepet jatszé enzimek kiilénb6z6é részeinek
szintéziséért felelds. igy példaul a nifH a nitrogendz enzim homodimer vas-fehérjéjét kédolja, a
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nifD és nifK a tetramer vas-molibdén fehérjét, mig a nifNEB az enzim aktivitasahoz sziikséges
vas-molibdén kofaktor (FeMoco) elt dllitasaban jatszik szerepet. Egyes fix gének terméke
bakteridlis ferredoxinokhoz és egyéb fém-kotd fehérjékhez hasonlit. A nitrogenaz enzim nagy
energia igényli és ertsen oxigén-érzékeny enzim. Ezért a nitrogénkdtt baktériumokban a nif
gének mikodését a talajban 1évb nitrogén vegyuletek, valamint a kuls6 oxigén koncentracidja is
befolyasoljak (Soupene és mitsi, 1995). A nitrogénkétés csak a névény szamara felvehett
nitrogén hianyaban indul be. A nif és fix gének szabdlyozasa Rhizobium-ban bonyolult folyamat
(Gussin és mtsi, 1986; Merrick, 1992; Fischer, 1994). R. meliloti esetében a Klebsiella-hoz
hasonléan a nif és fix gének aktivalasa a szimbidzis soran a nifA-t6l és az ntrA-t6l fugg (Szeto és
mtsi, 1987; Morett és Buck, 1989). Maganak a nifA-nak a kifejez6dését a gim® belsejében lév
oxigén szint befolyasolja (Ditta és mtsi, 1987; Beynon és mitsi, 1988). Egyrészt maga is oxigén
érzékeny (Krey és mtsi, 1992), masrészt két kdzvetitd fix gén, a fixL és fixJ szabayozasa alatt
all (David és mtsi, 1988; Virts, és mtsi, 1988). Ezenkivil mikddik egy parhuzamos szabalyozdé
rendszer is, amelyben a fixJ és fixL egy masik gént, a fixK-t aktivalja. Ezutan a FixK-NtrA
komplex kapcsolja be a tovabbi nif és fix géneket (Batut és mtsi, 1989). A fixJ és fixL gén
szekvencidja alapjan a két-komponensti szabalyozé rendszerekhez mutat hasonlésagot (Nixon
és mtsi, 1986; David és mtsi, 1988). A FixL érzékeli az oxigén szint valtozdsat a gimbben és
foszforilacié Utjan aktivalja a FixJ-t alacsony oxigén koncentracié esetén (David és mtsi, 1988;
Gilles-Gonzales és mtsi, 1991; Da Re és mtsi, 1994). Ezutdn az aktivalt FixJ kapcsolja be a nifA
és fixK atir6dasat.

2.4. A szimbiozisban résztvevé névényi gének.

Bizonyos M. sativa genotipusokban (nart) nitrogén hianyaban a gimbtfejlédés a baktéri-
um jelenléte nélkdl is beindul (Truchet és mtsi., 1989; Caetano-Anolliés és Gresshoff, 1991;
Huguet és mtsi., 1993). Ezek a spontan gim&k természetesen bakteroidot nem tartaimaz (Ures
gumb). Szerkezetlik hasonlé a vad tipusu nitrogénkott gimbkéhez (Joshi és mtsi., 1991). Ez azt
mutatja, hogy minden olyan |épésben, amely a gim® szerkezetének kialakulasaval kapcsolatos,
noévényi gének mtkddnek kdzre.

A gydkérgiimd képztdése és mlkddése soran tdbb névényi gén is szerepet jatszik. Ezek
kdzll azokat, amelyek a fertbzetlen gydkérben nem nyilvanulnak, csak a gimbfejlédés soran
indukalédnak, nodulinoknak nevezzik (Legocki és Verma, 1980; Van Kammen, 1984). Az els6
nodulin géneket fehériék kétdimenzidés gélelektroforézisével észlelték. Ezzel a moddszerrel
hasonlitottak dssze kezeletlen és Rhizobiummal kezelt gykérsz6rok fehérjéit. Azt tapasztaltak,
hogy a baktériummal kezelt gyokérsztrokben Uj fehérjek termelddnek (Legocki és Verma, 1980;
Gloudemans és mtsi., 1987; Krause és Broughton, 1992). A nodulinokat két csoportba soroljuk az
alapjan, hogy a gumfejltdés melyik szakaszaban lépnek mikddésbe (Verma és mtsi, 1986; Nap
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és Bisseling, 1990). A korai nodulinoknak (enod: early nodulins) a baktériummal valé fertézés,
illetve a gumtfejlédés kezdeti szakaszaban van jelentds szereplk. A késti nodulinok a kifejlodétt
gimtben fejeztdnek ki a nitrogénkétés alatt, vagy kdzvetlendl elttte.

Ma maér az érzékenyebb technikak révén nyilvanvald, hogy tdébb gim® specifikusnak
tartott gén megnyilvanul nem-szimbiotikus névényi szévetekben, s6t olyan ndévényekben is,
amelyek nem élnek szimbidzisban, pl. leghemogobin Hordeumban, Triticumban és Zeaban (lasd
Andersson és mtsai., 1996). Ezek a felfedezések arra a feltételezésre vezettek, hogy a gim6-
specifikus gének kialakuldsénal bizonyos, nem-giimb specifikus gének megkettt z6 dése, majd
specializalodasa jatszott kozre (Bogusz és mtsai., 1988; Andersson és mtsai., 1996).

2.4.1. Korai nodulin gének.

A korai nodulin gének kifejezttdése a szimbidzis kialakitdsa kezdetén indul be. Bizonyos
enod gének bekapcsolasahoz nincs is szikség a baktériummal valé kdzvetlen érintkezésre, a
Nod faktorok is képesek kifejezt) désiket beinditani (pl. enod5, enod12). Ezek a gének a
baktériummal, illetve Nod faktorral vald kezelést kovetd en rovid idd n (néhany oéran) beldl
megkezdik mlkoddésiket (Horvath és mtsi., 1993; Journet és mtsi,, 1994). Mas korai nodulinok
csak késtbbi fazisokban kapcsolddnak be a szimbidzis folyamataba. Néhany nodulin gén
kifejez6dését a ndvényi hormonok is befolyasoljak. Igy példaul auxin széllitast gatlé anyagok,
kiilonds képpen a citokinin, képesek beinditani bizonyos korai nodulin gének kifejez6dését (Hirsch
és mtsi., 1989).

Az ebben a dolgozatban bemutatott munka kezdetekor mindéssze 5-7 korai nodulin gén
volt csak ismen. Azéta jéval tdébb Uj gén jellemzésére keriilt sor (lasd, Nap és Bisseling, 1990;
Hirsch, 1992; Mylona és mtsi., 1995; Munoz és mtsai., 1996), és szamuk rohamosan ndvekszik
(Gamas és mtsai.,, 1996). A legtobb korai nodulin gént gim® és gyokér cDNS kdnyvtarak
differencial hibridizaciéjaval, valamint a mar ismert génszekvenciakhoz valé hasonlésaguk alapjan
izolaltak. A korai nodulin gének jellemzése fleg a szekvencidjuk bemutatasara, valamint id6beli és
térbeli kifejezdésuk dsszehasonlitasara terjed ki (Ilasd aldbb). A korai nodulinok intenziv tanul-
manyozasa ellenére pontos szerepik nagyrészt ismeretlen. Feltételezik, hogy a baktérium ferts-
zésben, illetve gimbképztidésben jatszanak szerepet. Szekvencia hasonlésag, illetve a gim6-
beli kifejez6désik alapjan tébb feltételezés is van arra, hogy egyes korai nodulinok milyen
szerepet tolthetnek be a gimbképztdés soran. Néhanyukrdl példaul prolinban, illetve glicinben
gazdag fehériékhez valé hasonlésaguk alapjan feltételezik, hogy a sejtfalak felépitésében
jatszanak szerepet a gimtképztdés korai szakaszaban. A kévetkez® felsorolas attekintést ad a
korai nodulin gének csoportjairdl és feltételezett szerepiikrtd, a teljesség igénye nélkdl.

Az elstként azonositott korai nodulin gének kézétt van a borsé N40 nevli génje (Govers
és mtsi., 1985), az Nvs40 gén Vicia sativa-bé! (Moerman és mtsi., 1987), valamint az Nms30 M.
sativa-bél (Dickstein és mtsi., 1988). Ezek valészinlileg azonos gének kilénb6z6 fajokban el6-
fordulé formai, amelyek feltehetben a fertézott és nem fert6zétt sejtek differencialédasakor jatsza-
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nak szerepet (Munoz és mtsai., 1996)

Igen koran azonositottdk az enod2 gént is, amely egy kés6i korai nodulin gén, vagyis a
fertbzés késtbbi szakaszaban, de még a nitrogénkétés megkezdése elttt kapcsolédik be. Szek-
vencidja alapjan homolégiat mutat a hidroxi-prolinban gazdag proteinekhez, és igy feltételezik,
hogy az Enod2 egy, a sejtfal felépitésében részt vevt fehérje (Franssen és mtsai.,, 1987).
Kifejez6dését a gim® alapi részén, valamint a belst kéreg sejtekben figyelték meg (Van de Wiel
és mtsi.,, 1990 a,b; Allen és mtsi.,, 1991). Feltételezik, hogy a nitrogénkétéshez szukséges
oxigénsorompod felépitésében, illetve rovid tavl szabalyozasaban jatszik szerepet (Witty és
mtsi., 1987, Wycoff és mtsai., 1998). A gén tébb pillangds névényfajban is megtalalhatd, agymint
szbéjaban (Franssen és mitsi, 1987), borséban (Van de Wiel és mtsi., 1990a), Sesbania
rostatdban (Strittmatter és mtsi., 1989), lucernaban (Dickstein és mtsi., 1988) valamint lupinban
(Szczyglowski és Legocki, 1990). Az enod2 érdekessége, hogy kifejez6dése a fertbzés folyama-
tatol fuggetlen; mtkodését kimutattak tres glimtkben, spontan giimékben és auxin szallitast gatlo
anyagokkal indukalt gimtkben is (Dickstein és mtsi., 1988; Hirsch és mtsi., 1989; Truchet és mtsi.,
1989; Van de Wiel és mtsi., 1990b; Dehio és de Bruijn, 1992).

Az enod3 és enod14 két borsébdl szarmazo késbi korai nodulin, amelyek kifejez6dése
borsé gyokérgimtkben azonos mintat mutat. Kifejez6désik akkor indul be, amikor az enod12 gén
kifejeztdése megszinik, és még a nitrogénkotés megkezdése elbtt befejezédik. Csak Rhizobium-
mal ferttizott sejtekben mutathaté ki a jelenlétik (Scheres és mtsai., 1990b).

Az enod5 gén egy 14kDa nagysdgu fehérjét kddol és elstként borsébdl (Scheres és
mtsai., 1990b), késtbb babbdl is (Vijn és mtsai.,, 1995b) azonositottak. A feltételezett fehérje
nagy mennyiségben tartalmaz prolint, glicint, alanint és szerint, ami alapjan feltételezik, hogy az
arabinogalaktanokhoz-hasonlé fehérjék csaladjaba tartozik, amelyekrél kimutattak, hogy a plazma-
membran felépitésében vesznek részt. A gén kifejezbdése erds a gim® invazios és nitrogénkotd
z6ndja kozott taldlhatd atmeneti zénaban, ahol a baktériumok szaporodasa és a sejtek
névekedése a jellemz6. Azokban a sejtekben fejeztdik ki, amelyek infekcids fonalat tartalmaznak.
Kifejez6désének beinditasahoz a Rhizobium altal termelt Nod faktor is elegend® (Horvath és
mtsai., 1993).

Az enod8 korai nodulint M. sativa-bdl izolaltak, mint olyan gént, amely mind az aktivan
nitrogénkotd, mind az Gres gumtkben kifejezédik. Szekvenciaja az enod2 génhez mutat homoldgiat
(Dickstein és mtsai., 1993; Peng és Dickstein, 1994).

Az enod10 korai nodulint lucernabdl izolaltdk a borsé enodi12 génjével mutatott gyenge
hasonlésag alapjan (Lébler és Hirsch, 1993). kifejez6dése a borsé enod12-t6l abban tér el, hogy
csak az olyan sejtekben fejeztdik ki, amelyek infekcids fonalat tartalmaznak.

Az enod13-t sz6jabdl izolaltak. Szekvencidja és kifejezbdése alapjan homoldgiat mutat a
szbja enod2 génjéhez, ezért feltételezik, hogy az Enod13 fehérje a sejtfal épitbeleme, és az
enod2-h6z hasonléan az oxigén sorompd felépitésében jatszik szerepet (Franssen és mtsai.,
1992).
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Az enod16 és enod20 géneket M. truncatula-bél azonositottak (Greene és mtsai., 1998)
és megallapitottak, hogy egy kis géncsalad tagjai, amelyek a fitocianinokhoz hasonldk. Kifejez6-
déslk a Rhizobium-mal valé fertézés utdn néhany nappal indul be, és a nitrogénkdtés kez-
detével ersen lecsdkken.

Az enod40 korai nodulin gént tobb pillangds fajbdl is izolaltak: széjabdl (Kouchi és Hata,
1993; Yang és mtsai., 1993), babbdl (Vijn és mtsai., 1995b; Papadopoulou és mtsai., 1996),
lucernabdl (Crespi és mtsai., 1994), és Sesbania rostrata-bol (Corich és mtsai., 1998). Jelenlétét
bebizonyitottdk a nem-pillangés dohany noévényben is (van de Sande és mtsai., 1996). Az
enod40 gén kifejeztdése eltszor a gim8primordiummal szemben, a gydkér periciklusaban mutat-
haté ki (Vijn és mtsai.,, 1993; Yang és mtsai., 1993). A gén érdekessége, hogy mRNS-e nem
tartalmaz hosszabb fehérje kddolé szakaszt; ennek ellenére az els® ATG kodonnal kezd6dten
egy rovid fehérje irédik at, amely az enod40 szerepének betdltéséhez nélkulézhetetlen (van de
Sande és mtsai., 1996). Lucernabdl két, az enod40 génnek megfeleld genomi szakaszt izolaltak,
és megallapitottak, hogy az egyik kifejez6édése giim®specifikus, mig a masik szimbidzis hianya-
ban is megnyilvanul a gydkérben, és kifejezédése medfigyelhett nem szimbiotikus ndvényi sz6-
vetekben is (Fang és Hirsch, 1998).

A M. truncatula MtPRP4 korai nodulinja egy feltételezett prolinban gazdag fehérjét kodol,
amelynek érdekessége, hogy a fejltd® és kifejlédott gimb osztédo sejtjeiben nyilvanul meg magas
szinten (Wilson és mtsai., 1994).

A babbdl (Vicia faba) izolalt VIENOD-GRP3 korai noduiin az els6, gim6b6l jellemzett
nodulin, amely a glicinben gazdag proteinekhez mutat homolégiat. A glicinben gazdag a fehériék a
sejtfal felépitésében vesznek részt. A VIENOD-GRP3 kifejez6dése a gim6 fertdzési és nitro-
génkoétési zonai kozotti atmeneti zénaban magas, majd gyorsan lecsdkken. A feltételezett kodolt
fehérie C-termindlisa 31%-ban tartalmaz glicint (Kister és mtsai., 1995). Ujabban tovabbi
glicinben gazdag proteineket kédolé korai nodulinokat is jellemeztek babbél, amelyek szintén a
gum® atmeneti, illetve el&fixacids zénajaban fejeztdnek ki (Schroder és mtsai., 1997).

Az Msca1 egy Medicago-bél izolalt korai nodulin gén, amely egy karbon-anhidraz enzimet
kédol. Szerepe valészintileg az 0sztédé sejtek megndvekedett amiloplaszt lerakédasahoz kétott
(Coba de la Pena és mtsai., 1997).

A Srchi13 korai nodulin gént Sesbania rostrata-bdl izolaltak. A gén homoldgiat mutat a
savas kitinazokkal, ami arra utal, hogy a Nod faktorok hatasasat befolyasolja a gimbképzédés
soran (Goormachtig és mtsai., 1998).

2.4.2. Az enod12 korai nodulin gén.

Az enodi12 gén a legtdbbet tanulmanyozott és legalaposabban tanulmanyozott és
jellemzett korai nodulin gén. cDNSét eltszdr R. leguminosarum biovar viciae baktériummal fert6zott
borsé (Pisum sativum) gyokérgimbbol készitett cDNS konyvtarbdl izolaltak és két, egymashoz
nagyon hasonlé szekvenciaju gént azonositottak (Scheres és mtsi., 1990a). Ezutan
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azonositottak enod12 gént M. sativa ssp. sativa-ban, M. truncatula-ban és babban (Allison és
mtsai., 1993; Pichon és mtsai., 1992; Vijn és mtsai., 1995b). A M. sativa szintén két, egymashoz
hasonlé enod12 gént tartalmaz, a masik két névényfaj pedig egyet-egyet. A kiulénbdz6 pillangds
novényekbbl izolalt enod12 gének nukleotid szekvenciajabol adédé fehérje szekvencidk 6ssze-
hasonlitdsa a 4. abran lathatd. A fehérjék szekvencidja alapjan feltételezik, hogy az N-terminalis
végikon egy szignal peptidet tartalmaznak, amelyet prolinban gazdag pentapeptidek ismét6
dése kovet. A kilénb6z® Enod12 feltételezett fehérjeszekvenciak kozétti legjelentbsebb kulénb-
ség az ismétld d6 pentapetidek szamaban van. A fehérjék magas prolin tartalma alapjan
feltételezték, hogy az Enod12 a hidroxy-prolinban gazdag glikoproteinek csaladjaba tartozik, és
valészintileg a sejtfalak felépitésében jatszik szerepet (Scheres és mtsai,, 1990a; Govers €s
mtsai., 1991; Showalter, 1993). A dolgozatban bemutatott munkak megkezdésekor még csak a
borsé enodi12 génje volt ismert és részlegesen jellemzett. A kilénb6z6 Medicago fajok enod12
génjeinek izolalasara és jellemzésére ezutan, tébbek kozétt az ebben a dolgozatban bemutatott
munkanak a keretei kéz6tt kerdlt sor.

A borsébdl izolalt mindkét enod12 gén kifejezdése azonos. Mindkett® megnyilvanul a Nod
faktorral kezelt hajszalgydkerekben, az infekciés fonalat tartalmazé gydkérsejtekben, valamint az
ezekkel kdzvetlenll szomszédos, infekcids fonalat nem tartalmazé sejtekben (Govers és mtsai.,
1991; Horvath és mtsai.,, 1993). Ezzel szemben a M. sativa két enod12 génjének kifejeztdése
eltérd. Az Msenod12B kifejez dése néhany oraval a Nod faktorral valé kezelés utdn mar
kimutathatd a kezelt gyOkerekben, mig az Msenod12A csak a mar kialakult, fiatal gim® kben
nyilvanul meg. Kulénbdzik a két Msenod12 gén abban is, hogy mig az Msenod12A gén csak
gumtkben mutathaté ki, addig az Msenod12B gén megnyilvanul egyéb névényi szdvetekben is,
bar jéval kisebb mértékben (Bauer és mtsai., 1994). Ennek a kifejez6dési mintanak a lehetséges
magyarazata, hogy az Msenod12B gén egy eredetileg nem giim&specifikus gén atalakulasanak
kozbllst allomasa, amikor a gén mar erésebben nyilvanul meg a gimbében, de kifejezbdése még
kimutathaté egyéb, nem szimbidtikus ndvényi szdvetekben is. In situ hibridizaciés kisérlettel
kimutattak, hogy az enod12 gének kifejlett gimtkben az allandé osztéddszévet mogotti régidban,
az el6-fixacios zéna disztalis részén nyilvanulnak meg (Scheres és mtsai., 1990a; Pichon és
mtsai., 1992; Vijn és mtsai., 1995b; jelen dolgozat 5.2.1. fejezete).

Borsé genomi kdnyvtarbdl izolaltak a Psenod12-nek megdfelelé genomi kiént. A promdter
analizise soran megallapitottak, hogy az ATG kodont megel6z% 200 bazisparnyi szekvencia ele-
gend® a gén gim8specifikus megnyilvanulasahoz (Vijn és mtsai., 1995a). Az is kideruit, hogy a
Psenod12 prométerje nem tartalmazza azokat a konzervalt szekvencidkat, amelyek egyes késoi
nodulinok és az enod2 promoterében megtalalhatdk (Sandal és mtsai., 1987; Lauridsen és mtsai.,
1993). Ez az adat azt a feltételezést sugalmazza, hogy a Psenod12 megnyilvanulasanak
szabalyozasa eltér azoktdl a szabalyozé mehanizmusoktdl, amelyek a késtbbi gumbspecifikus
gének kifejeztdését meghatarozzak. A Psenod12 promoter segitségével izolaltak egy olyan
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4. abra. Kilonbdz6 pillangds ndévényekbd izolalt enod12 génekbblszarmazé feltételezett fehérje
szekvenciak dsszehasonlitdsa. Ps: Pisum sativum; Ms: Medicago sativa ssp sativa; Mc: M.
sativa ssp coerulea; Mq: M. sativa ssp. quasifalcata; M.t.: M. truncatula; V.s.: Vicia sativa. Az
azonos fajbdl szarmazé eltérd szekvenciaju enod12 géneket A és B betlkkel kulonbdztettik meg.
A megegyez®6 amindsavak fekete négyzetben lathatok.

DNS-hez kotéd6 fehérjét, amely valdszinlileg szerepet jatszik az enod12 gén szabalyozasaban
(Christiansen és mtsai., 1996).

Bar altaldnosan elfogadott volt, hogy az enod12 szikséges a gydkérgimb kialakulasahoz,
ennek alatdmasztasara semmilyen bizonyiték nem allt rendelkezésre. Ezen dolgozatban az
enod12 gén gim® képz6 désben betdltétt szerepének meghatarozasahoz olyan ndévényeket
vizsgaltunk, amelyekbd hianyzik az enod12 gén.

2.4.3. Késé6i nodulinok.

A késbi nodulinok mlikédése a nitrogén megkétése, vegyuletekbe vald beépitése, vala-
mint a nitrogéntartalmu vegyluletek szallitasa folyaman jelentés. Ezen tilmen6en fontos a részvé-
tellk a nitrogén és szén anyagcserében és az oxigén szallitasaban is. A korai nodulinoktdl eltér6-
en a késbi nodulinok tobbségének szerepe jol ismert (Govers és mtsai.,, 1987; Verma és
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Delauney, 1988; Nap és Bisseling, 1990).

A leghemoglobinok a legjelenttsebb mennyiségben termel6d$ és a legalaposabban jel-
lemzett nodulinok. Egy kis géncsalad kédolja ezeket a kisméretli hemoproteinek, amelyek a
bakteroidok oxigészikségletének kielégitésében jatszanak szerepet (Baulcombe és Verma,
1978; Sullivan és mtsai., 1981; Brisson és Verma, 1982). A gim® belsejében minimalisan
szlkséges oxigén koncentracio fenntartasa Iényeges a miikédés szempontjabdl, mivel a nitro-
genaz enzim ertisen oxigén-érzékeny. A leghemoglobin hem csoportjat a baktérium termeli, mig a
globin rész novényi eredetli (Nap és Bisseling, 1990). Lucerna gyokérgimbben a leghemoglobin
kifejeztdése az infekcids és a nitrogénkoétd zona hataran kezdtdik, és a nitrogénkétt zénaban én
el maximumat (de Billy és mtsai., 1991). Ujabban azonositottak egy olyan gént, amely a
leghemoglobin gének csaladjaba tartozik, de kifejez6dése a Nod faktorokkal valo kezelés utdn mar
egy oraval beindul, és egyre erdsddik, majd a kifejlett gim®bben éri el maximumat. Feltételezik,
hogy ennek a leghemoglobinnak a szimbiézis kezdetén, a megndvekedett oxigén fogyasztasu
gyokérszérok oxigénnel vald ellatasaban van szerepe (Heidstra és mtsai., 1997). Ennek a korai
leghemoglobin génnek az idtbeli kifejeztdése azt sugallja, hogy a korai és késbi nodulinok mellett
létezhetnek olyan nodulin gének is, amelyek szimbidzis kezdetéttl a végéig mikddnek, és szere-
plk a szimbiézis elérehaladtaval valtozik. A korai leghemoglobin azonositasabdl az is kittnik,
hogy a nodulinok besorolasa a korai és késti nodulin kategdriakba dinamikusan valtozik a szim-
bidzisban résztvevt gének ndvekvt szamaval és egyre alaposabb megismerésével.

Két tovabbi kés®i nodulin gént izolaltak lucernabdl, amelyek szerepe ismeretlen. A két
nodulin, nodulin22 (Dunn és mtsai., 1988; Allen és mtsai.,, 1992) és nodulin25 (Kiss és mtsai.,
1990), kifejeztidése hasonlé az leghemoglobin gén kifejeztdéséhez.

A gimb specifikus cukréz szintdz gént (nodulin-100) szo6jabdl izolatak (Thummler és
Verma, 1987). Ez a gén nagy mennyiségben irédik at és egy kb. 90 kDa nagysagu fehérjét
kodol, amely a széja cukréz szintdz enzimjének alegysége. Az enzim maga tetramer, és a gim6
citoszoljaban talalhaté meg. A gimfejlédés soran a cukréz szintaz aktvitasa gyorsan novekszik,
majd az eléregedett gim®kben az enzim alegységeire bomlik. Az enzim szerepe a levelekb6| a
gim&kbe szallitott cukroz glikézra és fruktozra hasitdsaban, és igy a nitrogénkdtés energia-
ellatasaban van.

A gim® specifikus glutamin-szintetdz a bakteroidok altal termelt ammonia szerves N-
tartalimu vegyliletekbe valé beépitésében jatszik szerepet (Robertson és mtsai., 1975). Az
enzim a bakteroidokat tartalmazo sejtek citoplazmajaban talalhaté meg. A gimbspecifikus urikaz
(nodulin-35) a giim® citoplazmajaban megtaldhatd, masodik legnagyobb mennyiségben termel6dé
fehérje, amely a bakteroidot nem tartaimazé sejtekben fejez6dik ki. Szerepe a nitrogén allantoinna
alakitdsaban van, amely a szimbidzisban megkététt nitrogén raktarozott formaja (Bergmann és
mtsai., 1983). A N-tartalmu szerves vegylletek szénvazanak felépitéséhez sziikséges szén el6-
allitasaban a foszfoenolpiruvat-karboxilaz és a gimtspecifikus karbon-anhidraz jatszik szerepet
(Munoz és mtsai., 1996).
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2.5. A sejtciklus altalanos jellemzdgi és a sejtciklus reaktivacioja
a lucerna gyokérgumé képzédése soran.

A Rhizobium Nod faktorainak jelentts hatasa, hogy a pillangés névények gyokér peri-
ciklusanak sejtjeit osztédasra serkenti, ami altal kialakul a gim&primordium. A névényi szervezet,
valamint a pillangés névények Rhizobiummal kialkitott szimbiézisa egyedi lehettséget nyujt a
sejtosztddasi ciklus vizsgalatara. Jellemz® a ndvényekre, hogy merisztémajuk az egyedek egész
élete alatt megtrzi 0szt6do képességét, ami altal a ndvények folyamatosan nonek, illetve valtoz-
tatjdk alakjukat. Masrészt a névény bizonyos, mar nyugalomban 1év6, differencidlédott sejtjei
kalonb6z® vegytlletek (pl. névényi hormon, Nod faktor) hatasara képesek ujra belépni a
sejtciklusba, és oszdddni. llyen esemény az oldalgyokerek képztdése auxin hatasara, illetve
pillangés névényeknél a gimbfejlédés Nod faktor hatasara. Ezek a kizarélagosan névényekre
jellemz® tulajdonsagok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a névényi sejtciklus szabalyozasanak
lehetnek egyedulalld, csak a nbvényekre jellemzt lépései.

Az eukaridtak, és igy a névények sejtosztddasi ciklusa intenziv tanulmanyozas alatt all.
Az eukaridta sejtek osztédasi ciklusa pontosan id6 zitett, meghatarozott sorrendti események
sorozata. A sejt telies DNS készlete el6észér megketttz6dik (S-fazis), majd a sejt kettéosztodik,
megketttztddtt DNS allomanyat egyenléen elosztva az utédsejtek kézott (mitdzis vagy M-fazis).
Ennek a két fazisnak egymdashoz képest tokéletesen id6 zitve kell lezajlania a sejtosztdédas
pontos és sikeres lefolyasahoz. A két fazist nyugalmi fazisok valasztjak el egymastdél, amelynek
soran a sejt ndvekszik, és eléri a kdvetkez fazisba valé belépéshez szukséges allapotot. A
mitézist a G1 nyugalmi fazis kdveti, mig az S-fazis utan a sejtek G2 nyugalmi fazisban készilnek
fel a kdvetkez® mitdzisba vald belépésre (5. abra). Novények esetében kimutattak, hogy mind a
kilépés a sejtosztédasi ciklusbdl a differencialodas felé, mind a belépés a sejtciklusba a mar
differencialédott allapotbdl, a nyugalmi fazisok alatt torténik (lasd Hirt, 1996).

A sejtciklusban ellenérzési pontok iktatédnak, amelyeken a sejt csak akkor juthat at, ha az
ellentrzési pontot megeltéz6 események sikeresen és teljes mértékben végbementek (Hartwell és
Weinert, 1989). Ellenkez® esetben a sejtosztédas az ellentrzési ponton leall, és a sejt nem fejezi
be az osztddasi ciklust. Eukaridta sejtekben a sejtciklus sikeres lefolyasat két fontos ellen6rzési
pont biztositja. Az egyik a G1 fazisban talalhaté START, vagy restrikciés pont (lasd 5. abra). Az
ezen a ponton valé athaladas 6 feltételei a sejt mérete, valamint taplalékkal valo ellatottsaga.
Toébbsejtleknél a szomszédos sejtekb8l érkezb informaciok is befolyasoljak a sejtciklus tovabb-
haladasat az S-fazis felé. Az ellen6rzési ponton valé athaladas utdn a sejtek érzéketlenekké
valnak ezekre a befolyasold tényezbkre egészen az Uj G1 fazisig. A sejtosztédasi ciklus masik
Iényeges ellentrzési pontja a G2 fazisban 1év6 "ENTRY" pont, amely a mitézisba valé belépést
elézi meg. Az ezen a ponton val6 atjutas feltétele, hogy a megeltz6 S fazisban a sejt DNS-ének
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5. abra. A sejtciklus kiildnbézé fazisai, és a kiilénb6z6 fazisokban résztvevd CDK-k és ciklinek.
A fekete nyilak jel6lik a DNS szinte’zis kezdtét és végét, valamint a két fontos ellendrzési pontot:
a START vagy Restrikciés pontot a G1-S fazis atmeneténél és a mitézisba valé belepést
megeldzd kezdd- vagy ENTRY pontot. Kék szinnel vannak feltintetve a sejtciklus kulénb6zo
fazisaiban résztvevé ciklin-fliggo-kindzok, pirossal vannak feltintetve a sejtciklius kalénb6zo
fazisaiban résztvevd ciklinek. Az adott fehérje neve mellett azonos szinG nyilak jeldlik, hogy a
sejtciklus mely fazisa(i)ban jatszik szerepet.

megkettéztdése teljesen és tokéletesen végbemenijen.

Novényeknél az oldalgyokér kialakulasa a gyokér periciklus sejtieinek osztédasaval
kezd6dik. A gyokér periciklus egyes sejtiei a G2 fazis allapotdban konzervalddtak, és
Arabidopsis névényekben kimutattdk bennlk cdc2 (lasd alabb) mRNS-ének jelenlétét (Hemerly
és mtsai., 1993; Martinez és mtsai., 1992). A ciklinek kozil a cyc2 fejezt6dik ki ezekben a sejtek-
ben, mig a cyc1 mitotikus ciklin jelenlétét nem sikerilt bennlk kimutatni (Ferreira és mtsai., 1994a).
Az Arabidopsis sejtciklusa sordn a cyc2 gén kifejezédése mar a késbti S-fazisban meg-kezdodik,
mig a cyc1 gén kifejezbdése csak a késbi G2 fazisban indul be (Ferreira és mtsai., 1994b). igy
ezen marker gének segitségével sikerilt kimutatni, hogy a gyokér periciklusanak a sejtciklusba
valé belépésre hajlamos sejtjei a korai G2-fazisban alltak meg a sejtosztédasban, ami altal ezek a
sejtek igen érdekesek a mitdzisba valé belépés aktivalasanak tanulmanyozasahoz.

Az oldalgyokér képztdéstél eltéré folyamat pillangdsok esetében a gydkérgim6d képz6-
dése, amely a gyokér kéregsejtieiben indul meg. A Nod faktorok hatdsara a gydkér mar
differencidlodott kilst és belst kéregseijtiei a G1 fazisban kapcsolédnak be a sejtosztédasba. A
két gyokér kéregseittipus azonban eltéréen valaszol a Nod faktor kezelésre. A bels6 kéreg-
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sejtekben a sejtosztodasi ciklus teljesen lejatszédik és a sejtek egymast kdvett osztddasaval
kialakul a gim&primordium, majd a gyokérgim®. Ezzel szemben a kuils® kéregsejtek az S fazison
tuljutva megmaradnak a G2 allapotban és nem fejezik be a sejtosztddasi ciklust (Yang és mtsai.,
1994). Ezeknek a sejteknek sejtmagja a sejt kézepére vandorol, és benniik el6-infekciés fonal
alakul ki (Bakhuizen, 1988; van Brussel €’s mtsai., 1992). Ez az el6-infekcids fonal alakul késtbb
infekcids fonalla, amely segiti a baktériumok bejutasat a gimb6 sejtjeibe. Ebb®6! azt a kdvetkez-
tetést vonhatjuk le, hogy a sejtciklus Iépései nemcsak a gim® szerkezetének kialakitasaban
jatszanak szerepet, hanem az infekcids folyamat lejatszédasahoz is hozzajarulnak.

A ndvények sejtosztédasi ciklusaban a névényi hormonok jelents szerepet jatszanak,
bar az még nem ismenrt, hogy ezek a hormonok milyen médon fejtik ki hatasukat a sejtciklusra.
Auxin hatasara a gyokér periciklusanak a sejtjei lépnek be a sejtciklusba, és kialakul az
oldalgyokér primordium. Ezzel szemben a citokininek a Nod faktorok hatasat imitalva a bels6
kéregseijteket aktivaljak, Iétrehozva a gim® primordiumot (Hirsch és Fang, 1994). Az etilénr6l kimu-
tattak, hogy gatolja a gim®képz6dést borsén (Guinel és LaRue, 1991). Az utobbi években tor-
tént jelentts eltrelépések ellenére a névényi sejtosztédasi ciklusrdl még mindig jéval kevesebbet
tudunk, mint az éleszttk, illetve az emitsdk sejtciklusardl. Tébb ciklint, és ciklin fiuggb kinazt azo-
nositottak kilénb6z6 ndvényfajokbdl, de a sejtciklus emlésdkben ismert sok egyéb résztvevt-
jét még nem sikerdlt kimutatni bennuik.

2.5.1. Ciklin fligg6 kinazok.

Az eukariéta sejtciklus adott fazisanak sikeres lefolyasahoz a megfeleld ciklin-figg6-kinaz
aktivitasa elengedhetetlen. A ciklin-fuiggh kinazok (CDK, cyclin-dependent-kinase) olyan
szerin/treonin kindzok, amelyek kdzponti szerepet jatszanak az eukaritak sejtciklusanak
szabalyozasaban. A kulonb6z6 CDK-k 30-36kDa molekulasulyuak, és egymassal legalabb
50%-ban homoldgok (Meyerson és mtsai., 1992). CDK-kat elészér éleszttb 8@l (Scizosaccharomy-
ces pombe és Saccharomyces cerevisiae) izolaltak. Ezekben a fajokban egyetlen ciklin-figg®
kinaz mtkodik a sejtciklus kildénboz6 fazisaiban (Nathmys, 1993). Emi6sdkben tébb CDK-t is a-
zonositottak, amelyek a sejtciklus meghatarozott szakaszaiban aktivalédnak (lasd Pines, 1995).
A CDK-k atirédasa a sejtciklus alatt gyakran folyamatos és mUkoédésuk féleg post-transzkrip-
ciondlisan szabalyozott. A sejtciklusban valé szerepik betdltéséhez elengedhetetiendl
szlkséges a ciklinekkel valé kapcsoldédasuk, valamint kalénb6éz® konzervalt amindsavaik
foszforilalasa, illetve defoszforilalasa (lasd Morgan, 1995; Pines, 1994; 1995).

Az egyik fontos foszforilalasi Iépés, amely a ciklin-CDK komplex aktivitasahoz szikséges,
a CDK Thr-160/161 amindsavanak foszforildlasa (Draetta, 1993). Ezt a p40MO15 nevti kinaz
végzi el (Poon és mtsai., 1993), amely maga is a CDK-k csaladjaba tartozik (CDK7, Pines,
1995), és aktivitasahoz szilkséges a ciklinH nevli fehérjével valé kapcsolédasa, valamint
konzervalt amindsavainak foszforilalasa, illetve defoszforildldsa. A ciklin-CDK komplex
aktivitasahoz szintén szikséges a CDK Thr14 és Tyr15 amindsavainak defoszforilalasa (Gould
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és Nurse, 1989; Krek és Nigg, 1991). Ezek az amindsavak csak akkor foszforildlédnak, amikor a
CDK mar kapcsolddott a megfelel® cikiinhez, és a Thr160/161 amindsav is foszforilalt allapotban
van. igy a ciklin-CDK komplex inaktivalt allapotban halmozédik fel, majd a sejtciklus megfelelt
fazisaban gyorsan aktivalédik a Thr14 és Tyr15 amindsavainak defoszforildldsa utjan (Norbury
és Nurse, 1993). A defoszforildlast a cdc25 nevli foszfataz végzi, amelynek aktivalasa szintén
foszforilacié utjan térténik (Kumagai és Dunphy, 1991).

Ezen kivil gatld fehérigk is résztvesznek a ciklin-CDK komplex aktivitasanak
szabdlyozasaban. Ezek a ciklin-CDK komplexhez kapcsoldédva gatoljgk annak ml kddését
(Elledge és Harper, 1994).

Magasabbrendli névényekbbl a cdc2-héz hasonldé gének izolalasara iranyuld kisérletek
bizonyitottak, hogy a névények esetében is tobb ciklin figgt kinaz jatszik kdzre a sejtciklus
lefolyasdban. Az élesztty és emlbs CDK-khoz hasonlé géneket azonositottak tobbek koézott
kukoricabdl (Colasanti és mtsai., 1991), rizsb6! (Hashimoto és mtsai., 1992), sz6jabdl (Miao és
mtsai., 1993), borsébdl (Feiler és Jacobs, 1991), Antirrhium-bél (Fobert és mtsai., 1994),
Arabidopsis-bdl (Ferreira és mtsai., 1991; Hirayama és mtsai., 1991) és lucernabdl (Hirt és mtsai.,
1991; 1993; Magyar és mtsai.,, 1997). Ezek a ciklin figgd kindzok tébbségikben a ndvényi
osztédd szévetekben nyilvanulnak meg, de példaul egyes ndvényi cdc2 gének bizonyos nem-
oszt6dd, de osztédasra hajlamos sejtekben is kifejez6dnek. Igy példaul gyékér periciklus sejt-
jeiben, amelyekrd ismert, hogy oldalgyokér képz6dés esetén Ujra 0sztdédd képesekké valnak
(Hemerly és mtsai.,, 1993; Martinez és mtsai,, 1992), vagy lucerma protoplasztokban,
amelyekben a sejtosztédasi ciklus hormonnal indukalhaté (Magyar és mtsai., 1993).

2.5.2. Ciklinek.

A ciklinek csaladja igen valtozatos. Ezek a fehérjék a ciklin-figgd kinazok szabalyozo
alegységei. Szekvencidjukban megtaldalhaté a ciklin-box nevll szekvencia rész, amely
konzervalédott a ciklinek kozétt és a CDK-val valé kapcsolddasért felelés (Nugent és mtsai.,
1991; Kobayashi és mtsai, 1992; Lee és Harlow, 1993; Zheng és Ruderman, 1993). Toébbséguk
termeltdése és lebomlasa a sejtciklusban ciklikus és fazisspecifikus, de vannak olyan ciklinek is,
amelyek mennyisége a sejtciklus folyaman valtozatlan (Glotzer és mtsai., 1991; Lew és mtsai.,
1991; Tyers és mtsai.,, 1993; Amon és mtsai., 1993; Xiong és mtsai., 1993; Meskiene és mtsai.,
1995). A ciklikusan kifejez6d® ciklinek szerepuk betdltése utan levainak a CDK-rél és gyorsan
lebomlanak. A ciklineket tdbb csoportba sorolhatjuk, és ezek a csoportok a sejtciklus eltér6
fazisaiban jatszanak szerepet. Altalanosan elfogadott, hogy a G1 fazisban a D- és E-tipusu
ciklinek jatszanak szerepet, de az E-tipust ciklinek miikédése atnyulik az S fazisra is. Az S
fazisban megkezdédik az A-tipusu ciklinek termelése, mig a mitézis fazisara elsésorban a B-tipu-
su ciklinek mtkodése a jellemz® (Pines, 1995; Hirt, 1996). Vannak azonban kivételek is ez aldl a
csoportositas aldl. Példaul egyes éleszttb ¥l izolait B-tipusu ciklinek a G1 fazisban vesznek részt
(Bueno és mtsai.,, 1991). A ciklinek egy ujabb csoportja, a H-tipusu cikinek a CDK7-tel
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kapcsolédva mas CDK-k 160/161-es amindsavainak foszforilalasaban, és ezaltal aktivalasaban
jatszanak szerepet (Fisher és Morgan, 1994; Makela és mtsai., 1994).

A G1 fazisban jelentts szerepet jatszé D-tipusu ciklinekrdl eml6sékben kimutattak, hogy a
harom kalénbozé cikinD létezik, amelyek féleg a CDK4-hez é s CDK6-hoz kapcsolédnak
(Matshusime és mtsai., 1994; Meyerson és Harlow, 1994). Ezek a ciklinek révid életli fehérjék.
Mennyiségiket a mRNS-Uk atirédasanak sebessége hatarozza meg, amelyet a ndévekedési
faktor befolyasol (Matshusime és mtsai., 1991; Sherr, 1993). Az azonos fajokbdl izolalt kulénbdz6
D-tipusu ciklinek szerepe eltéry a sejtciklus folyaman, és egymast nem helyettesitik (Kato és
mtsai., 1993). A D-tipusu ciklinek ciklin box szekvencian kivul tartalmaznak egy retinoblasztoma
fehérje (Rb)-k6td motivumot is. Ez az LXCXE motivum koti meg az Rb fehériéket, amit aztan a
ciklinD-hez kapcsoldédd kindzok foszforilalnak (Dowdy és mtsai., 1993; Wiman, 1993). Ez a
foszforilalasi Iépés, amely altal a Rb-hez kotott transzkripcids faktorok szabadda valnak, jelentds
a G1 fazisbdl valé kilépéshez (Nevins, 1992; Weinberg, 1995). A D-tipusu ciklinek tartalmaznak
tovabba legalabb egy PEST motivumot, amely valészinlieg a fehérje gyors lebomlasaért felelds
(Rechsteiner, 1988; Rogers és mtsai., 1986).

Az E-tipusu ciklinek a kés6i G1-fazisban és az S-fazisban jatszanak szerepet, kinaz
partnerik a CDK2 (Dulic és mtsai., 1992). Ez a ciklin-CDK komplex felelés a DNS megketttz6-
désének elinditasaért. Hianyukban a sejtek megmaradnak a G1-fazisban, és a DNS megkett6z6-
dése nem kezdtdik el (Knoblich és mtsai., 1994; van den Heuvel és Harlow, 1993). A cikiinE is
tartaimazza a PEST szekvencidt, amely a fehérje gyors és specifikus lebomlaséaért felelds, felte-
hetben ubiquitin-kdzvetitett médon (Deshaies és mtsai., 1995).

Az A-tipusu ciklinek a CDK2-héz és cdc2-hdz kapcsolédva az S- és G2 fazisokban
jelenttsek, kifejez6désiik egészen a mitdzis kezdetéig tart. CiklinA hianyaban a sejtek nem kettd-
zik meg DNS-lket, illetve DNS megkettztdés utdn a G2 fazisban maradnak és nem fejezik be a
sejtosztédast (Pagano és mtsai., 1992). Ebb#l kdvetkezik, hogy ez a kinaz komplex szerepet jat-
szik a DNS megketttztdése soran, valamint a sejtek mitdzisra valé felkészitésében is részt
vesz.

A mitézisban elstdleges szerepet jatszik a B-tipusu ciklinek cdc2-vel alkotott komplexe,
amely az dsszes eukaridta sejtciklusaban a legjobban konzervalédott (Nurse, 1990). Ez a kinaz
kettés szerepli: egyrészt beinditja a mitdzist, masrészt résztvesz a mitézisban szerepet jatszo
egyéb fehériék foszforilaldsaban (Nigg, 1993). Amilyen fontos szerepe a mitdzis soran,
ugyanolyan fontos a komplex inaktivalasa a mit6zis befejeztével. Enélkll a sejtek nem képesek
belépni a kdvetkezd G1 nyugalmi fazisba. A kinaz inaktivalasa a ciklin rész gyors és specifikus
lebomlas utjan toérténik (Hunt és mtsai.,, 1992). Az A- és B-tipusu ciklinek tartalmaznak egy
destrukciés box nevli részt a fehérie N-termindlis végen, amely a ciklinek lebomlasa soran
nélkuldzhetetlen. Mindkét ciklin lebomlasa ubiquitin-kdzvetitett iton térténik (Glotzer és mitsai.,
1991).
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Novényekb8l eddig 61 cikiint azonositottak. Az emlds szervezetekben talalt ciklinekhez
valé hasonlésaguk alapjan ezeket az A-, B- illetve D-tipusu ciklinek csoportjaba osztottak. A
csoportokon belll alcsoportokat alakitottak ki, igy az A- és D-tipusu ciklinek harom alcsoportot
foglalnak magukba, mig a B-tipusu ciklineket két alcsoportra osztottak (Renaudin és mtsai., 1996).

A novényi D-tipusu ciklineket mutans éleszté k genetikai komplementalasaval sikerult
izolalni. Megtalalhatd bennuk az Rb-kétd motivum, ami azt feltételezi, hogy a G1/S fazisok kozotti
atmenet a ndévények esetében is egy Rb-t6l figgé mehanizmus. A PEST-motivum megléte az
Osszes eddig azonositott névényi D-tipusu ciklinben feltételezi, hogy a névényi D-tipusu ciklinek
lebomlasa hasonlé az allatokéhoz. Az allati rendszerekhez hasonldéan a névényi D-tipusu ciklinek
szintézise is indukalhatdé névényi névekedési hormonokkal, és a hormon elvonasa utan a ciklinek
gyorsan lebomlanak (Dahl és mtsai., 1995; Soni és mtsai., 1995).

A legtobb novényi ciklin az allati A- és B-tipusu ciklinekhez hasonld, és szekvencia
homolégia alapjan izoldltak tket. A névényi A- valamint B1-tipusu ciklinek szekvenciajukban
tartalmaznak egy szakaszt amely feltehetéen egy nuklearis lokalizacios jel kédolasaért felelts. Ez
feltételezi, hogy ezek a ciklinek a sejtciklus egy bizonyos szakaszaban a sejtmagban talalhatok
(Renaudin és mtsai, 1997). E- és H-tipusu ciklineket még nem azonositottak egyetlen
névényfajbdl sem.

Medicago-bdl tdbb B-tipusu ciklint, valamint az A- és D-tipusu ciklinek csaladjanak egy-
egy tagjat (cycMs3 és cycMs4) azonositottak (Hirt és mtsai,, 1992; Dahl és mtsai.,, 1995;
Meskiene és mtsai., 1995; Savouré és mtsai., 1995). A cycMs3 érdekessége, hogy szekvenciaja
alapjan az emlits A2 tipusu ciklinekkel mutat homoldgiat, kifejezbdése azonban a G1 fazisban
kezd6dik és ezutan folyamatosan magas szinten marad. Differencidlodott sejtekben nem mutat-
haté ki, viszont kifejez6dése a mitogén névényi hormonnal valé kezelés utan hamarosan megkez-
dbdik. Az adatok alapjan feltételezhett, hogy a cycMs3 a sejtek nyugalmi allapotdbdl az osztédd-
képes allapotba val6é atmeneténél jatszik szerepet (Meskiene és mtsai., 1995).

2.6. A lucerna msc27 nevli génje.

Néhany évvel ezel6tt Gydrgyey és misai (1996) 2,4-D hormonnal kezelt és kezeletien
lucerna sejtkulturabdl készitett cDNS konyvtarak differencidl hibridizacidja soran izolaltak egy
olyan lucerna gént is, amely egyenletesen erbs expressziét mutatott a hormon hatastdl fligget-
lendil. Ez a gén hasznos lehet az olyan vizsgélatokban, amelyek soran a 2,4-D hormon kezelések
hatasat vizsgaljak kulénbdzt lucerna gének kifejeztdésére. Mivel az msc27 kifejeztdését ez a ke-
zelés nem befolyasolja, igy az msc27 gén kifejez6désében kimutathaté valtozasok mutatjak a
felhasznalt RNS mennyiségébol, illetve minségébdl eredd kisérleti hiba mértékét. A nagyrészt
ismeretlen gén szerepének felderitése, valamint annak meghatéarozasa, hogy milyen kdrdimények
kdzott allando a kifejeztdése, még nyitott kérdések. Munkam soran az msc27 jellemzésében vet-
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tem részt szekvenciaelemzés, valamint Southern, Northern és in situ hibridizaciés technika
segitségével.

2.7. Az in situ hibridizaciés technika jelentésége.

A Kkulénbodz¢ biolégiai tudomanyteriileteken sokszor izoldlnak géneket, amelyeknek
szerepérél semmilyen informacié nem all rendelkezésre. Ezen nukleinsav szekvenciak jelenlétének
kimutatasa sejtekben, szovetekben, illetve szervekben vagy egész szervezetekben in situ
hibridizaciéval, nagy jelenttsséggel bir. Az in situ hibridizaciés technika alkalmazasa adatokat
szolgaltathat a gén térbeli és idtbeli kifejez6désérbl, amely fontos 1épés lehet a gén szerepének
megismerése felé. A technika masik fontos alkalmazasi terllete olyan gének kifejez6bdésének kimu-
tatasa, amelyek csak néhany, specifikus sejtben nyilvanulnak meg. Az ilyen gének kifejez6-dése
a specifikus sejtekben magas, de az egész szévetben, illetve szervben vizsgalva alacsony.
Mivel altaban lehetetlen csak a specifikus sejtek RNS-ének izolalasa egy szévetb6l vagy szerv-
bW, az ilyen gének megnyilvanuldsanak nyomonkdvetésére az esetek tébbségében a Northern
hibridizacids technika nem alkalmas, mert a gén kifejezdésének kimutathatésaga a Northern hibri-
dizacids technika érzékenysége alatt marad. Az ilyen gének kifejez6désének kimutatasara az in
situ hibridizaciés technika a megfelely, mivel ez a technika a gén megnyilvanulasanak helyén
mutatja ki a mRNS jelenlétét.

Az in situ hibridizacids technika alapja, hogy egy jelélt nukleinsav (préba) specificusan
kétodik a megfeleld kiegészitd nukleinsav szekvenciahoz a fixalt sejtben, illetve szévetben.
Ezutan a jelolt nukleinsavat lathatova téve, lathatéva valik az adott nukieinsav térbeli kifejez6-
désének mintazata a fixalt sejtben illetve szévetben. A technikat alkalmazzak DNS szekvenciak
kromoszéman valé elhelyezkedésének meghatarozasara, és RNS illetve virus nukleinsav
jelenlétének kimutatasara.

Az in situ hibridizaciés technika sikeres alkalmazasahoz nagyon fontos a Kisérlet
korilményeinek pontos bedllitasa. A fixalas korblményeit Ugy kell meghatarozni, hogy a
nukleinsavak eredeti allapotukban maradjanak meg a kisérlet folyaman a fixalt sejtben, illetve
szbvetben. A fixalt és beagyazott anyagban nukleinsavak szintén beagyazottan taldhatok és
fontos a metszetek el6kezelésének pontos beallitasa, ami lehetbve teszi, hogy az anyagban
talalhatd nukleinsavak a préba szamara hozzaférhettvé valjanak. Az alkalmazott kisérleti korul-
mények eltérbek, attdl fuggben, hogy a préba RNS vagy DNS, illetve, hogy a beagyazott anyag
sejtszuszpenzid, ndévényi vagy dllati eredeti szdvet. Ezen belll is a kulénbdzd fajokbdl
szarmazé szdvetek, illetve azonos fajbdl szarmazd kulonbdz6 eredetlh szovetek kezelése eltérd.
A kisérleti kérilmények beallitasa alapos és pontos munkat igényel.
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3. Célkithzések

A szimbidtikus nitrogénkot gimt  kifejl dése a pillangds gazdanévényben és a
nitrogénkotésre képes baktériumban végbement valtozasok meghatarozott sorrendben vald
bekbvetkezésének az eredménye, amelyet a partnerek kozotti jelmolekuldk cseréje szabalyoz. A

névény flavonoid-tipusu jelmolekulai beinditjak a baktériumokban a nod gének mlikodését, amely

a bakteridlis jelmolekulak, a Nod faktorok termelésében és kivalasztasaban vesznek részt. A Nod
faktorok kulcsfontossaguak a gazdanévény glimbtfejlédési programjanak beinditaséban: (i) morfo-
I6giai valtozasokat idéznek el a gyokérsztrokben, ami el6segiti a baktériumok behatolasat a no-
vényi szOvetbe, (ii) a gyokér kéregseijtieiben Ujra aktivaljak a sejtosztédasi ciklust, ami a gimb-
primordium, és indeterminalt gim®k esetében az allandé merisztéma kialakulasahoz vezet. (iii)

beinditjak bizonyos korai nodulin gének m(ikodését, amelyek valészinlileg az Uj sejtfalak és az

infekcids fonal kialakulaséban jatszanak szerepet. Doktori munkam soran elsésorban egy, a Nod
faktorok altal indukalt korai nodulin gén, az enod12 szerepének megismerését, valamint a sejtciklus
szabéalyozasaban résztvevt ciklin gének jellemzését tlztem ki célul. Ezeken tiimenben, hamadik
feladatként a lucerna Ujonnan izolalt és nagyrészt ismeretlen msc27 génjét jellemeztem. Az
ismertetett munka f6 célkitlizései a kovetkeztk voltak:

1. Az enod12 korai nodulin gén jellemzése.

- az in situ hibridizaciés technika kisérleti kértilményeinek beallitasa, majd a technika
alkalmazasa az enod12 korai nodulin gén térbeli kifejez&désének meghatarozasara Medicago
gy6kérgumbben.

- az enod12 gén képiaszamanak megallapitdésa és orokibdésének nyomonkdvetése a
diploid M. sativa ssp coerula és M. sativa ssp quasifalcata névények keresztezése soran.

- az enod12 hatasanak vizsgdlata a gim® képz6 désre és nitrogénkotésre enod12”
genotipusu ndvények segitségével.
2. Medicago ciklinek jellemzése

- a Medicago sejtosztdédasi ciklusaban szerepet jatszé ciklinek kdzil a CyclliMs teljes
hosszusagu ciklin és a CycSMs részleges ciklin szekvenciak 6sszehasonlitasa és kimutatasuk a
kulénb6z6 Medicago fajok genomjaban.

- a Medicago CyclliMs és CycSMs ciklinek sejtciklus figgt kifejezbdésének vizsgalata
részlegesen szinkronizalt lucerna sejtkulturaban.

- a CycllIMs gén kifejez6désének vizsgalata lucerna kilénbdz6 szerveiben.

3. Az msc27 gén jellemzése
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a lucerna msc27 géntermék konzervalédasanak vizsgalata az adatbazisokban tarolt
amindsavszekvenciak segitségével.

- az msc27 gén jelenlétének kimutatdsa kuldénbdz¢ noévények genomjaban Southern
hibridizacioval, és az msc27 gén kifejez6 désének vizsgdlata eltér6 en kezelt Ilucema
sejtkulturakban és lucerna kulénbdz6 szerveiben.

- az msc27 gén térbeli kifejez6 désének vizsgalata in situ hibridizaciéval lucema
gyokérgimtben.

4. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok.

1XPBS: 140mM NaCl, 2.7mM KCI, 1mM NazHPO4 1.7mM KH2PO4.
10XPBS: 80g NaCl, 2g KCI, 14.4g Na,HPQ,, 2.4g KH2PO4’ 1 liter desztillalt vizben feloldva. A

pH-t HCl-dal dllitiuk be 7,4-re. Ennek az alapoldatnak a higitasaval allitiuk elé az 1XPBS
oldatot.

1XTAE: 0.04M Trisz-acetat, 0.001M EDTA.

50XTAE: 242g Trisz, 57.1ml ecetsav, 100ml 0.5M EDTA, 1 literre feltdltve desztillalt vizzel
(pH:8,0). Ennek az alapoldatnak a higitasaval allitjuk el az 1XTAE oldatot.

1XTBE: 0.045M Trisz-borat, 0.001M EDTA.

5XTBE: 549 Trisz, 27.5g bérsav, 20ml 0.5M EDTA 1 literre feltdltve desztillalt vizzel (pH:8,0).
Ennek az alapoldatnak a higitasaval allitjuk el6 az 1XTBE oldatot.

3M kalium-acetat: 60ml 5M kalium acetat, 28.5ml ecetsav, 100m!-re feltdltve desztillalt vizzel. Az
igy készitett oldat 3M-os a kaliumra nézve, és 5M-o0s az acetatra nézve.

20XSSC: 175g NaCl, 88.2g natrium-citrat, 1 liter desztillalt vizben feloldva. A pH-t 10M-os
NaOH-dal allitjuk be 7,0-ra.

Fixalo oldat névényi anyagok fixalasahoz: Négy szazalék paraformaldehidet vizben
feloldottunk melegités kdzben. Az oldddast eldsegiti NaOH hozzaadasa 3mM végkoncent-
racidban. Az igy nyert oldatot atszlirtik, azonos mennyiségti 0.2M natrium-foszfat puffert
(pH:7,0) adtunk hozza és jégen hlitottik. Lehulés utan kiegészitettilk a glutaralde-hiddel,
0.5% (v/v) végkoncentracidban. A kész fixal6 oldatot a felhasznalasig jégen taroltuk.

In situ hibridizacios puffer: 50% formamid, 20mM Tris-HCI, pH7.5, 300mM NaCl, 2mM EDTA,
10% dextran-szulfat, 10mM DTT, 1XDenhardt, 0.05% tRNA

LB: 10g bacto-tripton, 5g bacto-élesztdkivonat, 10g NaCl, 1 liter desztillalt vizben feloldva. A
pH-t NaOH-val allitjuk be 7.0-ra.
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Moviol oldat: 10% poli-vinil-etanol, 25% glicerol, 0.1M Trisz-HCI pH:8.5 desztillalt vizben

feloldva, 10 percig 50°C-on inkubalni, kbzben évatosan kevergetni. Ezutdn 15 percig
centrifugéini 5000xg-vel, majd a fellliszéhoz natrium-azidot adni 0.08% végkoncentraciéban.

Az oldatot 4°C-on taroljuk.
TE: 10mM Trisz-HCI, pH: 7,5; 1imM EDTA, pH:8,0

4.2. Modszerek.

4.2.1. Targylemezek poli-L-lizinnel vald kezelése.
A metszetek készitéséhez a targylemezeket detergenst tartalmazé oldatban alaposan

megtisztitottuk, majd foly6 desztillalt vizben 8blitettik tket 1 éran keresztiil. 200°C-on szaritottuk
Oket két éran at. Ezutan a targylemezeket 100ug/mi poli-L-lizint tartalmazé 10mM-os Trisz-HCI,
pH:8,0 oldatba meritettik 10 percig, levegbn szaritottuk és szobah®mérsékleten, pormentes kor-
nyezetben taroltuk tket a felhasznalasig.

4.2.2. Plazmid DNS izolalasa baktériumbdl és a DNS linearizalasa az in situ
hibridizaciés proéba elballitasahoz.

A baktériumbdl valé DNS kinyerésére a megfelel6 plazmidot tartalmazé Esherichia coli
torzset 500 ml 100ug/ml amplicillint tartalmazé LB tapoldatban névesztettik egy éjszakan at,

dllandé razatds mellett. A sejteket ezutan 4000xg-vel cetrifugéltuk, 4°C -on, 10 percig. A
baktériumpelletet 20ml TEG oldatban (25mM Trisz-HCI pH:8.0, 10mM EDTA, 50mM glukdz)
szuszpendaltuk fel, majd az elegyhez 40mi 0.2M NaOH, 0.1% SDS oldatot adtunk, és szobah6-
mérsékleten inkubaltuk 10 percig. Ezutan 30ml 3M K-acetatot (pH:4.8) adtunk hozz4, és tovabbi

10 percig jégen tartottuk. Az elegyet 20 000xg-vel centrifugéltuk 60 percig, 4°C -on. A

felulGszohoz 0.6 térfogat izopropanolt adtunk, majd Gjra centrifugdltuk 15 000xg-vel, 4°C -on, 30
percig. A DNS pelletet 70%-0s ethanollal éblitettiik, majd vakuum alatt szaritottuk. A pelletet 27ml
TE oldatban oldottuk fel és 31g CsCl-ot, valamint 1.9ml ethidium-bromidot (10mg/mi) adtunk

hozza. Az elegyet 350 000xg-vel centrifugaituk, vakuum alatt, 4°C -on, egy éjszakan at. Ennek
kovetkeztében egy CsCl gradiens alakult ki, amiben a DNS egy meghatarozott tdménységnél
Osszegyujttdott. A DNS gyttt UV fénnyel tettik lathatéva, fecskendd segitségével 6sszegylij-
tottik , és Ujra centrifugaltuk 5 6rat 500 000xg-vel, az eléztvel azonos kérilmenyek mellett. Az igy
nyert DNS/CsCl/ethidium bromid elegyb®8l az ethidium-bromidot azonos térfogatu, vizzel telitett
buthanol-2-vel valé tobbszori razatassal tavolitottuk el. Ezutan az elegyet 1 napig dializaltuk TE
oldatban, az oldatot tobbszoér cserélve, aminek eredményeként a CsCl-ot sikerult eltavolitanunk.
A DNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat és két térfogat ethanol hozzdadasaval csap-tuk ki az
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oldatbdl, -20°C-on, egy éjszakan at. A DNS osszegyli jtéséhez az elegyet 10 000xg-vel

cetrifugdltuk, 4°C -on, 10 percig. A DNS pelletet 70%-0s ethanollal mostuk, szaritottuk és steril

vizben oldottul fel 1ug/ml toménységdre.
A DNS ellentrzésére 1ug DNS-t emészetettink a megfeleld restrikciés enzimmel (1-

2U/20pl), a gyartd altal &sszedllitott pufferben, 37°C -on, 1 6éran keresztil. Az emésztési
termékeket 1%-0s agaréz gélen valasztottuk el, amelyet 1XTBE oldatban oldottunk fel és
0.2ug/ml ethidium-bromiddal egészitettink ki. Az emésztési termékeket UV fénnyel tettik
lathatéva.

Az in situ hibridizaciés proba el6allitdsahoz 10ug plazmid DNS-t a megfeleld emészt6-
enzimmel linearizaltuk, amely a plazmidot csak egyetlen helyen hasitotta, kdzel a probaként
jeloléséhez hasznalni kivant DNS szakasz végéhez. Az emésztést 20U emésztbenzim felhasz-

naldsaval végeztik, 100 pl végtérfogatban, 37°C -on, 1 érén at. Ezutan az elegyhez ProteinazK-

t adtunk 200pug/ml végtdménységben, majd tovabb inkubaltuk 37°C -on, 30 percig. Ezutan az
elegyet azonos térfogat fenol-kloroform hozzaadasaval tisztitottuk, majd a feltliszébdl a DNS-t

1/10 térfogat 3M Na-acetat és két térfogat ethanol hozzaadasaval csaptuk ki, -20°C -on, egy
éjszakan at. A DNS pelletet steril, DEPC-vel kezelt vizben oldottuk fel 1ug/ul tdménységtre, és
1ul-t hasznaltunk az in vitro transzkripcids reakciéban.

4.2.3. In situ hibridizacids proba tisztitasa.

Az 35S-tel jeldlt ribonukleotid jelenlétében végzett in vitro transzkripcié utan az in situ
hibridizaciés probat Sephadex G75 oszlopon valasztottuk el a be nem épult nukleotidoktdl. A
G75 oszlopot a préba tisztitdsa el6tt 100mM DTT-t tartaimazé TE oldattal tdbbszdr atmostuk.
Ezutan az in vitro transzkripcios elegyet az oszlop tetejére rétegeztik és hagytuk a gravitaciéval
behatolni az oszlopba. Ezt kdvetben az oszlopora 100mM DTT-t tartalmazé TE oldatot réte-
geztlnk 100ul-ként, és az oszlop aljan kulén Eppendorf-csévekbe gylitottik a frakcidkat. Minden
egyes 100ul-es frakcidbdl 1ul-t mértiink a radioaktivitas erbsségének mérésére alkalmas beren-
dezés segitségével. A jeldlt proba a nagy mérete miatt hamarabb kimosédik az oszlopbdl, mint a
be nem épllt nukleotidok, és igy a korabbi frakcidkban talalhaté meg. A prébat tartalmazé
frakciokbdl az RNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat és két térfogat ethanol hozzaadasaval csaptuk
ki. A prébat tartalmazdé pelletet 100mM DTT-t tartalmazé TE oldatban oldottuk fel megfelel6
toménységtlre.

4.2.4. Novényi 6sszes DNS izoladlasa és Southern membran készitése.

Egy gramm frissen gylijtétt névényi részt folyékony nitrogében htitétt mozsarban porra
zuztunk, majd 15ml extrakcios puffer mértiink ra (100mM Trisz-HCI, pH:8.0, 50mM EDTA, 500mM
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NaCl, 10mM B-mercapto-ethanol). Ovatosan 6sszekevertilk és 65°C-on gyorsan felmelegitettiik

az elegyet. Hozzaadtunk 150ug proteindz-K-t és 1/10 térfogat 10%-0s SDS-t, és 65°C-on
inkubaltuk 20 percig. Ezutan az elegyet jégen lehlitottik és 1/5 térfogat 3M K-acetatot adtunk

hozz4. 20 percig 0°C -on inkubaltuk, majd 5000xg-vel centrifugaltuk 30 percig. A feltluszéhoz 0.5

térfogat izopropanolt adtunk, és -20°C -on inkubaltuk egy éjszakan at. A DNS-t 7500xg-vel 20
percig valé centrifugélassal gy(jtottilk 6ssze. A pelletet 50mM Trisz-HCI, pH:8.0 és 10mM EDTA-
t tartalmazé pufferben oldottuk fel és 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH:4.8) és 0.5 térfogat
izopropanol hozzaadasaval csaptuk ki beltle a DNS-t. Ezt a |épést kétszer ismételtiik. Ezutan a
pelletet TE oldatban oldottuk fel, majd a DNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH:4.8) és 2.5
térfogat ethanol hozzdadasaval csaptuk ki az oldatbdl. 10 percig centrifugaltuk 10 000xg-vel és a
pelletet 70%-0s ethanolban mostuk, szaritottuk, majd a DNS-t steril vizben oldottuk fel 1ug/ul
tébménységtie.

10ug névényi telies DNS-t a megfelel$ restrikciés enzimmel (~40U) emésztettink 400pl
végtérfogatban, 2 6ran &t 37°C -on. Ezutdn még 20U enzimet adtunk hozzd, és tovabb

emésztettik Ujabb 2 6ran at, 37°C -on. A reakciéelegyhez azonos térfogat fenol-kloroform-
izoamilalkoho! (25:24:1) keverékét adtuk, és alapos keverés utan 5 percig centrifugaltuk
10000 xg-vel. A felst fazisb6l a DNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH:4.8) és 2.5 térfogat
ethanol hozzaadasaval csaptuk ki az oldatbél. A pelletet 70%-o0s ethanolban mostuk, szaritottuk,
majd a DNS-t 20ul steril vizben oldottuk fel. Az emésztési termékeket 0.8%-0s agardz gélen
valasztottuk el egymastdl. Az agar6ézt 1XTAE pufferben oldottuk fel és ethidium-bromidot adtunk
hozza 0.2ug/ml végkoncentraciéban. A gélt alacsony fesziltségen futtattuk egy éjszakan at.
Ezutan a gélt 0.25N HCI oldatban kezeltlik 15 percig, allandé gyenge razatas mellett, majd a gélt
denaturalé pufferben (0.5M NaOH, 1.5M NaCl) razattuk 30 percig, végul neutralizalé pufferben
(0.5M Trisz-HCI, pH:7.5, 1.5M NaCl, 1mM EDTA) kezeltlik 15 percig. A gélb6l a DNS-t kapillaris
uton juttattuk a membran fellletére 20XSSC-t hasznalva. A DNS-t UV fény segitségével kotottik

meg a membran fellletén, és a membran a hibridizacisig 4°C -on taroltuk.

4.2.5. Novényi 6sszes RNS kinyerése és Northern membran készitése.

1g frissen gylijtdétt ndvényi anyagot folyékony nirtogében fagyasztottuk, majd szintén
folyékony nitrogénben httétt mozsarban porra zaztuk 6ket. A névényi porhoz 7ml guanidium-
thiocianatot tartalmazé puffert adtunk (4M guanidium-thiocianat, 25mM nétrium-citrat, pH:7.0, 0.5%
szarkozil, 0.1M B-mercaptoethanol) és [0l O&sszekevertik. Az elegyet 12 500xg-vel

centrifugaltuk,4°C -on, 10 percig, kileng® rotorban. Ezzel a lépéssel eltavolitottuk a sejttdrmeléket.
Centrifugacstbe 3ml 5.7M CsCl-ot pipettaztunk, és ennek a tetejére rétegeztik az el6z% centri-
fugalasi lépés utan kapott felliliszét. A cséveket kilengd rotorban cenrtifugaltuk vakuum alatt,

170 000xg-vel, 4°C -on, egy éjszakan at. A centrifugdlas kdvetkeztében az RNS pellet alakban
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valt ki a centrifugacst aljan. A felliliszét dvatosan ledntéttik, és az RNS pelletet 100ul steril,
DEPC-vel kezelt vizben oldottuk fel. Azonos térfogat fenol-kloroform-izoamilalkoho! (25:24:1)
elegyével tisztitottuk, majd az RNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH:4.8) és 2.5 térfogat ethanol

hozzaadasaval csaptuk ki az oldatbdl. 10 000xg-vel centrifugdltuk az elegyet 10 percig, 4°C-on.
A pelletet 70%-0s ethanolban mostuk, szaritottuk, és az RNS-t DEPC-vel kezelt steril vizben
oldottuk fel 1ug/ul tdménységtre.

A Northern hibirdizaciéhoz a kllonb6z® méreti RNS darabokat 1.2%-os agaréz gélen
valasztottuk el. Az agardézt MOPS pufferben oldottuk fel (20mM MOPS, 5mM Na-acetat, 1mM
EDTA, 2.2M formaldehid). 15ug RNS-t 2ul térfogatura tdményitettiink, majd 12ul denaturalé puffer
(50% formamid, 20mM MOPS, 5mM natrium-acetat, 1mM EDTA, 2.2M formaldehid) és 2l
bromfenolkék oldatot (50% glicerin, 0.25M natrium-foszfat, pH:6.8, 0.005% brémfenolkék,) adtunk
hozza. A gélt 35mV-on futtatuk egy éjszakan at. A gélbtl az RNS-t kapillaris uton juttattuk a
membranra, az eltz® fejezetben leirt modon.

4.2.6. A hibridizaciés préba jeldlése és a hibridizacio.

A hibridizaciés proba el6allitasahoz ~100ng DNS-t jeldltink 50uCi 32p.vel jelélt dCTP
jelenlétében "Random primer" médszerrel (Boehringer Mannheim), ahogy az a kezelési
utasitasokban megtaldlhatd. A jeldit probat Sephadex G50 oszlopon vélasztottuk el a be nem
épult dANTP-tQ. A jeldlés sikerességét szcintillométerben mértik, 1ul jeldlt préba felhasznalasaval.

A Southern, illetve Northern membranokat hibridizaciés pufferben (0.5M Na-foszfat,

pH:7.2, 7% SDS, 1mM EDTA, 1% BSA) el6-hibridizaltuk altalaban 65°C -on, 2-3 oran keresztil.
Ezutan a hibridizacios puffert frissre cseréltiik, és hozzaadtuk a jeldlt prébat. A membranokat a
prébaval azonos htmérsékieten inkubaltuk egy éjszakan keresztil. Ezt kdvetéen a membranokat
tébb l|épésben mostuk, hogy eltavolitsuk a nem-specifikusan kétéd® probat. Elészoér 2XSSC,

0.1% SDS oldataban kétszer 20 percig 65°C -on, majd 1XSSC, 0.1% SDS oldatban 20 percig

65°C -on, amit egy esetleges Ujabb mosas kovetett 0.5XSSC, 0.1% SDS oldatban 65°C -on, 20
percig. Ezutdn a membranokra filmet helyeztiink, amit kilénb6z6 id6pontokban hivtunk el6 az
optimalis hibridizacids jel eléréséhez.

4.2.7. Specifikus DNS szakaszok amplifikdlasa PCR reakcioban és a reverz-

transzkripcio.
A PCR amplifikalashoz 100ng ndvényi 6sszes DNS-t hasznaltunk a reakcié elegybe
(50mM KCI, 10mM Trisz-HCI, pH:8.3, 0.01% zselatin), amelyet MgClo-dal egészitettink ki

1.5mM végkoncentracidban. Ehhez adtuk hozza a kalénbdézd  dNTP-ket (200-200uM
végkoncentraciéban) és az amplifikaciés olidonukleotidokat (1uM végkoncentraciéban). Végul az
elegyhez 2U Taq polimerazt adtunk, és azonos térfogati asvanyi olajjal fedtuk be. Ezutan a
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reakcioelegyet 94°C -on inkubaltuk, 1 percig (kettés szali DNS szétvalasztasa), 55°C -ra h(i-
tottlk és ezen tartottuk 1 percig (amplifikaciés oligonukleotidok megtapadasa az egyszalu DNS-

en), majd 72°C -ra melegitettiik és 1 percig inkubaltuk ( Gj DNS szal felépitése). Ezt a melegitési-
htitési ciklust 30-szor ismételtik. Az amplifikacid utan a termékeket 1.5%-0s agar6éz gélen
valasztottuk el egymastdl. Az agardéz gélt a 4.2.4. fejezetben leirtak alapjan készitettuk el.
Az enod12 amplifikalasahoz hasznalt oligonukleotidok szekvenciaja:
enod12-5’: 5'-CTGCTCTTGTCCTTGTTCCTCAAGG-3’
enod12-3: 5-GAAATGGATGTTATCTTCTGATGG-3’
Az msc27 amplifikalasahoz hasznalt oligonukleotidok szekvenciaja:
msc27-5": 5’-GGAGGTTGAGGGAAAGTGG-3
msc27-3": 5’-CACCAACAAAGAATTGAAGG-3
A reverz transzkripciés kisérletekhez elészér 10ug teljes névényi RNS-t DNazl-gyel ke-

zeltink (40mM Trisz-HCI, pH:7.5, 6mM MgClo, ~15U RNAz inhibitor, 10U DNazl, 30ul

végtérfogatban), 37°C -on, 30 percig. Ezutan a reakcidelegyet 75°C -on inkubaltuk 10 percig,
majd az RNS-t 1/10 térfogat 3M Na-acetat (pH:4.8) és 2.5 térfogat ethanol hozzaadasaval
kicsaptuk. 10 percig centrifugaltuk 10 000xg-vel, majd a pelletet 70%-0s ethanolban mostuk,
szaritottuk, és steril, DEPC-vel kezelt vizben oldottuk fel 1ug/ul téménységtire. 2ug DNazzal
kezelt RNS-t méntink a reakcidelegybe (50mM Trisz-HCI, pH:8.3, 8mM MgCI2, 10mM DTT),
amelyet aztan kiegészitettiink a poli-T oligonukleotiddal, (12-18-mer, 1.5uM végkoncentracidban),
a dNTP-kel (0.5-0.5uM végkoncetraciéban), RNAaz inhibitorral (1U/ul végkoncentracidban), végul

a reverz transzkriptaz enzimmel (M-MuLV, 200U). Az elegyet 37°C -on inkubaltuk 1 éran at, majd

a reverz transzkriptdiz enzimet 75°C -on inaktivaltuk, 10 percig. A reakcidelegy 1/10 részet
hasznaltuk fel PCR amplifikacios kisérletben, a fentebb leirt médon.

4.2.8. N6vények nevelése és a glimbzési kisérlet.

A kulénb6z6 Medicago névényekrdd két-harom internéduszt tartalmazoé hajtasokat vagtunk,
ezeket steri | vermikulitba szurtuk, majd tapoldattal 6ntdztik meg 6ket (1.4mM KNOg3, 0.5mM
KH,POy4, 0.5mM MgSO4x7H,0, 0.5mM[NH,],SO,4, 2.32mM Ca[NO3]ox4H,0, 0.037mM KCI,
0.05mM H;BO3, 0.05mM EDTA, 8uM MnSO4x4H,0, 0.5uM 2ZnSO,4x7H,0O, 0.25uM
CuSO4x5H,0, pH: 5,7). A hajtasokat Uveghazban tartottuk kb. 2 hétig, amig 3-4 cm-es gyokeret
eresztettek. Ezutan a ndévényeket aeropodnias kérldlmények mellett, azonos tapoldatban
névesztettiik tovabb 5 napig, majd a tdpoldatban lecstkkentettik a nitrogén mennyiséget
(0.25mM KNOgj), és igy ndvesztettik Gket Ujabb két napig. Ezutan a gydkereket Rhizobium
meliloti 41-gyel ferttztlk, és a fertbzés utan 7, 14, 21 és 30 nappal gimdket gytjtéttink a néveé-
nyekrdl.
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A novények fertbzéséhez a Rhizobium-ot GTS tapoldatban (Kiss és mtsai., 1979) nd-
vesztettuk ODgo=0.3 koncentracidig, és ezt a baktérium oldatot a névényi tapoldathoz adva

fertéztik a Medicago névények gydkereit.

4.2.9. Acetilén redukalé képesség vizsgalata.

A nitrogénkotés hatékonysaganak kimutatdsa acetilén-redukalé képességgel azon alapul,
hogy a nitrogénkotésben résztvevt enzimek képesek az acetilén etilénné torténd redukcidjat is
katalizalni. A méréshez a kllénbdz6 genotipusu Medicago névényeken képz6détt gimbket szoro-
san zardédoé kémcstbe gylitottik (kb. 10-20mg gumtycs®). Minden cstbe 2ml acetilént mér-tink, és
1 6ran keresztll inkubaltuk 6ket szobahtn. Ezutan minden cs6b®l azonos mennyiségli gaze-
legyet vettink ki (kb. 025ml), és gazkromatografba fecskendeztuk tket. A kuldnbdz6 névényekrol
szarmazd gimbk esetében 6sszehasonlitottuk a képztdbtt etilén mennyiséget.

4.2.10. Lucerna sejtszuszpenzié hormon kezelése.

A lucerna (Medicago sativa ssp sativa RA3) sejtszuszpenziét 15uM naftil-ecetsavat és
10uM kinetint (alaphormonok) tartalmazé SH-tapoldatban tartottuk fenn (Schenk és Hildebrandt,
1972). A 2,4-D kezeléshez a naftil-ecetsavat 100uM 2,4-D-vel helyettesitettiik, és ebben a
maddositott tapoldatban ndvesztettiik a sejteket 1 éran keresztul. Ezutan a szuszpenziét hormon
mentes SH-tapoldatban mostuk kétszer, majd ebben a hormon mentes kérnyezetben
novesztettik tovabb a sejteket, meghatarozott idtkdzénként mintat véve a kultirabdl.

A kulénb6z6é névényi hormon csoportokhoz tartozé hormonokkal vald kezelés eldtt a
sejtszuszpenziét hormonmentes taptalajon tartottuk harom taptalajcserén keresztil. Ezutan a
taptalajhoz hozzaadtuk a kalénbéz6 hormonokat, kilé-kilon, a megfeleld koncentraciéban, és igy
novesztettik a kulturat két 6éran at. Ezutan vettiink mintat az eltéréen kezelt sejtszuszpenzidkbol
a tovabbi vizsgalatokhoz.

5. Eredmények

5.1. Az in situ hibridizacios technika kérilményeinek beallitasa.

5.1.1. A névényi anyag fixalasa és beagyazasa.

A ndvényi anyag fixalasanak célja a benne taldlhaté nukleinsavak és fehérijek megévasa
a lebomlastdl és konzervaldsa a késBbbi detektalashoz. A legelterjedtebb fixalé oldatok, az al-
dehideket tartalmazdk, amelyek keresztkotéssel fixalnak, és az alkohol tartalmu fixaldk, amelyek
hatasa kicsapasi reakcién alapul. Az aldehidek jobban megbrzik a sejtben I1évd RNS-eket, mint a
kicsapasi reakcién alapuld fixalok. Ezen kivill a nukleinsavak hozzaférhetésége is kedveztbb a
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proba szamdra. Minél nagyobb a fixalé anyag koncentraciéja a fixalé oldatban, annal jobban
megtrzi a sejt szerkezetét eredeti dllapotaban. Viszont a sejtdsszetevk hozzaférhetésége a pro-
ba szamara ezzel a koncentracié ndvekedéssel aranyosan csdkken. Ezen koériimények
figyelembevételével kisérleteinkben a gydkérgimok fixalasahoz 2% paraformaldehidet és 0.5%
glutaraldehidet haszndltunk. A novényi anyagot 2-4 dran keresztul fixaltuk jégen, majd
fokozatosan paraffinba agyaztuk tket. A paraffin a legelterjedtebb olyan anyagok beagyazasara,
amelyekbd késthbb kdzepesen vékony metszeteket kivannak elallitani. J&I megbrzi a szévetek
szerkezetét, j6 minbségli metszetek készithetbk a beagyazott anyagbdl és a paraffin kénnyen
eltavolithatd a metszetekb® a hibridizalas el6tt. A paraffinba valé beagyazashoz a szévetekb®l
eltszor el kell tavolitani a vizet, majd fokozatosan teliteni kell ket paraffinnal. Ehhez a szévetet
emelked% koncentraciéju paraffin oldatokba kell meriteni, és ezzel parhuzamosan névelni kell a h6-
mérsékletét. A paraffin a fokozatos adagolasnak készénhetten tokéletesebben hatol be a sz6-
vetbe és ez javitja a késtbbi metszetek mintségét. A htmérséklet pontos beallitasa kritikus l1épés
a beagyazas sikeressége szempontjabdl. Az altalunk hasznalt paraffin idealis htmérséklet tarto-

manya 58-62°C volt. Amennyiben a paraffint tartésan ennél magasabb h6mérsékletnek tessziik
ki, elveszti szerkezetét és beagyazasra alkalmatlanna valik. Miutan a gimb®ket atitattuk paraf-

finnal, a mintakat 4°C-ra helyeztilk, hogy a paraffin megszilarduljon, majd metszeteket készitettiink
a bedagyazott névényi szévetbl. A névényi anyag fixalasanak és beagyazasanak a menetét a
3. tablazat foglalja 6ssze.

5.1.2. Metszetek készitése és el6kezelése az in situ hibridizaciohoz.

A paraffinba dgyazott gim®mintakbdl 8um-es, kézepesen vékony sorozat-metszeteket
vagtunk, mikrotom segitségével. A metszeteket poli-L-lizin boritasi mikroszkdp targylemezekre
helyeztik. A poli-L-lizin el6segiti a metszetek megtapadasat a targylemezen és megel6zi levala-

sukat a hibridizacié folyaman. A targylemezeket 12 éran 4t 42°C-on szaritottuk a hibridizacios el6-
kezelés el6tt. Hibridizacid elttt el6szér a paraffint tavolitottuk el a metszetekbdl, majd a metsze-
teket vizzel telitettiik a protedz kezelés el6tt. A metszetek protedzzal vald kezelése a hibridizacid
el6tt lehetbvé teszi a préba kdénnyebb behatolasat a fixalt szévetbe, és ezzel er6siti a hibridi-
zaciés jelet. Ehhez a kezeléshez Kkisérleteinkben ProteindzK-t hasznaltunk. Az enzim
toménységének, valamint az emésztés idejének meghatarozasa tapasztalati uton toérténik, és
kiilonbdz6 tipusu szévetek esetén igen eltér lehet. A proteinaz emésztés lutan a targylemezeket
triethanolamint és anhidrin-savat tartaimazé oldatba meritettik, amely a késtbbiekben megaka-
dalyozza a proba nem-specifikus kétbdését a pozitiv téltésti aminécsoportokhoz. Az igy eldke-
zelt metszeteket ismét dehidrataltuk, majd a targylemezeket

széraz korllmények kdzétt, 4°C-on taroltuk a hibridizacio kezdetéig. A hibridizaciét megeléz6 keze-
Iési lépéseket a 4. tadblazatban foglaltuk dssze.
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Kezelés Id6tartam H6mérséklet

4% paraformaldehid
0.5% glutaraldehid 2-4 6ra jégen
0.1M foszfat-puffer
0.1M foszfat-puffer 2x10 perc jégen
30% etanol 30 perc jégen
50% etanol 30 perc jégen
70% etanol 12-16 6ra 4°C
80% etanol 30 perc szobah6
90% etanol 30 perc szobaht
100% etanol 2x30 perc szobaht
75% etanol
25% 3-butanol 30 perc szobaht
50% etanol
50% 3-butanol 30 perc szobaht
25% etanol
75%3-butanol 30 perc 30°C
100% 3-butanol 30 perc 30°C
3-butanol 30°C-on paraffinnal 4 6ra 30°C
telitve 30 perc 42°C
3-butanol 42°C -on paraffinnal 12-16 ora 42°C
telitve 30 perc 60°C
paraffin 72 6ra

(parrafint tébbszoér 60°C

cserélni)

3. tablazat. A névényi anyag fixalasanak és beagyazasanak lépései az in situ hibridizalast
megeltzten.
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Kezelés Id6tartam H6mérséklet

Xilén 10 perc szobahd
50% xilén 5 perc szobah6
50% etanol

100% etanol 5 perc szobah®
95% etanol 5 perc szobah6
80% etanol 5 perc szobah6
60% etanol 5 perc szobah®
30% etanol 5 perc szobaht
1XPBS 2x5 perc szobah®
10ug/ml proteinazk

100mM Tris-HCI pH:7.5 30 perc 37°C
50mM EDTA

0.1M glicin 5 perc szobah®
1XPBS

0.1M trietanolamin pH:8.0 10 perc szobah®

0.25% anhidrin sav

30% etanol

2 perc szobaht
60% etanol 2 perc szobah®
80% etanol 2 perc szobah®
95% etanol 2 perc szobaht®
100% etanol 2 perc szobaht6

4. tablazat. A névényi anyagbdl készitett metszetek kezelése az in situ hibridizalast megel6z6-
en.

5.1.3. A hibridizacios préba el6allitasa és az in situ hibridizalas.

Az in situ hibridizacids kisérletekben olyan RNS prébat hasznaltunk, amelyet 35g
izotéppal jeldltink. Ennek az izotépnak eltnye, hogy nem til erts a sugarzasa, ami megkénnyiti a
kezelését (probaeltallitas, hibridizacid, sugarzé hulladék kezelése, stb.). Ezen tulmen&en a hibri-
dizaci6 feibontasa j6 (sejt szintli lokalizacid) és az exponalas ideje is elfogadhaté hosszusagu (2-

6 hét). A masik két leggyakrabban hasznalt izotép az in situ hibridizaciés kisérletekben a SH és a
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32p 34 izotop esetében a kisérlet felbontéképessége igen jo, viszont az exponalasi id6 nagyon

hosszu az izotép kisebb specifikus aktivitasa miatt. A 32p izotép hasznalata nem ajanlott, mivel
felbonto képessége tul alacsony, és hasznalata kuldnleges védbfelszerelés alkalmazasat igényli,
ami nehézkessé teszi a kisérlet elvégzését.

Az RNS préba eltallitasa in vitro transzkripcids reakciéban toértént. Ehhez a megfeleld
DNS szakaszokat pBluescript plazmid poli-linker helyére kiénoztuk. Ez a plazmid a poli-linker két
végén két kilonb6zé RNS polimeraz felismerd helyet tartaimaz (T3 és T7 RNS polimeraz
felismer® helyek). igy a transzkripcié mindkét irdnyban elvégezhett. Az in situ hibridizacié soran a
jellemezni kivant mMRNS-sel kiegészitt szekvenciajid RNS-t (antisens) hasznaltunk probaként. A
DNS-t az in vitro transzkripcié el6tt a megfeleld restrikciés enzimmel linearizaltuk, igy elkerltik a
plazmid atirdsat, ami nem-specifikus hibridizaciéhoz vezethet. 1pug linearizalt DNS-t hasznaltunk
a préba elballitasdhoz, amelyet a transzkripciés csomaghoz tartozé leiras alapjan végeztik

(Pharmacia). Az RNS jeléléséhez 100uCi 355.tel jelolt UTP-t (Amersham) hasznaltunk, valamint
nem-jeldlit UTP-t is adtunk a reakcidhoz 0.1mM végkoncentraciéban. A transzkripcio befejezte
utan DNazl-gyel kezeltllk az elegyet, ami megemésztette a reakcidoban hasznalt DNS-t. Ezutan a
prébat Sephadex G75 oszlopon valasztottuk el a be nem épult nukleotidoktdl. Ezt kbvetben a
tisztitott probat alkali koriimények kdzétt a hibridizacidhoz megfelel$ hosszusagura hidrolizaltuk. A
jelolt RNS-hez azonos térfogatu hidrolizalé oldatot (120mM NapoCO3, 80mM NaHCO3) adtunk és

60°C -on hidrolizatuk a kiszamitott ideig. A hidrolizalasi id6 kiszamitdsahoz a kdvetkez6 képlet all
rendelkezésre:

0.11xLoxLf

ahol t a hidrolizis ideje; Lo a proba eredeti hossza a transzkripcié utan; Lf pedig a kivant
prébahossz. Az idedlis prébahossz az in situ hibridizaciéhoz 150-200 bp. A préba megdfeleld
hossza két szempontbdl is jelentds a hibridizacié soran. Amennyiben a préba tal hosszu, ugy
nehezen képes csak behatolni az eldkezelt metszetekbe, ami csdkkenti a hibridizaciés jelet. A-
mennyiben préba tdl révid, megemelkedik a nem-specifikus hibridizaciés jel er6ssége, amely a
specifikus hibridizacioés jel érzékelését megneheziti.

A tisztitott és hidrolizalt probat hibridizaciés pufferben higitottuk kivant toménységtire. A
kisérletekben a prébat altalaban 10° cpm/metszet koncentracidban hasznaltuk. A hibridizacio
specifikussagénak ellentrzésére az RNS prébat specifikus, nem jeldlt DNS-sel kevertuk, ami a
prébaval vetélkedett az érzékelni kivant RNS-hez valé kétédésben. Amennyiben a hibridizacié

specifikus, ugy a DNS-sel kevert proba alkalmazésa esetén a hibridizacios jel joval gyengébb.
100ul hibridizacids puffer-proba keveréket mértink mindegyik metszetre és parafimmel boritottuk
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be 6ket, ami egyrészt eldsegitette a hibridizaciés elegy egyenletes eloszlasat a metszeteken,
masrészt megelézte a puffer elparolgasat és a proba betdményedését.

A targylemezeket 100% nedvességtartalom mellett, 42°C -on inkubaltuk 12 6ran keresztul.
Hibridizacié utan a metszeteket tobbszoér mostuk, és RNazzal kezeltilk. Mindkét kezelés célja a
mRNS-hez nem kotodott, jelolt RNS proba eltavolitasa volt, ami csékkenti a nem-specifikus
hibridizacids jel ersségét. A hibridizacié utani kezeléseket az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Kezeles Id6tartam Hémérséklet

= 4X55C 3x15 perc szobah®

5mM DTT

10mM Tris-HCI pH:7.5 10 perc 37°C

5mM EDTA

10mM Tris-HCI pH:7.5

5mM EDTA 30 perc 37°C

20ug/ml RNazA

0.2XSSC 3x15 prec °

5mM DTT 63°C

5. tablazat. A metszetek kezelése az in situ hibridizaciét kévetéen.

5.1.4. A hibridizacios jel detektalasa.

Az in situ hibridizaciét kovetdé mosasi lépések utdn a targylemezeket egyenként
fotdemulzidba (Amersham) martottuk, majd révid szaritds utan sétét dobozba helyeztik és igy

taroltuk ket 4°C -on az el6hivasig (3-5 hét). A fotéemulziéval boritott metszeteket eldhivas utan
vizzel oblitettik, majd a targylemezekre Moviol oldatot tettink és fed6lemezzel fedtik be Oket. A
hibridizacids jel érzékeléséhez normal fénymikroszkdpot és sotét-mez6jti (dark-field) mikroszképot
hasznaltunk. Nomrmal fénnyel mehvilagitva, a hibridizaciés jel fekete szemcsés lerakddaskent
jelenik meg, mig a so:tét mez6jli mikroszképot hasznalva fényes szemcsék mutatjgk a hibri-
dizacios jelet.

5.1.5. A Medicago sativa leghemoglobin génjének térbeli kifejez6 dése

lucerna gydkérgiimében.

A lucerna leghemoglobin génje egy nagy mennyiségben termeltd6 kés6i nodulin gén (lasd
2.4.3. fejezet). Ezt a gént valasztottuk az in situ hibridizaciés kisérlet kérulményeinek
bedllitasakor, mint kontrol gént, mivel nagy mennyiségben termeltd mRNS-e kénnyen kimutat-
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haté a gyokérgim® ben. A lucerna leghemoglobin gén kédolé szakasza pBluescriptKS*
plazmidba, EcoRI-Xhol helyre volt klénozva. A kiegészité szali RNS proba elballitasahoz a
plazmidot Hindlll restrikciés enzimmel linedrizaltuk. A gén jelenlétét aktivan nitrogént koto lucerna
gyokérgimékben vizsgaltuk.

Mint az a 6. abran lathatd, a giim® megbrizte az indeterminalt gimbokre jellemz6 szerkezetét
és a leghemoglobin gén kifejez6dése is kimutathatd volt az aktivan nitrogént két6 gim6kben.
Hibridizacios jelet csak a gyokérglimd nitrogén koté zénajaban érzékeltiink. A hibridizacios jel erbs
volt, annak bizonyitékaul, hogy a leghemoglobin mMRNS nagy mennyiségben termelt6dik ebben a
részében a gimbnek. Ez az eredmény alatdmasztja a korabbi Northern hibridizaciés kisérletek
eredményét, miszerint a leghemoglobin gén kifejezédése a lucerna gim6ben a nitrogén kétés
kezdetén aktivalodik, és nagy mennyiségben termel6dik a nitrogénkétés alatt is. Az in situ hib-
ridizacié eredménye bizonyitja, hogy:

- a fixalasi és beagyazasi Iépések utan a gimé megbrizte jellemz6 szerkezet, valamint a benne
kifejez6d® mRNS-ek is konzervalddtak.

- a hibridizaciét megel6z6 eltkezelések lehetévé 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 proba hossza megfeleléen rovid volt ahhoz, hogy a préba hatékonyan behatoljon a metsze-
tekbe, és elég hosszu volt ahhoz, hogy specifikusan kimutassa a kivant gén kifejez6 désének
térbeli eloszlasat.

- a hibridizacié utani kezelések hatékonyan eltavolitottak a nem-specifikus hibridizacios jelet.

400xm

6. abra. A leghemoglobin kés6i nodulin gén térbeli kifejez6désének kimutatasa in situ hibridi-
zacioval, Rhizobium meliloti 41-gyel fertéz6tt Medicago sativa ssp. sativa Sitel gyokéren kepz6-
dott gyokérgimbben, 21 nappal a fertézes' utan. A hibridizacios jel érzekeléséhez sétét mezbjli
mikroszkdépot hasznaltunk.
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5.2. A Medicago sativa enod12 korai nodulin génjének
jellemzése (1. és 2. publikacio).

1. publikacid: Petra Bauer, Martin D. Crespi, Judit Szécsi, Lori A. Allison, Michael Schultze,
Pascal Ratet, Eva Kondorosi and Adam Kondorosi. (1994). Alfalfa enod12 genes are differentially
regulated during nodule development by Nod factors and Rhizobium invasion. Plant Physiology
105: 585-592

2. publikacié: Gyula Csanadi, Judit Szécsi, Péter Kalo, Péter Kiss, Gabriella Endre, Adém
Kondorosi, Eva Kondorosi and Gyérgy, B. Kiss. (1994). ENOD12, an early nodulin gene, is not
required for nodule formation and efficient nitrogen fixation in alfalfa. Plant Cell 6, 201-213.

5.2.1. A Msenod12 térbeli kifejezé désének vizsgalata lucerna gyékérgiimé -

ben.

Az enod12 gén korai nodulin gén jellemzésének elst Iépéseként a gén térbeli kifejezbdését
vizsgaltuk a diploid Medicago sativa ssp. coerulea w2 (Mcw2), illetve a tetraploid M. sativa spp.
sativa cv. Sitel (Ms Sitel) névényeken képztdétt kildnbdz6 kord gydkérgimbkben in situ hibridi-
zacios technika segitségével. Hibridizaciés probaként az Msenod12B gént valasztottuk (Allison
és mtsai., 1993). Mivel a M. sativa-bdl izolalt két enod12 gén csak kis mértékben tér el egymastol,
igy térbeli kifejeztdésik elkllonitése in situ hibridizacidval nem lehetséges. Az altalunk valasztott
proba mind az enod12A génnel, mind az enod12B génnel hibridizal. Az Msenod12B gént

pBluescript SK* plazmidba klénoztuk, EcoRV helyre, a T3 prométer fel6l kezd6den. A plazmidot
EcoRl restrikcios enzimmel linearizaltuk a transzkripciét megelézéen, és az enod12 mRNS-sel kie-
gészitd szekvencidju jelolt RNS probat T7 RNS polimeraz alkalmazésaval allitottuk eld. Az
enod12 gén térbeli kifejeztdését 7 és 20 napos gydkérgimbkben vizsgaltuk. Az eredményt a 7.
abra mutaja be.

Az Msenod12 gén kifejez6dése mind a két gazdandvény (Mcw2 és Ms Sitel) esetében
azonos mintazatot mutatott. A kulénb6z6 koru gydkérgumtkben erbs hibridizalasi jel figyelhetd
meg kdzvetlenll az oszt6dd szévet mogott, az invazids (el6-fixacidés) zénaban. Emellett gyenge
hibridizacios jel volt megfigyelhett a gim® kéregsejtiei mentén. A kulénbdz6 koru gimék esetében
eltérés a hibridizalé zéna kiterjedésében volt. A 7 napos gum&knek csaknem felében volt erés az
enod12 kifejeztdése, mivel ezek a gyokérgimek a ferttzés korai stadiuméaban vannak és infekcios
zénajuk aranya a gimtn belll nagyobb. |désebb gimtkben az aktiv nitrogénkétd zona foglalja el
a gumb térfogatanak nagy részét, az invaziés zéna mérete ugyan megegyezik a fiatal gimodben
taldlhaté invaziés zéna méretével, aranya azonban a gim®n belll, a szimbidtikus zénahoz, és a
gum® méretéhez viszonyitva lecsdkken.
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7. abra. Az enod12korai nodulin gén térbeli kifejezédésének kimutatasa kiilénbozé kort lucemna
gyokérgimoben, in situ hibridizaciéval. A. Az enod12 térbeli kifejez6dése Medicago sativa ssp.
sativa névényen képz6dott 7 napos gimében, fénymikroszkép. B. enod12 térbeli kifejez6dese
Medicago sativa ssp. sativa névényen képz6dott 21 napos gim®Oben, fénymikroszkop. C.
enod12 térbeli kifejez6dése Medicago sativa ssp. sativa névényen képz6détt 21 napos gum6-
ben, sétét mez6jli mikroszkép. D. enod12 térbeli kifejezédése Medicago sativa ssp. coerulea
névényen képz6dott 21 napos gumdben, fénymikroszkop.

5.2.2. Az enod12 gén orokl6édésének nyomon kovetése diploid Medicago

fajok keresztezése soran.

Kisérleteinkben két diploid Medicago fajban, a M. sativa ssp quasifalcata k93 (Mgk93) és
a M. sativa ssp coerulea w2 (Mcw2) névényekben vizsgaltuk az enod12 korai nodulin gén
jelenlétét. Ezutan a két diploid fajt sziltként hasznalva, az ezek keresztezésébdl szarmazo F1 és
F2 generacié ndvényeiben koévettik nyomon a gén 6rokidédését. A vizsgalt ndvényekbtl DNS-t
nyertink ki, majd ezt a DNS-t hasznaltuk Southern hibridizacios, valamint PCR kisérletekben az
enod12 gén jelenlétének kimutatasara.

A Southern hibridizaciéhoz a névényekbbl kinyert genomi DNS-t EcoRl restrikciés enzim-
mel emésztettilk, a kiilénb6z6 méreti DNS darabokat agaréz gélen valasztottuk el egymastol,
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majd hibridizaciés membrara vittik at Gket. Az enod12 gén jelenlétének kimutatasahoz hibridi-
zacios probaként az Msenod12A gén egy PCR reakciéban amplifikalt szakaszat hasznaltuk, amit

32p_yel jelolt izotéppal jeldltink. A Southern hibridizacié eredményét a 8. abra foglalja 6ssze. A
szilBként hasznalt két diploid Medicago faj eltér hibridizalasi mintat mutatott. Az enod12 préba a
Mcw2 genomban harom kilénb6z6 méretti DNS darabhoz hibridizalt. Ebb6l két hibridizacios csik
erbsebb volt, az egyik kb. 25kb, a masik kb. 17kb nagysagu. A harmadik, gyengébben hibri-
dizalo DNS darab méretét 12kb-ra becsultik. Ennek a hibridizalasi csiknak az ervssége az egyre
specifikusabb hibridizaciés korlilmények alkalmazasaval gyengult. Ebb6| arra kdvetkeztettiink,
hogy a Mcw2 genomban a két erésebben hibridizalo DNS darab hordozza az enod12 géneket,
mig a harmadik, gyengébb hibridizalast mutaté DNS darab valészintieg egy hasonlé génnel valo
kereszt-hibridizalas eredménye. A masik szil6, az Mgk93 DNS-ének egyetlen darabjahoz
hibridizalt az enod12 proba. Ennek a DNS darabnak a mérete 14kb volt. Ez azt mutatja, hogy a
Mgk93 fajban valdszintileg csak egy enod12 gén van. Egy masik magyarazat a két fajta kézoétt
az enod12 gének szamaban kimutatott kildnbségre, hogy a Mcw2 faj egy EcoRl restrikcios enzim
hasité helyet tartalmaz az enod12 genomi szakaszan, mig a Mgk93 nem tartalmazza ezt a hasito

kb

25>
17 »>
14 >

helyet.
F1 F2[S1(F1/1)]
Mc Mc Mq ' D '
w2 w3 k93 1 11 12 13 10 11 12 33 34 35 8 8 90

127

8. abra. enod12 homoldg szekvencidk kimutatasa a diploid Medicago sativa ssp coerulea w2 és
w3 (Mcw2 és Mcw3), M. sativa ssp quasifalcata k93 (Mqk93) szil6i névényekben, az ezek
keresztezéséb®l szarmazd F1 generacié néhany ndévényében, valamint az F1/1 névény Onbe-
porzasabdl szarmazoé F2 populacié egyes névényeiben, Souther hibridizaciéval.

Az Mqk93 (anyai) és Mcw2 (apai) keresztezéséb®l szarmazé F1 generacid ndvényei
esetében azt tapasztaltuk, hogy az F1 generacié bizonyos tagjai mindharom enod12-t hordozd
DNS darabot 6rokolték, vagyis harom hibridizalasi csikot érzékeltink. Ezek mérete a sziil6kben
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kimutatott DNS darabok méretével megegyezett (25kb, 17kb és 14kb). Az F1 generacié mas
tagjainak azonban csak egyetlen DNS darabjahoz hibridizalt a préba. Ennek a mérete
megegyezett a Mgk93-as sziiltben meghatarozott hibridizaciés csik méretével (14kb). Ebbdl arra
kdvetkeztettlink, hogy az F1 generacié ezen egyedei csak az anyai enod12 allélt 6rokoltek.

A Southern hibridizaciét kovetéen PCR reakcio segitségével ellenbriztik az enod12 gén
képia szamat a két szll6, valamint az F1 nemzedék ndvényeiben. A reakcidban nyert
amplifikacids termékeket 1.5%-0s agardéz gélen valasztottuk el egymastdl. Az kisérlet eredménye
a 9. abran lathatd. Mcw2 esetén két amplifikacios terméket kildnitettink el: a nagyobb mérete
299bp, a kisebbé 239bp volt. Ezeknek az amplifikaciés termékeknek a mérete megegyezik a
tetraploid M. sativa ssp sativa fajta DNS-éb6l amplifikalhaté enod72 PCR termékek méretével.
Magk93-bdl egyetlen terméket sikerilt elkilénitenink; ennek mérete 269bp volt. Ez a méret azonos
a diploid M. truncatula DNS-éb6| azonos oligonukleotidokkal amplifikalhaté termék méretével.
Ezekb6l az eredményekbdl, azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a diploid Mcw2, a M.s. ssp
sativa-hoz hasonldan, két enod12 gént tartalmaz, mig a Mgk93 a M. truncatula-hoz hasonléan,

csak egyet.
A. Fl BQ F2
A v 1 B T 0 |
" w2 k93 1 11 35 89 K Mt Ms
299 ., i
269, ==

239>

9. abra. Az enod12 gén o6réklbdésének nyomonkévetése Medicago névényekben PCR ampli-
fikalassal. A, A kulonb6z® méretli enod12 amplifikaciés termékek kimutatdsa a szil6i Mcw2 és
Mgk93 névényekben, valamint az ezek keresztezéséb®l szarmazé F1 generacié néhany egyed-
ében. B, A szul¢i, az F1/1 és az F2 generacié néhany névényébbl, valamint Medicago truncatula
és M. sativa névényekb6l PCR reakcioban amplifikalhaté enod12 termékek méretének dsszeha-
sonlitdsa. Mcw2: Medicago sativa ssp coerulea w2; Mgk93: M. sativa ssp quasifalcata k93; F1: a
Mcw2 és Mgk93 keresztezéséb6l szarmazé nemzedék névényei; F2/11 és F2/35: az F1/1 no-

vény dnbeporzasabdl szarmazé nemzedék két enod12” genotipusu névénye, Mt: M. truncatula,
Ms: M. sativa ssp sativa; K: kontroll PCR reakcié DNS hozzaadasa nélkiil.
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Az F1 generacié azon ndévényeib6l, amelyekben Southern hibridizaciéval harom hibridi-
zacids csikot érzékeltlik, harom PCR terméket sikerllt elklldnitenink. Ezek mérete 299bp, 269bp
és 239bp volt. Azokbdl az F1-es névényekbtl, amelyekben a Southern hibridizacidval csak egy
hibridizacidés csikot érzékeltiink, a PCR reakcié utan is csak egy terméket sikerdlt elkulénitentnk,
amelynek mérete 269bp volt. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy minden F1 generacié beli
ndvény Orokolte az anyai vonal egyetlen enod12 alléljat, viszont az apai vonalbdl szarmazé két
enodi12 gént csak néhany egyed Orokolte. Ennek a megfigyelésnek a magyarazataul azt
feitételeztliik, hogy a Mcw2 valdszinlileg heterozigéta az enod12 génre nézve. Az egyik kromo-
széma parjan jelen van a két enod12 gén, mig a masikrdl hianyzik (null allél). Azok a névények,
amelyekben csak az anyai enod12 volt kimutathatd, apai agrél feltehetbéen a null alléit rokoitek.

Ennek a feltételezésnek az igazolasara kivalasztottunk egy olyan F1 generaciobdl
szarmazoé noévényt (F1/1), amelyb6l csak az anyai Mgk93 enod12 volt kimutathaté. Az F1/1
egyed Onbeporzasaval allitottuk el6 az F2[S1(F1/1)] generaciét, amelynek tagjaiban vizsgaltuk
az enod12 gén oOroklddését. Az F2 generacio tagjaibél DNS-t nyertink ki, majd Southern hibridi-
zacios és PCR amplifikaciés technikaval vizsgaltuk az enod12 jelenlétét és kdpia szamat az
egyedekben. A Southern hibridizacié a legtébb egyedben kimutatta a Mqk93-bdl szarmazé
egyetlen enod12 gént, azonban néhany névénybd (példaul F2/11, F2/35) a gén egyaltalan nem
volt kimutathatd (8. abra). Az enod12-t nem tartaimazé egyedekb6l PCR amplifikécios kisérle-
tekben sem sikerult az enod712-nek megfelel® amplifikacids terméket elvalasztani (9. abra), amib®l
arra kovetkeztettlink, hogy ezek az egyedek csak az apai null allélt 6rokélték. A null allélok a
Mendeli recessziv gének szabalyainak megfelelten, stabilan érékiddtek, és az altalunk vizsgalt

enod12- genotipusu névényekbdl tdbbszori vegetativ szaporitas utan sem volt kimutathaté az
enod12 jelenléte. Ezek az eredmények megerb6sitik a korabbi feltételezést, miszerint az Mcw?2 az
egyik kromoszémajarél hianyzik az enod12 gén.

5.2.3. Az enod12 hianyanak hatasa a giim&képz6édésre és a nitrogénkotésre.

Kévetkez6 1épésként azt vizsgéltuk, hogy az eltérd mennyiségti enod12 allél a kulénb6z6
ndvényekben milyen hatassal van az adott egyed gim®szerkezetének kialakitaséra, illetve a
nitrogénkotésre. Ezekhez a vizsgalatokhoz a kovetkez6 novényeket valasztottuk: Mcw2 apai
vonalat, amely két enod12 gént tartalmaz, valamint egy null allélt hordoz; az Mgk93 anyai
vonalat, amely egy-egy enodi2 gént hordoz mindkét kromoszéma parjan; az F1/1 ndvénvyt,
amely anyai oldalrél egy enod12 gént, az apai oldalrdl a null allélt 6rokdlte; az F2 generécid két
névényét (F2/11 és F2/35), amelyek csak a null allélt 6rokélték és nem tartalmaztak az enod12
gént. A ndvényeket Rhizobium meliloti 41 baktérium térzzsel (Banfalvi és mtsai., 1981) fert6ztuk,
és nyomon koévettik a gyokérgumtk kialakulasat. Az eltéré kopiaszamu enod12-t tartalmazé
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novényeken a gimbk kifejlédésének idbbeli lefolyasa azonos volt, és a gim6k kulsé feno-
tipusaban sem talaltunk jelenttsebb kiildnbséget (10. dbra). Annak ellentrzésére, hogy a gimok-
ben az enod12 kifejezbdése kdveti-e névények genomjaban kimutatott eltérést, RT-PCR madd-
szerrel vizsgaltuk az enod12 kifejez6dését a kiuldonb6z6 ndvényeken fejlddott gimbkben, a fertd-
zés utan 21 nappal (11. abra). Az Mgk93, Mcw2 és az F1/1 névények gumbibd szarmazd

RNS mintakbdl egyetlen amplifikaciés terméket sikertlt elkildnitenink. Az Mqk93 és az F1/1-r6l
szarmaz6 gimbk esetében az egyetlen termék mérete megegyezett a DNS-ikb6l amplifikalhatd
termék méretével (269bp). Az Mcw2 névényeken képztddtt gimtk esetében az egyetlen amplifi-
kacios termék mérete megegyezett a névény DNS-éb6| amplifikalhatd kisebb termék méretével

(239bp). Az enod12” ndvényeken képztddtt gimok RNS-ének hasznalatakor semmilyen amplifi-
kacios terméket nem sikerult kimutatni. Annak a lehetbségnek a kizarasara, hogy az enod12-nek
megfelel® amplifikaciés termék hianya a kinyert RNS minta nem megfelelé minségének kdszénhetd
az eldztekben alkalmazott kérilmények kézott PCR reakcidt végeztink el a RNS mintakon az
msc27 gén (lasd alabb) amplifikdlasahoz szlikséges oligonukleotidokat hasznaiva. Mint az a 11.
abran lathatd, az msc27-nek megfelel amplifikacios termék az dsszes névény esetén kimutathatd
volt a gumokbd.

A kalonb6zé ndvényeken fejlodott gimbk szerkezetének vizsgalatdhoz a gimbket paré-
formaldehidet tartalmazé oldatban fixaltuk, majd specialis, vékony metszetek készitésére alkalmas
mlanyagba agyaztuk ®ket (Csanadi és mtsai,, 1994). Az igy elkészitett mintakbdl 2um vas-
tagsagu metszeteket készitettink, és a metszeteket fénymikroszkép alatt elemeztik.
Megallapitottuk, hogy az enod12-t nem tartalmazé névényeken képz6dott gimbk szerkezete
megegyezik a vad tipusu gimk szerkezetével. Kimutathaté volt bennik az indeterminalt gumokre
jellemz6 Gsszes gimb6zéna (12. abra). Az aktiv nitrogénkétd zdénaban a sejtek telitve voltak
bakteroidokkal és kézottik kimutathatd volt az infekciés fonal jelenléte. Utolsé lépésként a
kilénb6z6 ndvényeken képz6dott gimbk nitrogénkotését hasonlitottuk dssze acetilén-redukald
képesseguk alapjan. Az F1/1 névényeken képz6doétt gydkérgimtk nitrogén fixalé képességét
100%-nak véve, a F2/11-é 129%, mig a F2/35-é 79% volt.
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w2 k93 1 11

10. abra. Kilénboz6 enod12 allélokat hordozd névényeken képz6dott gyokérgimok fenotipusa
Rhizobium meliloti 41-gyel valé fertozés utan. Mqk93: Medicago sativa ssp quasifalcata k93,
Mcw2: M. sativa ssp coerulea w2; F1/1: a Mcw2 és Mgk93 keresztezésébdl szarmazo névény,
amely csak az anyai enod12 gént 6rokolte; F2/11: az F1/1 névény Onbeporzott populacidjanak

egy olyan névénye, amely enod12” genotipusu.

A RNS DNS B RNS
Mc Mq FI F2 F2 _ Mec Mgq Mc Mq F1 F2 F2
w2 k93 1 11 35 w2 k93 w2 k93 1 11 35 -
bp bp
209
269 >
239 270 - [ECEEEE R

11. abra. Az enod 12 gén kifejez6désének kimutatasa a vizsgalt névényeken képz6dott gyokér-
gumbékben, RT-PCR reakciéval, és az amplifikiciés termékek méretének Osszehasonlitasa a
DNS-Ukb& amplifikdlhaté PCR termékek méretével (A). Az azonos kértimények kézoétt az msc27
oligonukleotidokkal elvégzett RT-PCR reakcié amplifikaciés termékeinek kimutatasa (B). Mgk93:
Medicago sativa ssp quasifalcata k93; Mcw2:Medicago sativa ssp coerulea w2; F1/1: a Mcw2 és
Mqgk93 keresztezés’eb@ szarmazo névény, amely csak az anyai enod12 gént orokolte; F2/11 és

F2/35: az F1/1 névény dnbeporzott populacidjanak két enod12™ genotipusu névénye.
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12. abra. Normal gimbfejlédés az enod12 hianyos névényeken. A, Vad tipusl, Medicago
sativd-n képztdétt indeterminalt gydkérgumb belst szerkezete. B, Az F2/11 ndvényen képz6dott
gyokérgimbd belst szerkezete 21 nappal a Rhizobium meliloti 41-gyel val6 fertézés utan C, A B
abran lathaté gim® atmeneti zénajanak és szimbidtikus nitrogenkétd zénajanak felnagyitott
részlete. A nyilak a bakteroidokkal telt, fertézott sejtek kozétti infekcids fonalat jeldlik.
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5.3. Lucernabdl izolalt ciklin gének jellemzése (3. és 4.
publikacio)

3. puclikacid: Judit Szécsi, Arnould Savouré, Attila Fehér, Damla Dedeoglu, Janos Gyoérgyey,
Spencer Brown, Dénes Dudits, Addm Kondorosi and Eva Kondorosi (1994). Isolation and
characterization of Medicago cyclin genes. In: Proceedings of the 1st Europeen Nitrogen Fixation
conference, Eds. Kiss G.B. and Endre G., Officina press, Szeged, Hungary, pp. 331.

4. publikacid: Arnould Savouré, Attila Fehér, Péter Kalé, Gydrgy Petrovics, Gyula Csanadi,
Judit Szécsi, Gyorgy B. Kiss, Spencer Brown, Adam Kondorosi and Eva Kondorosi (1995).
Isolation of a full-lenght mitotic cyclin cDNA clone CyclliMs from Medicago sativa: Chromosomal
mapping and expression. Plant Mol. Biol. 27, 1059-1070.

5.3.1. A lucerna CyclliiMs és CycSMs ciklinjtnek 0&sszehasonlitasa:
szekvenciaelemzés.

Mig az eléz6 fejezetben jellemzett korai nodulin gén, az enod12 valdszinlileg a Nod fakto-

rok hatasara beindulé Uj sejtfal szintézist és az infekciés fonal kialakulasat jeldli, addig a kilénb6z6
ciklinek a szintén Nod faktorok hatasara uUjra indulé sejtosztédasi ciklus és a gim® primordium
kialakulasanak markerei a gimtfejlédés soran. A sejtosztédasi ciklus Ujra indulasa elengedhetetlen
feltétele a gim®6 kialakulasanak. Determinalt gim®k esetén a sejtosztédas aktivalasa ideiglenes,
ami utan a sejtek visszatérnek a nem osztédé, differencialt allapotukba. igy a sejtosztédas, és a
korai nodulin gének kifejeztdése idtben elkilénil a nitrogénkétés fazisatol. Az indeterminalt gimok
esetén azonban a merisztéma sejtosztddasi aktivitasa a gim® egész élete soran fennmarad, ami
altal az uj sejtek képztdése a gim® merisztémajaban, és a korai nodulin gének kifejez6dése a
glim® egyéb részeiben, valamint a nitrogénkétés folyamata térben kiléndl el, egy azon gimbn
beldil.

Munkam soran két, a lucerna sejtosztédasi ciklusaban szerepet jatszé ciklin gén
jellemzésében vettem részt. Ezek szekvencidjanak 6sszehasonlitdsa a 13. abran lathaté. A
CyclliMs az els® teljes hosszusagu lucernabdl (M. sativa ssp varia) izolalt ciklin cDNS, amely a
szekvencidja alapjan hasonlésagot mutat az allatokban jellemzett A- és B-tipusu ciklinekhez.
Szekvencidjaban megtalélhato az agynevezett ciklin "mag" szekvencia a ciklin boxszal, amely a
CDK-hoz vald kétédésben jatszik szerepet. Ezen tulmenten a CycllIMs az N-terminalisan hor-
dozza a mitotikus ciklinekre jellemz® destrukciés boxot, amely a fehérje ubiquitin-kézvetitett aton
torténd lebomlasat biztositjia az M-fazis végén (Savouré és mtsai., 1995). A masik ciklin gén, a
CycSMs nem volt telies hosszisagu cDNS. A rendelkezésunkre ali6 PCR amplifikalasbél
szarmaz6 rész a fehérje cikiin box-an beliil a C-termindlis végnek felel meg. A két ciklin fehérje
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szekvencidja mindossze 30%-ban egyezik meg egymassal. Az &sszehasonlitasuk utan
feltételeztlk, hogy a CycllIMs és CycSMs a ciklinek két kilénb6z6 alcsoportjaba tartozik.

10 20 30 40
1 L L S
1 MKFSEENNVSNNPTNFEGGLDSRKVGQNRRALGVINQNLYV CycITIMs
50 60 70 80
41 VEGRPYPCVVNKRALSERNDVCEKKQADPVHRPITRRFAA CycIIIMs
9% 100 110 120
81 KIANTKTTNAEGTTKRSNLAKSSSNGFGDFIFVDDEHKPV CycIIIMs
130 140 150 160
120 EDQPVPMALEQTEPMHSESDRMEEVEMEDIMEEPVMDIDT CycIIIMs
170 180 190 200
: 5 1 1
161 PDANDPLAVAEYIEDLYSYYRKVESTSCVSPNYMAQQFDI CycIIIMs
210 220 230 240
201 NERMRAILVDWLIEVHDKFDLMHETLFLTVNLIDRFLEKDQ CycIIIMs
250 260 270 280
241 SVVRKKLQLVGLVAMLL INC vsvEIvV eIl 1 LEsBlR A CycITIMs
1 1¥s INARRR TE)Fc FERTREN T CycSMs
29 300 310 320
- PR 1
281TRKLEMHKVMVNALKFNISVAYVMK-— CycIIIMs
25 VKE[RBVKLEsLtviksssyoLra BRET« 7L CEEE R EEEYs v CycSMs
330 340 350 360
319 -DRK LEMBL AFFLIELSEMVEYAMLKFSPSQLAAAAVYTAQC CycIIIMs
65 KRPSIFHME YLAKYFVER CycSMs
370 380 390 400
1 1 1
358 TMYGVKQWSKTCEWHTNYSEDQLLECSSLMVDFHKKAGTG CycIIIMs
410 420 430
1 1
38 KLTGAHRKYCTSKFSYTAKCEPASFLLENEL CycIIIMs

13. abra. A CyclliMs telies hosszlisagu ciklin és a CycSMs részleges ciklin amindsav
szekvenciajanak 6sszehasonlitdsa. A megegyez6 amindsavak a fekete négyzetekben vannak
feltlntetve.

5.3.2. A CyclliMs és CycSMs osszehasonlitasa Southern és Northern
hibridizacidval.

Annak megallapitasara, hogy a két ciklin gén valéban eltér6 ciklin csoportokhoz tartozik-e,
a CycllIMs és a CysSMs kozétt kimutathatd eltéréseket Southern és Nothern hibridizacios
kisérletekben vizsgaltuk. A CycllIMs vizsgalatahoz probaként a gén 3’ végének egy szakaszat
valasztottuk; a CysSMs jellemzéséhez az egész rendelkezésinkre all6 PCR terméket

hasznaltuk. A probaként kivalasztott DNS darabokat 32p_as izotoppal jeldltik.

A Souther hibridizaciéhoz a kulénb6z6 Ilucerna fajtakbdl DNS-t nyertink ki, EcoRI
restrikcios enzimmel emésztettik 6ket, és a termékeket agaréz gélen valasztottuk el. A 14. abran
lathatd, hogy a két ciklin gén egymastol eltéré hibridizaciés képet mutatott. Mindkét ciklin egyetlen
hibridiaciés csikot eredményezett a diploid M. truncatula cv. Ghor genomi DNS-hez vald
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hibridizalas utan. Ez arra enged koévetkeztetni, hogy a diploid 6nbeporzé M. truncatula genomban
mindkeét ciklin gén egy koépidban van jelen. Eltér6 volt azonban a hibridizaciés csikok mérete: a
CycllIMs egy alacsony molekulasulyi DNS darabhoz hibridizalt (kb. 1.8kb), mig a CycSMs egy
nagy molekulasulyuhoz (kb. 7kb). A CycllIMs-sel valé hibridizalas ezen kival egy nagyon
gyenge hibridizalasi csikot is ereményezett (nyillal jelélve a 14. abran), ami arra utal, hogy ezzel
a ciklinnel hasonlésagot mutaté masik ciklin gén is megtaldlhaté a M. truncatula genomban. A
tetraploid M. sativa ssp sativa két variansabdl izolalt telies DNS-hez valé hibridizalas utan a
CycllIMs prébal két-két, azonos méreti DNS darabhoz hibridizalt. A CycSMs-t hasznalva
prébaként harom-harom azonos méretli hibridizalasi csikot érzékeltink mindkét tetraploid
variansban. A hibridizalasi jelet mutaté DNS darabok mérete a CycllIMs esetében kb. 1.9kb és
2.6kb volt, a CycSMs esetében pedig kb. 2.7kb, 3.0kb és 3.7kb. Ennek a hibridizalasi
mintazatnak a legvalészinibb magyarazata, hogy mindkét gén tébb, mint egy kdépiaban van
jelen a tetraploid fajok genomjaban. Az a lehet6ség sem zarhaté ki, hogy a teraploid fajok ese-
tében az exonokat elvalaszté intronokban tébb EcoRI hasitohely van. Ebben az esetben az
adott ciklin genomi szekvencia az emésztés hatasara feldarabolddik, és tobb hibridizalasi csikot

123 123

kb kb
23.1- | 23.1-
9.4- 9.4-
p—
6.5- 6.5-
4.3+ 4.3- :
-
-~ - -
- e -
—> ‘ -
1.3~ 1.8~
T 0= 1.0-
0.8- 0.8-
0.6- 0.6-

CyclIIMs CycSMs

14. abra. A CyclliMs és CycSMs gének &sszehasonlitisa Southern hibridizaciéval. 1.
Medicago truncatula. 2. M. sativa ssp sativa RA3. 3. M. sativa ssp sativa Nagyszénas.
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érzékelunk, mint ahany példanyban a gén valéjaban megtaldlhaté a genomban. A Southern
hibridizacié eredménye alatdmasztotta a szekvenciaelemzésb®l adodé feltételezést, miszerint két,
egyértelmtien kulénbz6 ciklinnel allunk szemben.

A CycllIMs és CycSMs sejtciklusban betdltott szerepének meghatarozasara részlegesen
szinkronizalt lucerna sejtkultiraban vizsgaltuk a kifejez6désuket (15. dbra). A sejtkulturat hidroxi-
ureaval (HU) kezeltik 36 ¢ran keresztlil, aminek kovetkeztében a sejtek tulnyomo része a korai
S-fazisban allt meg a sejtosztédasban (Savouré és mtsai,, 1995). A HU eltavolitasa utan a
sejtek szinkronizaltan haladtak tovabb az sejtciklusban. Legtdbbjik a 10. 6ra tajékan érte el a G2
fazis maximumat, a 12-14. d6ra tdjan aktivan osztddott, majd a 22. éra korul belépett az U
osztddasi ciklus G1 fazisaba. A HU kezelést kdvetben kilénbdz6 iddpontokban mintat vettink a
kezelt sejtekb@l és a mintakbdl RNS-t izolaltunk.
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CycSMs @

100 T

80 +

2C
60J- .

B S
40+ B 4C
204

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 6ra

Gl

15. abra. A CyclliMs és CycSMs gének kifejezbdésének dsszehasonlitasa Northern hibridi-
zaciéval hidroxi-uredval részlegesen szinkronizalt Medicago sejtkultiraban. A vizszintes
tengelyen van feltlntetve a hidroxi-urea kezelés és a mintavétel kdzott eltelt id6, az adott mintara
vonatkozdéan. A flggdleges tengelyen a sejtek DNS tartalom szerinti lathatd, szazalékban
kifejezve. Csillaggal vannak jelélve azok az minték, ahol kisérleti hiba folytan kevesebb RNS
kerUlt a hibridizaciés membranra.
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Mindkét ciklin gén kifejez6dése sejtciklus fuggdnek bizonyult, de egymastdl eltéré mintat mutatott.
A CycllIMs gén kifejez6 dése a G2-M atmeneti szakaszban hirtelen ndvekedést mutatott,
magasan maradt az aktiv mitézis fazisaban, majd a mitézis befejez6désével ismét lecsdkkent. Ez
a kifejez6dési minta er6siti aszekvenciaelemzésb®dl adédo kévetkeztetést, miszerint a CycllIMs a
G2-M fazis atmeneténél jatszik szerepet és a mitotikus ciklinek csaladjaba sorolhaté. A CycSMs
kifejez6dése a HU elta-volitadsa utan régtdn kimutathato volt, és a sejtciklus S-fazisaban, valamint
a korai G2 fazisban magas maradt. Ezutdan kifejezédése a detével csokkent, de ezen az
alacsonyabb szinten szinte minden fazisban megtalalhaté volt. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy a CycSMs valészinlileg a sejtciklus S-fazisaban, a DNS megkettéz6dése soran jatszik
szerepet. A kifejezédési mintazat arra is utal, hogy a CycSMs nem tartozik a ciklikusan kifejez6d6
ciklinek koézé, és aktivitasa valé-szinlleg poszt-transzlaciondlisan szabalyozott.

A CycllIMs kifejez6dését vizsgaltuk a lucerna kilénbdzd szerveiben (16. abra). A gén
kifejez6 dése er6 s volt az olyan névényi szbévetekben, amelyek nagy mennyiségben
tartalmaznak aktivan osztédé sejteket, példaul korai (7 napos) gim®kben és gydkércsucsban.
Jéval gyengébb volt a kifejezbdése nem szinkronizalt sejtkultura sejtjeiben, €s nem volt kimutat-
haté levélben és kifejlett idés gimben, ahol a merisztéma aktivitdsa lecsdkken. Ez az eredmény
a CycllIMs sejtosztédashoz kotdtt részvételét tikrozi.
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16. abra. A CyclliMs gén kifejez6désének vizsgalata Medicago kilénbéz6 szerveiben Northern
hibridizacioval.
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54. Lucerna msc27  g¢gén jellemzése (Publikacio
el6késziiletben).

5.4.1. Az msc27 gén szekvenciaelemzése.

Az msc27 gént 2,4-dichlorophenoxy-ecetsavval (2,4-D; szintetikus auxin) kezelt és
hormonnal nem kezelt lucemna sejtkulturabdl készitett cDNS konyvtarak differencial hibridizacidja
soran izolaltak (Gyérgyey Janos, 1996). A 2,4-D szintetikus auxin a Medicago sejtkulturat
embridk képzésére serkenti. Az msc27 teljes hosszlsagu cDNS-ének szekvencidja az 17. abran
lathatd. A cDNS 695 nucleotidbdl all és 20 ATG kodont tartalmaz. Az ATG kodonok a
szekvencidban a kovetkez® pozicidkban talalhatdk: 47, 78, 120, 125, 179, 213, 225, 351, 449,
453, 456, 459, 489, 525, 586, 602, 633, 653, 656, 661 bazis. Novények esetében kimutattak,
hogy a kddolé cDNS-ek 95%-a esetében fehériék atirasa az els® ATG kodonnal kezd6dik
(Heidecker és Messing, 1986). Az msc27 esetében az els® ATG kodonnal kezdtdik a leghosz-
szabb atirasi szakasz, amely egy 167 amindsavbol allé fehériét kédol. Ennek feltételezett
molekulasulya 23 kDa. Az msc27 szekvencidjabdl adodo feltételezett fehérje nagy mennyisegben
tartalmaz leucint (11,38%) és lizint (10,78%). A magas leucin tartalom ellenére nem sikerult leucin-
zippzar motivumot kimutatni a szekvenciabdl. A feltételezett fehérje szekvencia tartalmaz egy
lehetséges glikozilalasi helyet (N-X-S, Hart és mtsai., 1979), amely arra utal, hogy a fehérje a
szintézisét kovetten poszt-transzlaciondlis médositason mehet keresztl.

Az msc27 feltételezett amindsav szekvencidjahoz hasonldé szekvencidk keresése soran
kiderUit, hogy tobb ndévény és gerinces fajbdl, valamint élesztob6l és metazoakbdl is izolaltak
hasonlé aminésav szekvenciat kodolé géneket. A novények kozil a lucerna Msc27 homolégiat
mutat egy borsé (Pisum sativum), egy burgonya (Solanum tuberosum), egy rizs (Oryza sativa)
és eqgy Fragaria-ananasz keresztezésével elballitott névénybdl szarmazd fehérjéjével, valamint
egy lucernabdl (Pay és mtsai., 1992) és egy Arabidopsis thaliana-bdl izolalt részleges fehérje
szekvencidval. Az gerincesek kozll egér (Mus musculus, Chitpatima és mtsai., 1988), human
(Homo sapiens, Bohm és mtsai., 1989), nyul (Oryctolagus cuniculus) és tyuk (Gallus gallus)
fajokbdl szarmazé hasonldé szekvencia all rendelkezésre. Két éleszté faj, a Saccharomices
cerevisiae és a Scizosaccharomices pombe is tartalmaz a genomjaban az msc27-hez hasonl6
szekvenciat. Az egér és human Msc27 homolég szekvenciakrdl feltételezik, hogy
transzlaciondlisan szabdlyozott tumor proteinek. Az lucerna részleges amindsav szekvencia
100%-ban azonos az msc27 amindsav szekvenciaval, azonban a telijes hosszusagu Msc27
amindsav szekvencia a korabban kozolt részleges szekvenciahoz képest 11 tovabbi
amindsavat tartalmaz a feltételezett fehérie N-termindlis végén. A kilénbdz6 fajokbd! izolalt
Msc27-hez homoldg szekvencidk egymashoz valé hasonlésagat a 18. abra mutatja be.
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17. abra. Az msc27 cDNS nukleotid szekvencidja, valamint az ebbt| adédé amindsavszek-
vencia. Kék nyilak jelélik a PCR reakcidban hasznalt oligonukleotidok helyét és iranyultsagat. A
Southern és Northern hibridizaciéban prébaként hasznalt DNS szakaszt piros alahuzas jeldli.
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szétvalasa. A névényi gének kozll a két pillangds névénybdl (lucerna és borsd) szarmazoé gén
mutatja a legkdzelebbi rokonségot. A gerinceseknél az éleszttktdl vald elvalds utan a szarnyasok
és az emlésok génjeinek kuldn aton vald fejlédése figyelheté meg. A tovabbi szekvencia elemzési
prébalkozasok, amelyek arra iranyultak, hogy ismert szerepli fehérjeszakaszokat azonositsunk
az Msc27 feltételezett amindsavszekvencidjan belll, nem jartak sikerrel.

Homo sapiens
Oryctolagus cuniculus
Mus musculus

Gallus gallus

Saccharomyces cerevisiae
Scizosaccharomices pombe

Medicago sativa
@m sativum
ryza sativa

Solanum tuberosum
AnanassaXFragaria

19. abra. Az msc27-hez hasonlé gének csaladfaja.

5.4.2. A lucerna msc27 génjének vizsgalata Southern hibridizaciéval.

Az msc27 gén kopiaszamat kulénb6z6 ndévényfajokban Southern hibridizaciéval
vizsgaltuk. Az eltér névényfajokbdl elészér DNS-t izolaltunk, majd azt EcoRl és Hindlll restrik-
cids enzimekkel emésztettik meg. Az emésztési termékeket agaréz gélen valasztottuk el
egymastol, és a gélr¢l hibridizaciés membrant készitettiik. Hibridizaciés probaként az msc27 gén

egy PCR reakcidban amplifikalt szakaszat hasznaltuk, amit 32p_es izotoppal jeldltink (lasd 17.
abra). A hibridizacié elvégzése utan a Medicago sativa ssp sativa A2 és RA3 tetraploid lucernak
genomi DNS-ével harom-harom hibridizacios csikot érzékeltink: egy er6set és két gyengébbet
(20. abra). A hibridizal6 DNS darabok mérete megegyezett a két lucerna varidnsban. Ennek a
hibridizalasi mintazatnak a legvalészinibb magyarazata, hogy mindkét tetraploid lucerna egy
msc27 gént hordoz, azonban toébb, kissé eltéré homoldég szekvencia is megtaldlhatdé a
genomjukban. Az msc27 jelolt szakasza nem adott hibridizaciét a burgonya és kukorica genomi
DNS-éhez.
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21. abra. Az msc27 gén kifejez6désének vizsgalata kilénbdz¢ novényi hormonokkal kezelt
Medicago sativa ssp sativa RA3 sejtszuszpenzidéban. A, Egyszeri, rovid ideig tartd6 2,4-D
kezelés rovid és hosszu tavu hatdsanak vizsgalata az msc27 kifejezédésére lucerna sejtszusz-
penzidban. B, Kulénbdz6 koncentracioju 2,4-D, kinetin, giberrelinsav, abszcizinsav és etilén
kezelések hatasa az msc27 kifejeztdésére.

S
§
&
]

Ezutdan a ndévényi hormonok eltér6 csoportjaiba tartozé hormonokkal kezeltik a
sejtszuszpenzidt. A 2,4-D szintetikus auxint, a citokininek csoportjdba tartozé kinetint, giberrelin
savat (GA), abszcizin savat (ABA) és etilént adtunk a tapoldatba, eltéré koncentracidban. Az
tapasztaltuk, hogy hormon kezeléseknek nem volt nagyobb hatdsa az msc27 kifejezt désére
(21B. abra). Az msc27 gén kifejez6dése a kezdeti, a kezeletlen szuszpenziéban magas volt, és
egyik névényi hormon sem befolyasolta jelentés mértékben az msc27 kifejeztdését. A kisebb el-
térések felteheten a felhasznalt RNS kissé eltéré mennyiségéb8 adédnak.

Ezutan a lucerna kilénboz6 szerveiben vizsgaltuk az msc27 kifejez6dését. Kimutattuk,
hogy a gén kifejez6dése lucerna kiildnb6z6 szerveiben is magas volt, de a kilénb6z6 szervek-
ben valé kifejez6dése csak kisebb eltéréseket mutatott (22. abra). Az msc27 kifejezbdése a lege-
résebb volt az idés (30 napos) gimbkben, leggyengébb pedig a bimbdban és a szarban. A
kllonbség az msc27 hibridizacidjanak erésségében ezen szervek kdzétt kb. két-ha’romszoros,
vagyis az idés gimbben a génnek kb. kétszer tobb mRNS-e taldlhaté, mint bimboban, illetve
szarban. A gyokérgimbkben és gyokérben a kifejez6dése kozel azonos volt, ami azt sugallja,
hogy a gén kifejez6dését a Nod faktorok nem befolyasolja, és a tumor proteinekkel valé rokon-
sdaga ellenére az msc27 kifejezédése nem erbsebb az aktivan osztédd szdvetekben.
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22. abra. Az msc27 gén kifejez6désének valtozasa Medicago sativa ssp sativa Sitel névény
kulénb6z6 szerveiben.

5.4.4. Az msc27 gén térbeli kifejez6 désének vizsgalata lucerna gyokérgimé6-

ben.

Mint arra a bevezet6ben ramutattunk, az in situ hibridizacié képes a kilénb6z6 gének ki-
fejez6dését kimutatni a mRNS-Uk képz¢désének helyén. Ezaltal sokkal pontosabb és érzéke-
nyebb mddszer a gének kifejez6désbeli kiulonbségeinek kimutatdsara, mint a Northern hibridi-
zacio. Az msc27 térbeli kifejez6désében vald esetleges eltéréseket lucerna gydkérgimékben in
situ hibridizacios kisérlet segitségével vizsgaltuk, remélve, hogy igy kdzelebb juthatunk a gén

szerepének megismeréséhez. A lucernabdl izoldlt, teljes hosszlisagi cDNS-t pBluescript KS*
vektorba klénoztuk, Pstl helyre, a T3 prométer feld kezdédben. Az in situ hibridizaciét a 5.1. feje-
zetben ismertetettek szerint végeztik el. A gén kifejez6dését kilonbdz6 kordi (7, 14 és 21 napos),
Medicago sativa ssp. sativa cv Sitel névényen képz6détt gimékben vizsgaltuk (23. abra).

Azt tapasztaltuk, hogy a gim® koratdl flggetlentl az msc27 az osztédd szdvet mogétt, az
infekcids zénaban fejezédik ki legerésebben. A gén kifejez6désének térbeli mintdja hasonlésagot
mutatott az Msenod12 gén kifejezédésével. Az eltérés a kildnbdzé kord gimbk kdzétt csak a
hibridizalé zéna aranyaban volt a tdbbi gim&zéna aranyahoz viszonyitva. Bar az infekciés zéna
mérete azonos, aranya a tébbi zénéhoz viszonyitva nagyobb a fiatal gim®ben, mint idés gimo-
ben. Ez az eredmény nem tdmasztja ala a Northern hibridizacids kisérlet eredményeit, amelyben
az msc27 kifejezédése kissé magasabb volt az idés gimkben. Mivel az in situ hibridizacios tech-
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nika sokkal pontosabb képet ad egy gén kifejezédésér6l, mint a Northern hibridizacios technika,
igy ez az eredmény arra utal, hogy a Northern hibridizaciéval tapasztalt gyenge kifejez6désbeli
klUlonbség az id6s és fiatal gim6k kozott a felhasznalt RNS mennyiségébbl ered6 kisérleti hiba
volt. Az in situ hibridizacié eredménye alapjan megallapitottuk, hogy a lucerna gydkérgimékben
jelentds eltérések mutathatdk ki a mRNS mennyiségében az egyes szimbiotikus zonak kozott,
vagyis az msc27 a mRNS atirédas szintjén szabalyozddik lucerna gydkérgumbkben. Az in situ
hibridizacios kisérletek eredménye meger6siti a technika hasznossagat és jelentéségét a gének
kifejez6désének vizsgalataban.

300pm

23. abra. Az msc27 gén térbeli kifejez6dése kiilénbdz6 kori Medicago sativa ssp sativa Sitel
gyokérgimbben. A. 14 napos gyokérgimd, sétét mezéjli mikroszkdp. B. 21 napos gimb, sotét
mez&jli mikroszkép. C. 21 napos gim®& csucsi része nagyitasban, fénymikroszkép.
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6. Megvitatas.

A doktori dolgozatomban ismertetett munkam soran négy kiilénb6z6 lucerma (Medicago)
gén jellemzésében vettem részt, amelyek a szimbiotikus gumtképzbdés soran jatszanak, illetve
jatszhatnak szerepet. Ezek koézll az Msenod12 egy korai nodulin gén, amely a Nod faktorok
hatasara indukalédik a Medicago és a Rhizobium kdzétt kialakuld szimbidzis korai szakaszaban A
dolgozatban jellemzett CyclliMs és a CycSMs cikiin gének a lucerna sejtosztédasi ciklusaban
jatszanak szerepet. A negyedik gén, az msc27, egy éallandéan magas szinten kifejez6d6 gén,
amely a mas Medicago gének kifejezdésének tanulmanyozasahoz szolgalhat bels® kontrolként.
Ezek mellett részt vettem az in situ hibridizaciés technika kisérleti korilményeinek beallitdsaban,
és a technikat hasznalva kulonb6z6 Medicago gének térbeli kifejez6 dését vizsgaltam lucema
gyodkérgimokben.

Els6ként célul tiztik ki az in situ hibridizaciés technika kérlilményeinek beallitasat, amely
technika igen sok Uj informaciéval gazdagithatja ismereteinket a kiilénb6z6 lucerna gének kifejez6-
désének térbeli eloszlasardl. Ezek az adatok kdzelebb vihetnek minket az ismeretlen funkcioju
gének szerepének megismeréséhez. Az 5.1., 5.2. és 5.4. fejezetben bemutatott adatok alapjan
kijelenthetjik, hogy az in situ hibridizacié beallitasara iranyulo kisérletek sikerrel jartak. A fixalasi
és beagyazasi lépések sikerességét bizonyitja, hogy a vizsgalt gimbk megbrizték jellemzé szer-
kezetiiket és sikerllt bennuk kimutatni egymastdl egészen eltért gének kifejez6dését (késbi nodu-
lin, korai nodulin, allandé kifejez6désti gén; 6., 7. és 23. abrak). Az in situ hibridizaciés technika
korilményeinek bedllitasa soran egy kés®i nodulinként ismert génrbl, a leghemoglobinrdl kimutat-
tuk, hogy a kulénbdzé kora gydkérgimékben a gum® alapi részében fejeztdik ki, ahol aktiv nitro-
génkotés folyik. A lucerna leghemoglobin génjének térbeli kifejez6dése a gydkérgimbben a borsé
leghemoglobin génjének kifejeztdéséhez hasonlé mintazatot mutat (Scheres és mtsai., 1990b).
Ez az eredmény dsszhangban van hagyomanyos szerepével: a leghemoglobin az oxigén
haztartas fenntartasaban jatszik szerepet a nitrogénkotés folyaman.

A Medicago gének kdzul elsbként az enod12 korai nodulin gént vizsgaltuk. In situ hibri-
dizaciés kisérletek kimutattak, hogy a gén a mind a fiatal, mind az id6s gydkérgim&ben az infek-
ciés zénaban fejez6dik ki, kdzvetlenll az osztéddszdévet mogott. Borsd és diploid M. truncatula
fajokon képztdott gyokérgimbkben az enod12 térbeli kifejezbdése a lucerna gimbben tapasztalt
hibridizaciés mintazathoz hasonlé volt (Scheres és mtsai., 1990a; Pichon és mtsai., 1992; Vijn és
mtsai., 1995b). Mivel az enod12 gén nem nyilvanul meg spontan képz6dott gimékben (Bauer és
mtsai., 1994), igy kifejeztdése nem a glimtszerkezet kialakitasahoz kotétt. Az a tény, hogy a gén
hasonlésagot mutat a sejtfal felépitésében résztvevt hidroxi-prolinban gazdag fehérjékhez,
valamint az Msenod12A kifejezbdése szoros dsszefuggést mutat a baktérium invaziéval, arra a
feltételezésre vezetett minket, hogy az enod12 az invazié soran képz6db Uj sejtfalak, példaul az
infekcids fonal, felépitésében jatszik szerepet. Az Msenod12A és B gén kifejez6désének tanul-
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manyozasara iranyulé kisérletek kimutattak, hogy a két gén kifejeztdése eltéren szabalyozddik a
gim® kialakulasa soran. Az Msenod12A kifejezbdése szigorian a baktérium invaziéjahoz kotott,
mig az Msenod12B kifejeztdését a Nod faktorok is képesek beinditani (Bauer és mtsai., 1994).
Ennek alapjan valészin(i, hogy a két Msenod12 gén térbeli kifejez6dése a lucerna gydkérgimbk-
ben is eltért , azonban ez a gének nagy hasonlésaga miatt nem mutathatdé ki in situ
hibridizaciéval. A gyenge hibridizacios jel, amit a gim® kéregseijtjeiben tapasztaltunk valdszintileg
az enod12 préba kereszt-hibridiz alasabdl ered egyéb, prolinban gazdag szekvencidakhoz.
Egy gyenge kereszt-hibridizalasi jel érzékelhetty volt az Msenod12 gének kifejezbdésének
Northern hibridizaciéval val6 jellemzése soran is (Allison és mtsai., 1993).

A korai nodulin gének egyre névekv szama és intenziv tanulmanyozasuk ellenére valddi
szereplkre a gim&képztdés folyaman csak kdvetkeztetések vannak, amelyek alapja fleg az is-
mert funkciéju fehérjékhez valé szekvencia hasonlésdag (Franssen €s mtsai., 1992; Munoz és
mtsai., 1996; Coba de la Pena és mtsai., 1997; Goormachtig és mtsai., 1998). A valamely enod
génben mutans ndvények jellemzése azért jelentds, mern segitségikkel vizsgalhaté a nodulinok
szerepe a gyokérgum® képztdésben és a nitrogénkdtés soran (Penmetsa és Cook, 1997). A
dolgozatban megkezdett munka kezdetéig azonban nem szamoltak be olyan névényr6l, amely-

ben valamely enod gén hibas lett volna. A dolgozat keretében bemutatott enod72” genotipusu
Medicago névények vizsgalata az els$ alkalom, amikor egy nodulin génben hianyos ndvény
jellemzésére sor kerdilt.

Két diploid Medicago faj (Mgk93 és Mcw?2) keresztezésével elballitott utdédpopulacioban
vizsgaltuk az enod12 jelenlétét. Ezek a szlltként hasznalt fajok heterozigétak, igy kereszte-
zésukkel genetikailag nagyon valtozatos utédpopulacié hozhatd létre, amely a kiiénb6ozd
Medicago gének vizsgalata szempontjabdl nagy jelenttségli. Ezen tilmenten a diploid fajokban
egyszertbb a gének éroklddésének nyomonkdvetése, mint tetraploid fajokban. A Mcw2-r6l kimu-
tattuk, hogy két enod12 gént hordoz, a M.s. sativa cv Nagyszénasi fajtdhoz hasonléan (Allison
és mtsai., 1993). Southern hibridizaciéval egy harmadik, gyengén hibridizalé jelet is érzékeltink
az Mcw2 genomjaban az enod12-t hasznalva probaként. Mivel PCR kisérletekben nem sikerait
kimutatni ezt az esetleges harmadik enod12 gént, igy feltételezzik, hogy ez a hibridizacios jel
egy, az enod12-h6éz hasonld hidroxi-prolinban gazdag szekvencidahoz val6é kereszt-hibridizalas
eredménye. A Mgk93 egyetlen enod12 gént hordoz, a M. truncatula cv Jemalong fajtahoz
hasonldan (Pichon és mtsai., 1992). Az eltér szamu enod12 gén jelenléte a kilonbdz8 fajtakban
nem korlatozddik csak a Medicago nemzetségre, a kuldnbdz6 borsé fajtakra is jellemz6 (Govers
és mtsai., 1991; Kozik és mtsai.,, 1992). A diploid Mgk93 és Mcw2 keresztezéséb®l szarmazd
F1/1 egyed csak az Mgk93 egyetlen enod12 génjét 6rokoélte. Az F1/1 egyed dnbeporzasaval el6-
allitott utédpopulacioban megjelentek olyan névények, amelyek genomjukban nem tartaimaztak
az enod12 korai nodulin gént. Az enod12 drékltkdédésének nyomon kdvetése a szilbi és az utod-
populacidkban feltarta, hogy az apai egyedként hasznalt névény (Mcw2) heterozigéta az
enod12 génre nézve; az egyik kromoszémaparjan két enod12 gént hordoz, amelyek szorosan
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kapcsoltan 6rokibdnek, mig a masik kromoszémaparjardl hianyzik az enod12 gén (null allél). Az
enod12 hianyos F2 egyedek csak az apai agrél 6rokolt null allélokat hordoztak. Ezt a tényt
alatamasztotta az enod12 gén nyomonkovetése a Mcw?2 énbeporzott populacidjaban, ahol az Fi
nemzedékben szintén megjelentek az enod12 hidnyos névények (Csanadi és mtsai., 1994). Az
enod12 gént a Medicago 3. kromoszémajanak végére térképezték (Kiss és mtsai.,, 1993). Ennek
ismeretében feltételeztik, hogy a kromoszéma ezen darabjanak delécidja kovetkeztében
alakulhatott ki a null allél. Az enod12 gén elvesztésének itt bemutatott példaja valdszintileg nem
egyedi eset. Feltételezzik, hogy a csak egyetlen enod12 gént hordozé névény fajok is (M.
sativa ssp quasifalcata, M. truncatula) a két gént tartalmazé fajokbdl (M. sativa ssp coerulea, M.
sativa ssp sativa) alakultak ki delécidval. A M. sativa sativa cv Iroquois fajtaban pedig nem
tudtak kimutatni enod12 jelenlétét (Lobler és Hirsch, 1993), ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez
a fajta az evollcié soran elvesztette ezt a nodulin gént. A null allél az altalunk vizsgalt
névényekben a Mendeli recessziv gének szabalyainak megfeleléen, stabilan 6rokiddoétt, és az

enod12- névényekb®l tdbbszdri vegetativ szaporitds utdn sem volt kimutathaté az enod12
jelenléte. Ez azt bizonyitja, hogy az enod12 hianya a névényekben nem mozaikos jellegl,

hanem az egész névényre kiterjed genotipus.

A tovabbiakban figyelemmel kisértlk a szll6i és utédpopulacié névényein a gumbképzt-
dést és azok életképességét. Azt figyeltiik meg, hogy az enod12 gént nem hordozd névényeken
a gimbképztdés idbbeli lefolydsa nem tér el a tébbi névényen tapasztaltaktdl, és az enod12
névényeken képz6dott gimbk kllsejukben és belst szerkezetiukben megegyeznek az enod12
gént hordozé novényeken képz6dott gimokkel. A kilénbdzd ndvényeken képz6Hdétt gimbkben
az eltérések az enod12 gén kifejez6désében szinte minden esetben tukrozték a névények ge-
nomjaban kimutathaté kuldénbségeket. Kivétel képezett az apai Mcw2 névény, amelyen képzdott
gimbkben csak az enod12A gén kifejezbdését sikerlit kimutatni. Ennek magyarazata, hogy az
enod12 gének kifejeztddését idts gimbkben vizsgaltuk. Az idésebb gimbkben az enod12B gén
kifejez6dése erbsen lecsokken, é s csak az enod12A jelenléte mutathatd ki (Bauer és mtsai.,

1994). Az enod12” névényeken képz6dott gimbkben nem volt kimutathaté az enod12 kifejez6-
dése. Ennek ellenére a mutans névényeken képztdétt gimbkben aktiv nitrogénkétést sikerlt
kimutatnunk. Az eredményekbd levonhatjuk azt a kévetkeztetést, hogy az altalunk hasznalt dip-
loid fajok esetében az enod12 hianya semmilyen médon nem befolydsolta a névények
életképességet, a gydkérgumd kialakulasat, illetve a nitrogénkétést. Ennek tdbbféle magyarazata
lehet. Legvaldszintbb, (i) hogy az enod12 szerepét ezekben a mutans névényekben egy masik
fehérie vette at. Az enod12 a hidroxi-prolinban gazdag fehérjék csaladjahoz tartozik, amelyekr6l
feltételezik, hogy a sejtfalak felépitésében jatszanak szerepet (Showalter, 1993). Az enod12-n
kivul tdbb korai nodulint is azonositottak, amelyek szintén a hidroxi-prolinban gazdag fehérjék
csaladjahoz tartoznak (Munoz és mtsai., 1996). Elképzelhet6, hogy ezek kdzul valamelyik képes
atvenni az enod12 szerepét az enod12 hianyos novényekben. Ezt a feltevést erBsiti, hogy a M.
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sativa ssp sativa cv lroquois fajtabdl, amely nem hordozza az enod12 gént, kimutattak egy, az
enod12-hdz nagyon hasonld gén jelenlétét. Ez a gén, az enod10 szintén prolinban gazdag
fehérje, és térbeli kifejezdése a lucena gyokérgimbkben is hasonlé az enod12-éhez (Lobler és
Hirsch, 1993). Egy masik lehettséges magyarazat (ii), hogy az enod12 gén csak bizonyos
Medicago fajtaknal elengedhetetlen a gimbképztdéshez, illetve a nirtogénkétéshez, mig az alta-
lunk hasznalt diploid fajok esetében szerepe nem jelentds. Az sem k izarhaté (iii), hogy az
enod12-nek csak bizonyos, a vizsgalt R. meliloti torzstb| eltér6 mikroszimbiontakkal kialakuld
szimbidzis soran van szerepe, illetve (iiii) bizonyos eltért, altalunk nem vizsgalt életkérilmények
kdzott kialakuld szimbidzis esetén fontos a kifejez6dése Medicago-ban. Altalanossagban leszé-
gezhett, hogy a nodulinokban hianyos és mutans névények vizsgalata fontos a nodulin gének
szerepének, valamint a gimbképztdés folyamatanak alaposabb megismeréséhez. llyen nodulin
génben mutans névények elballitdasanak egy lehetséges és hatékony mdédja lehet az itt bemu-
tatott, heterozigéta diploid fajtak keresztezése.

A szimbidzis kezdetén a korai nodulin gének kifejez6désének beinditasaval parhuzamo-
san zajlik a gim&primordium kialakuldsa, amely a sejtosztddasi ciklus Gjrainditasat igenyli a gyokér
differencialédott kéregsejtieiben. A sejtosztédasi beinditasaban éppen ugy, mint a sejtciklus
kUlénboz® fazisaiban fontos szerepet jatszanak a ciklin-figg® kinazok, valamint szabalyozé
partnereik, a ciklinek (Pines, 1995; Hirt, 1996). A Medicago sejtosztédasi ciklusanak kulénb6z6
fazisaiban, az eukariétakra jellemzéen, tébb ciklin gén is szerepet jatszik. Ezek kézul ebben a
dolgozatbhan ketttt jellemeztiink és hasonlitottunk 6ssze. A CyclliMs az elsb teljes hosszusagu
ciklin gén volt, amelyet Medicago-bdl azonositottak. A gén a szekvenciaja alapjan az allati A- és
B-tipusu ciklinekhez mutatott hasoniésagot (Hata és mtsai., 1991; Renaudin és mtsai., 1994). A
masik vizsgalt ciklin génbtl (CycSMs) csak egy részleges szekvencia alit rendelkezésinkre a
vizsgalatokhoz, amely ciklin box egy részének felel meg. Az allati mitotikus ciklineknek ez a része
a legertbsebben konzervalddott az azonos csoportba tartozé ciklinek kézétt, mivel a ciklin box
felelbs a megfeleld CDK partnerrel valé kapcsolédasért (Lee € s Harlow, 1993; Zheng és
Ruderman, 1993). Az aitalunk vizsgalt két ciklin er sen kulénbdzétt a ciklin box szekvenciaban,
ezért feltételeztiuk, hogy a két cikiin eltért ciklin csoportokhoz tartozik. Ezt megertsitette a Sou-
thern hibridizacié eredménye, amelyben a CycllIMs és CycSMs eltér6 méreth DNS darabokhoz
hibridizalt a kulénbdz6 Medicago fajtakban. Ezen tilmen&en a két ciklin gén kulénb6z6 helyekre
térképeztdik a Medicago kromoszéman (Savouré és mtsai., 1995; Kal6 P. és Kevei F., szemé-
lyes kozlés). Az eltérb ciklin box szekvencia azt is sugallja, hogy a két ciklin valészinlleg eltéré
CDK-hoz kapcsolddva, a sejtciklus eltért fazisaiban fejti ki hatasat.

A tovabbiakban a CyclliMs és CycSMs gének kifejezvdését hasonlitottuk 6ssze a
hidroxi-ureaval részlegesen szinkroniza It lucerna sejtkultiraban. CyclliMs kifejezédése a G2-M
fazisok kdzotti atmeneti szakaszban volt magas, majd a mitdzis befejez6dése utan a megfelelé
mRNS mennyisége gyorsan lecsékkent. Ezen adatok alapjan, valamint az allati A- és B-tipusu
ciklinekkel valé hasonlésaga alapjan megallapitottuk, hogy a CycllIMs a mitotikus ciklinek kbzé
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sorolhatd. A sejtciklustdl fliggt szerepét megertsitette kifejez6désének mintazata lucerna kalob6z6
szerveiben. Az utdbbi években nagy szamban izolalt novényi ciklinek lehettvé tették a ciklinek
Ujra osztalyozasat. Ennek soran a nagyobb ciklin csoportokon bellil alosztalyokat kuloni'tettek el.
Ez lehettvé tette a kllonb6z6 névényi ciklinek kdzotti rokonsag pontosabb nyomonkdévetését,
ami segitségre lehet a szerepik meghatarozasaban a sejtciklus soran. Ezen csoportositas
alapjan az itt bemutatott Cycll//IMs a mitotikus ciklinek B2 alosztalyaba sorolhaté (Renaudin és
mtsai., 1996).

A CycSMs a Medicago sejtciklus korai S-fazisaban, kbzvetlendl a hidroxi-urea
eltavolitasa utan fejeztdott ki a legertisebben, majd a késti G2-M fazisban a kifejez6dése lecsdk-
kent, de ezen az alacsonyabb szinten szinte minden fazisban kimutathaté volt. Ez az eredmény
arra utal, hogy a CycSMs az S-fazisban, a DNS megkettéztdése soran jatszik szerepet, és va-
I6szintleg az A-tipusu ciklinek kdzé sorolhaté. Az CycSMs alcsony szintti kifejezbdése a sejtcik-
lus egyéb, az S-fazistdl eltéry szakaszaiban hasonlésagot mutat az éleszté (Sacchorimyces
cerevisiae) cIn3 génjének kifejez6désével (Tyers és mtsai., 1993). Ennek alapjan feltételezhetd,
hogy a CycSMs mas, esetleg a késtbb kifejez6d® mitotikus ciklinek pozitiv szabalyozdja. Lehet-
séges, hogy ez a cikiin nem bomlik le az S-fazis végén, csak poszt-transzlaciés folyamatokban
inaktivalodik, és inaktiv allapotban marad a kovetkez® S-fazisig. Végil az a lehettség sem zarha-
té ki, hogy a CycSMs alacsony kifejez6dése a sejtciklus 6ssze fazisaban esetleg a hidroxi-urea
kezelés kisebb hatasfokabdl adédo kisérleti hiba.

A CycSMs vizsgalata volt az elst alkalom, hogy iucerna névényb6l S-fazisos ciklin kerdlt
jellemzésre. Azéta izolaltak Medicago-bdl egy teljes hosszusagu S-fazisban kifejeztd6 ciklin gént
is (cycMs3, Meskiene és mtsai., 1995), amelynek kifejeztdése a CycSMs-éhez nagyon hasonlé.
A cycMs3 gén kifejeztdése is erds kdzvetlenil a hidroxi-uredval t6rtén® kezelés utan, a korai S-
fazisban, és viszonylag magas marad a sejtciklus tdbbi fazisaban is. A CycSMs rendelkezésre
all6 darabja 86%-0s hasonldsagot mutat a cycMs3 szekvenciajahoz. Ezek alapjan feltételezzuk,
hogy a cycMs3 és CycSMs azonos géncsalad, a névényi A2 tipusu ciklinek két kulénbdz6 tagja
(Renaudin és mtsai,, 1996). Ennek a géncsaladnak valdszintileg tovabbi tagjai is léteznek
Medicago-ban, mivel RACE-PCR mddszerrel tdbb, a CycSMs-hez szekvencigjaban hasonlé
ciklint is sikerllt azonositani (Russinova és mtsai.,, 1995). A cycMs3-r6l kimutattak, hogy
valoszintileg a mar differencialdédott sejteknek a sejtciklusba vald Ujra belépése soran jatszik
szerepet (Meskiene és mtsai., 1995). Mint ilyen gén, a tanulmanyozasa jelents informacioval
szolgalhat annak megismeréséhez, hogy a differencialédott névényi sejtek milyen hatasokra
Iépnek be Ujra a sejtciklusba, valamint ez a folyamat milyen uton szabalyozédik. A cycMs3 és a
CycSMs egyik lehetséges és lényeges szerepe példaul a gyokér differencialédott kéregsejtieinek
Nod faktorok hatasara tértén® osztédasra valé reaktivalasaban lehet lucernaban.

A kulébdz6, sokszor ismeretlen funkcidju gének kifejez6désének vizsgalatakor, illetve vala-
mely génben mutans ndvények jellemzésekor hasznos, ha a kisérleteket elvégzésekor egy
kontrol gén is rendelkezésre all. Ennek segitségével a kisérleti kdrulményekb6! addédé hibak ki-
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mutathatok, illetve lecsokkenthetk. Egy gén kontrol génként valé alkalmazasanak feltétele, hogy
az adott kisérleti kérliimények kozott kifejezdése viszonylag allandd legyen az ésszes vizsgalt
mintaban, valamint fontos, hogy olyan magas szinten fejez6djén ki, hogy kimutatasa ne okozzon
gondot. A dolgozat harmadik részében egy esetleges kontrol gént, a lucerna msc27 génjét
jellemeztik. A szekveciaelemzési adatok alapjan megallapitottuk, hogy gén egy olyan
géncsaladhoz tartozik, amelynek tagjai er6s homolégiat mutatnak egymassal. Mivel igen eltérd
fajokbdl izolaltak ezeket a géneket, ez a nagy hasonlésag azzal magyarazhatd, hogy feltehetten
olyan életfontossagu fehériék, amelyek valamilyen, a létezéhez elengedhetetien alapfunkcid
soran jatszanak szerepet, ezért az evol(cios hatas csak kevéssé érintette tket. Ujabban az egér
és human fajokbdl szarmazé fehérjékrdl kimutattak, hogy homoldgiat mutatnak egy hisztamin-fel-
szabadité faktorhoz, és maguk is képesek hisztamin felszabaditdsara (MacDonald és mtsai.,
1995). A hisztamin felszabaditas az allergias reakcidk egy késti lépése, az allergénnel valé keze-
Iést kdvett 2-4 6ran bellll tapasztalhatd. A hisztamin felszabaditas térténhet IgE-figgd és IgE-
figgetlen aton (MacDonald, 1996). Az msc27-hez hasonlé egérbdl és huméanbdl szarmazdé fehér-
jék hisztamin felszabaditasa IgE-fuggt. Ez a felfedezés, valamint a bindin fehériékkel valo
hasonlésag arra enged kovetkeztetni, hogy ennek a géncsaladnak a tagjai, igy az msc27 is,
bizonyos fehérje-fehérje kélcsénhatasok soran jatszanak szerepet.

Southern hibridizacids kisérletben az msc27-rél kimutattuk, hogy a kilénbdz6 lucerna fajtak
genomjaban feltehetten tobb, kismértékben eltéré szekvenciaju gén talalhaté. Ez a tény megert-
siti azt a feltételezést, hogy ez a gén igen fontos feladatot lat el az él6 szervezetben, és
esetleges mutacidja esetén egy masik, hasonldé gén veheti at a szerepét. Annak ismeretében,
hogy burgonyaban mar kimutattdk az msc27-tel homolég gén jelenlétét, a hibridizacié hianya a
burgonya genomi DNS-hez feltehetben azzal magyarazhatt, hogy a kisérlet kérulményeinek
beallitdsa nem tette lehettvé a préba hibridizalasat ehhez a DNS-hez. Valdszinlileg ugyanezzel
magyarazhaté a hibridizacié hianya a kukorica genomi DNS-éhez. Bar kukoricabdl még nem
izolaltak hasonlé szekvencidju gént, de nem valdszinti, hogy ez az erdsen konzervalédott gén
ebb#l a magasabbrendli névényfajbdl hianyozna.

Northern hibridizacids kisérletek azt mutattak, hogy az msc27 gén stabilan és erbsen feje-
z&dik ki lucernaban. A kilénb6z6 hormonkezeléseknek kevés hatasa volt a megnyilvanulas erts-
ségére. Lucerna kiilénbdz6 szerveiben is csak kisebb eltéréseket mutatott a gén kifejeztdése. Az
Msc27-tel homoldg egér tumor fehérjérdl kimutattak, hogy igen magas szinten fejez6dik ki, és az
atirédott mRNS ribonukieoprotein formajaban raktarozédik a sejtekben. Emlsdk esetében a gének
szabalyozasanak elterjedt formaja ez. Bizonyos gének nagy mennyiségben irédnak at mRNS-
sé. Ezen mRNS-seknek csak kis része irédik at fehérjévé, nagyobb részét a transzlacids
gépezet szamara hozzaférhetetlen ribonukleoprotein formajaban taroljak a sejtek (Bergman és
mitsai., 1982). Feltételezések vannak arra, hogy sziikség esetén a sejtek képesek mozgdsitani
ezeket a tartalékokat, és a sejtek igényeinek megfeleléen médositani az transzlaciés apparatus
szamara hozzaférhetd mRNS mennyiségét. Ezzel a mechanizmussal a sejt a transzlacié szintjén
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képes szabalyozni temelsdé fehérie mennyiségét. Lehetséges, hogy az Msc27 fehérje terme-
lésének szabalyozéasa is hasonlé mechanizmussal torténik. Ez megertsiti ennyiségben termel6d-
hetnek az elbbiekben vazolt transzlaciés szabalyozasi mechanizmus segitségével.

In situ hibridizacids kisérletek segitségével kimutattuk, hogy az msc27 gén, mind a fiatal,
mind az ids gyokérgimékben fbleg az invaziés zénaban fejeztdik ki, igy a gybkérgimbn belll
jelentts eltérések vannak a génkifejezédésében. Ez az eredmény nem volt kimutathaté Northemn
hibridizaciéval, ami kihangsulyozza az in situ hibridizaciés technika jelentdsegét és szikséges-
ségét a kllonbozt gének kifejez6désének vizsgalatakor. Lehetséges, hogy az msc27 mRNSének
nagyfoku stabilitdsa miatt Northern hibridizacié nem elég érzékeny médszer a kifejezdésbeli ki-
Ionbségek kimutatasahoz. Erts €s stabil kifejez6dése alapjan az msc27 gén a hormon kezelési és
Nod faktorok hatasat vizsgalé Northern hibridizaciés kisérletekben jol alkalmazhaté bels®
kontrolként az RNS mintak eltéré mintségéb6l eredt kisérleti hibak kimutatasara (Gydrgyey és
mtsai., 1991; Allison és mtsai., 1993; Bauer és mtsai., 1995; jelen dolgozat 5.2. fejezete).

7. Osszefoglalas

Ennek a doktori dolgozatnak a keretein belll a Medicago-Rhizobium meliloti szimbidzis
kezdeti lépéseiben résztvevt gének jellemzése soran elért eredményeket mutattam be, valamint
targyaltam ezen eredmények Ujszerliségét és a beltiiik levonhaté kovetkeztetések jelenttségét a
Medicago- Rhizobium meliloti szimbidzis megismerésében. Ezen tiimenten bemutattam az in situ
hibridizaciés technika beallitasaban elért eredményeket, és a technika jelenttéségét a gének kife-
jeztdésének tanulmanyozasaban.

Elstként a lucerna enod12 korai nodulin génjét jellemeztem, amely a névényi genek kdzul
az elstk kozott indukalodik a Nod faktorok hatasara. A sikeresen beallitott in situ hibridizacios
technika segitségével kimutattuk, hogy a gén a gyokérgim® invaziés zénajaban fejeztdik ki. Elst-
ként vizsgaltuk az enod12 korai nodulin gén hatasat a gimtképztdésre és a nitrogénkdtésre o-
lyan névényi mutansok segitségével, amelyek genomjukban nem hordoztdk az enod12 gent. A

gén oroklbdésének nyomonkdvetése soran kiderllt, hogy az enod12” genotipus egy null allél
Oroklédésének kdvetkezménye. Az eredmények azt mutattak, hogy az enodi12 hianya semmilyen
hatassal nem volt az altalunk hasznélt diploid fajok keresztezéséb6l szdrmazé ndévények élet-
képességére, valamint az ezeken a névényeken képztdott gim&k kialakuldsara és nitrogén-
kotésére.

A gumtképztdés elengedhetetien feltétele a névényi sejtciklus reaktivalasa, amely a gimb
primordium kialakulasahoz vezet. Masodikként a sejtosztdédasi ciklusban aktiv szerepet jatszé
ciklinek koézul két Medicago ciklin gén jellemzését mutattam be. Az eredményekb6l az a kovet-
keztetés vonhaté le, hogy a CyclliMs egy mitotikus ciklin, amely a G2-M fazisok k&zotti
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atmenetnél jatszik szerepet, és amelynek kifejez6dése a lucerna kilénb6z6 szerveiben az oszto-
dészévetek mennyiségével mutat korrelaciét. A CycSMs gén kifejez6dése a sejtciklus folyaman
arra utalt, hogy az A-tipusu ciklinek csoportjdba tartozik. Ez volt az els® alkalom, hogy Medicago-
bdl A-tipusu ciklin kerdlt jellemzésre.

Harmadikként egy uj, erbsen kifejez6d6 lucerna gént, az msc27-et jellemeztik. Kimutattuk,
hogy az msc27 egy olyan géncsaladhoz tartozik, amelynek tagjai er6s homoldgiat mutatnak egy-
mashoz. Az altalunk hasznalt hormon kezeléseknek csekély hatasa volt az msc27 kifejez6désére.
Lucerna gydkérben és gimbben is kézel azonos szinten fejez6ditt ki. Azin situ hibridizacids tech-
nika azonban feltarta, hogy a gyokérgimn belul jelentés eltérések vannak az msc27 gén kifejz6-
désében. Ez az eredmény kihangsulyozza az in situ hibridizacids technika jelent6ségét a moleku-
laris bioldgiai kutatasokban.

A dolgozatban bemutatott és megvitatott eredmények ramutatnak, hogy a Medicago és a
Rhizobium kdz6tt kialakuld szimbidzis igen bonyolult és sok lépésben szabalyozott folyamat,
amely kivald lehettséget nydijt a legkilénbéz8bb iranyd tudomanyos kutatasokra. A terulet inten-
ziven tanulmanyozott, aminek kdszénhetten egyre tébb informacioé all rendelkezésiinkre a szimbi-
6zis kialakulasardl, a gimbképz6désrél, a nitrogénkétés folyamatardl, valamint ezek szabalyo-
zasarél. Ezek az ismeretek hasznosak lehetnek a tovabbiakban egy hatékonyabb, és
kérnyezetkiméltbb mezbgazdasagi termelés kialakitasahoz.
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8. Angol nyelvli 6sszefoglalé (Abstract)

Characterization of enod12, cyclins and msc27 genes and their
expression in Medicago.

Rhizobia (Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium and Azorhizobium
sp.) are able to induce the formation of nitrogen fixing nodules on roots, or in some cases on the
stem of leguminous plants. During this symbiotic interaction both prokaryotic and eukaryotic
partners benefit. In nodules, bacteria carry out biological nitrogen fixation, which represents a
source of nitrogen for the plant. The plant, in turn, provides the rhizobia with carbon source and
creates the correct biological niche for its proliferation and nitrogen fixation within the nodule. The
organogenesis of nitrogen fixing nodules is controlled by a complex network of signals which are
produced both by rhizobia and by the plant. During root nodules formation, infection and nodule
organogenesis take place simultaneously. Flavonoid-types signal molecules exuded by the host
plant root in conjunction with the bacterial activator NodD proteins induce the expression of
nodulation genes in Rhizobium sp. These bacterial nodulation genes are involved in the synthesis
of the bacterial signal molecules, the Nod factors. Nod factors are small lipooligosaccharide
molecules with various modifications that regulate their activities. Nod factors induce nodule
morphogenesis in the host plants. Nodule organogenesis starts with membrane depolarization and
root hair curling at the surface of the plant root. At the same time, in the root cortex, Nod factors
reactivate the cell division of the already differentiated root cortical cells. In the inert root cortex, cells
undergo subsequent cell divisions which lead to the formation of the nodule primordia. In contrast,
cells of outer root cortex are arrested in the G2 phase, shortly after reactivation of the cell cycle.
These cells undergo an intracellular reorganization leading to the formation of the plant tubular
structures, the infection threads. Bacteria trapped in the curled root hair enter the plant cells by this
newly synthesized infection threads, which separate rhizobia from the plant cell organs during the
infection process. Nod factors are also able to induce the expression of several early nodulin
genes, which are plant genes specifically expressed during nodule formation. Therefore,
symbiosis and nodule organogenesis are ideal systems to study gene expression and regulation,
signal perception and transduction, the reactivation of the cell cycle, etc...

During my thesis work, | focused on the characterization of different Medicago genes
expressed during nodule organogenesis induced by Rhizobium meliloti. | discuss the novelty and
importance of these results in the understanding of the symbiosis between Medicago and
Rhizobium meliloti.

| started my thesis work by characterizing the early nodulin gene, enodi12 from alfalfa. This
gene is induced by Nod factors early after infection with Rhizobium sp. Based on the deduced
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amino acid sequence Enod12 putative protein belongs to the family of hydroxiproline-rich proteins
which are known to participate in the plant cell wall formation. Despite of intensive studies, the
function(s) of enodi2 is still unknown. However, based on the sequence homology and
expression pattern studies, they are believed to play an important role in the infection process and
nodule formation.

We first studied the spatial expression of enod12 gene in Medicago root nodules by in situ
hybridization. After setting up the experimental conditions, which is a very important step for in situ
hybridization, we revealed that enod12 is expressed in the infection zone in both young and
mature root nodules of Medicago. This expression pattern suggests, that enod12 play a role in the
infection processes and it may participate in the formation of newly synthesized cell walls during
the infection.

To further explore the role of enod12 early nodulin, we characterized diploid Medicago
plants that naturally carry different copy numbers of enodi12 in their genomes, or completely lack
the enod12 gene. The diploid M. sativa ssp coerulea w2 (Mcw?2) carries two enod12 genes
showing sequence similarities to enod12A and enod12B isolated from the tetraploid M.sativa ssp
sativa. The diploid M. sativa ssp quasifalcata k93 (Mqk93) carries only one enod12 gene similar to
the one found in M. truncatula.. We followed the heritance of enod12 genes in the progeny of
crosses between Mcw2 and Mgk93. Genetic analyses of the F1 progeny revealed that several
plant individuals inherited only one allele of enod12 coming from Mgk93. F1/1 was one of them. In
the F2 progeny obtained by self pollination of F1/1 plant, individuals lacking the enod12 gene in
their genome appeared. These results can be explained by the inheritance of a null allele,
originating from Mcwz2. Individual plants of F2 progeny which lack the enod12 gene carry only the
null alleles. Surprisingly, the viability of the enodi12 deficient plants was similar to that of theirs

parents. After infection with R. meliloti, these enod12- plants were able to form nodules similar in
structure to wild type nodules. No enod12 gene expression was detectable in these nodules.
Moreover, these enod12-deficient plants could fix nitrogen as efficiently as the parent plants. We,
therefore, concluded that in these diploid subspecies of Medicago either enod12 is not required for
nodule formation and nitrogen fixation, or other gene(s), probably belonging to the hidroxyproline-
rich protein family, could replace the function of enod12. Mapping of enod12 gene in Mcw2 and
Mgk93 revealed, that enod12 is located at the end of the chromosome3 of Medicago. Thus, the
appearance of the null allele in Mcw2 can be explained by the fact that over evolution
chromosome3 may have lost the end portion containing the enod12 gene. The heterozygous
nature of these leguminous plants can be exploited for the identification and characterization of
mutated alleles of other nodulin genes.

Nodule formation requires the reactivation of the cell cycle during early phase of symbiotic
interaction. When | started my thesis work, the genes participating in the regulation of Medicago cell
cycle and their mechanisms of action were poorly characterized. The key regulatory elements
controlling the cell division cycle are highly conserved in all eucaryotes. The most important
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regulatory elements are cyclins in association with cyclin-dependent protein kinases (CDKs). The
expression of most cyclin genes fluctuate during the cell cycle, and based on their appearance and
role in the cell cycle, cyclins are divided into several classes. In the second part of my thesis, |
characterized two alfalfa cyclin genes, CyclliMs and CycSMs. CycllIMs was the first full length
cyclin cDNA isolated from Medicago. The other cyclin cDNA, CycSMs, was only a partial
sequence of the gene sparing the C-terminal part of the cyclin box sequence. Nucleotide sequence
comparison and Southern blot analyses of these two Medicago cyclin genes suggested, that
CyclliMs and CycSMs belong to two different classes of plant cyclins. This was supported by
the differences in the expression patterns of the two cyclin genes during cell cycle.

In a partially synchronized alfalfa cell culture CycllIMs was highly expressed during G2/M
cell cycle transition. Based on this result and on the sequence homology of Cycll/IMs to mammalian
B-type cyclins, we concluded that this cyclin belongs to the class of mitotic cyclins. Moreover, the
level of expression of Cycl//Ms in different organs of alfalfa showed correlation with the level of cell
division activity within the organ, indicating that the expression of this gene is cell cycle
dependent.

The expression of CycSMs gene was the highest in the early S-phase in a partially
synchronized alfalfa cell culture. After the S-phase, the level of expression dropped, but a low
level of expression was observed throughout the cell cycle. This expression pattern suggested,
that CycSMs belongs to the family of A-type cyclins which are important during the DNA
replication as well as in G2 interphase. CycSMs was the first A-type cyclin characterized from
Medicago. Recent data suggests, that the cyclins homologues to CycSMs may control re-entry of
quiescent, GO-arrested cells into the G1 phase of the cell cycle.

The third part of my thesis work consisted in the characterization of msc27, a new
Medicago gene isolated from alfalfa cell suspension. This gene is highly and stably expressed in
these cells before and after 2,4-D treatment.. Sequence analysis of msc27 gene revealed that the
gene belongs to a gene family first isolated from mouse and human, and characterized as
translationally controlled tumor proteins. Homologues of msc27 were isolated from several plant
and animal species and all of them showed significantly high homology to each other. This
suggests that the putative Msc27 homologue proteins might be very important for cells, and thus,
they remained almost unaltered by evolution.

We further examined the expression of msc27 in alfalfa cell suspension treated with 2,4-D
or other plant hormones belonging to different classes of hormones, at different concentrations. The
msc27 was highly expressed in untreated alfalfa cell culture which was slightly altered after
hormone treatments. Furthermore, the msc27 gene expression also did not vary significantly in
different organs of Medicago. There was no significant difference in the level of expression in root
or nodules, suggesting that msc27 expression is not influenced by Nod factors. However, in situ
hybridization revealed, that the msc27 is mostly expressed in the infection zone of young and old
nodules. Thus, we concluded that msc27 gene expression is differentially regulated within
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Medicago root nodules. This regulation of msc27 expression at the transcriptional level could not
be demonstrated by Northern hybridization which points out the importance of in situ hybridization
technique in molecular biological studies.

The data presented in this thesis improved our knowledge on the genes participating in

nodule organogenesis, and also raised questions which open the way to new studies for better
understanding the interaction between Medicago and Rhizobium.
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