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BEVEZETES

A pillangdsvirag névények és a rhizobium baktériumok
kozotti  szimbiotikus  kapcsolat a  gyokérglimok
kialakulasahoz vezet, ahol a baktériumok — bakteroidokka
differencialodva — képesek a 1égkori nitrogént ammoniava
redukélni. Medicago truncatula esetében indeterminalt
tipusu gyokérgiimdk alakulnak ki, amelyekben a
bakteroidok termindlis differencidcion mennek keresztiil:
megnyulnak, poliploidizalédnak és elveszitik
osztodoképességiiket, igy kizarolag a gilimdsejtekben
maradnak ¢életképesek.

A folyamat szabdlyozisaban meghataroz6 szerepet
toltenek be a gazdandvény altal szekretalt glimdspecifikus
peptidek. A legjelentdsebbek koz¢ tartoznak a ciszteinben
gazdag nodule-specific cysteine rich (NCR) peptidek,
amelyek  valtozatos  szerkezeti ¢és  funkciondlis
tulajdonsaguk révén képesek iranyitani a baktériumok
differenciaciojat. Az NCR peptidek mellett a
giimdspecifikus glicinben gazdag fehérjék (nodulin
glycine-rich proteins, nodGRP-k) is fontos szabalyozo
faktorok. A giimdk élettartamat és funkcionalis allapotat

az Oregedési (szeneszcencia) folyamatai alapvetden
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meghatarozzak. A korai szeneszcencia kiilondsen karos,
mivel a nitrogénfixacidé id6 eldtt ledll, a bakteroidok
lebomlanak, ¢és a giimé struktirija fokozatosan
degradalodik. Munkankban kiemelt figyelmet forditottunk
a nodGRP3C gén szerepének feltarasara, amely a M.
truncatula  gliméfejlédésében és a  szimbidzis

stabilitdsdban egyarant kulcsszereplének bizonyult.

CELKITUZESEK

Kutatdsom célja a szimbiotikus nitrogénkdtés zavardra
adott noOvényi valaszreakciok, kiilonosen a korai
giimdszeneszcencia sejtes €s molekuldris jellemzdinek
feltarasa volt kiilonb6z6 Fix~ M. truncatula mutdnsokban
¢s transzgenikus nodGRP3C vonalakban. Arra kerestem
valaszt, hogy e folyamat mennyiben tekinthetd egységes,
génhibaktol  fiiggetlen  valasznak a  szimbiozis
hatékonysagéanak elvesztésére, illetve, hogy a nod GRP3C
gén expresszidjanak valtozdsa milyen hatdssal van a

giimofejlodésre és miikodésre.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Molekularis biologiai modszerek

Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (RT-qPCR),
RNS-interferencia és tiltermeld konstrukciok eldallitasa a
nodGRP3C gén vizsgélatara. Transzkriptomikai vizsgalat

RNA-seq alapjan, bioinformatikai analizissel.

Novényi munka és sejtbiolégiai mdédszerek

Stabil transzgenikus M. truncatula vonalak eldallitasa,
bakteroid izoladlds, sejtosztdédas  vizsgalata EdU
inkorporacioval,  sejtploiditds  elemzése  4ramlasi

citometriaval.

Mikroszkopia
Sztereo mikroszkop, konfokalis mikroszkop, pésztazo és

transzmisszios elektronmikroszkdp hasznalata.

Biokémiai modszerek

GUS-festés, western blot.



EREDMENYEK
Korai giimoszeneszcencia Kkiillonb6zéo Fix- M.

truncatula mutansokban

Kutatasaim sordn kiilonboz6 Fix~ M. truncatula
mutansokban vizsgaltam. Az elemzett vonalak a
kovetkezd génekben hordoznak funkcidvesztéssel jaro
mutaciokat: dnf4 (NCR211), dnf7-2 (NCR169), TR183
(NCR-new35), valamint két tovabbi mutans, a TR36 és
TRV36, amelyek pontos genetikai hibdja jelenleg nem
ismert. A cél az volt, hogy azonositsuk azokat a kdzos
sejtes €s molekularis jegyeket, amelyek a szimbiotikus
nitrogénkotés zavarat kovetden konzisztensen jelennek
meg, ¢és jellemzoéek a korai giimdszeneszcencia
folyamatara. A giimé mikodésének vizsgalatara a
bakterialis nifH promoterhez kapcsolt GUS riportert
alkalmaztam, amely a bakteridlis nitrogénaz enzim aktiv
expressziojara utal. Ennek aktivitdsa a kiilonbozé Fix~
mutansokban eltéré idOpontban csokkent. A dnf4, dnf7-2
¢s TR183 mutansokban mar 17 nappal a fert6zés utan (dpi)

csokkent GUS-jel mutatkozott, mig a TR36 és TRV36



vonalakban ez a csokkenés késobb, 21 dpi koriil valt
kifejezetté.

A bakteroid-izolalasi kisérletek alapjan kimutattam, hogy
a terminalisan differencidlt baktériumok a giimdkben
idovel eltintek, helyiiket pedig szaprofitikus-jellegii
baktériumok vették at. Ennek idébeli lefutdsa a kiilonb6z6
mutansokban eltért, a sulyosabb mutaciokat hordozé
vonalakban (dnf4, dnf7-2, TR183) a szaprofitikus sejtek
korabban, mar 10 dpi koriil megjelentek, mig a TR36 és
TRV36 esetében ez a jelenség késébb kovetkezett be (17
dpi).

Konfokalis mikroszkopos vizsgalattal megfigyelhetd volt
az endodermisz zarddasa, melynek hatdsdra a viz- és
ionfelvétel korlatozodik €s az oxigén-diffuzid is gatlodik.
A dnf4, dnf7-2 és TR183 vonalak esetében az endodermisz
mar 7 dpi koril zarodott, mig a TR36 és TRV36
mutansoknal ez a jelenség 17 dpi-nél valt altalanossa.

A szimbiotikus sejtek endoreduplikécigjat és érettségét a
sejtmagok ploidiaszintjének meghatarozasaval, aramlasi
citometria segitségével elemeztem. Az eredmények azt
mutattak, hogy a Fix~ giimdkben csokkent a 8C, illetve

>8C tartalmu sejtmagok ardnya, ami arra utal, hogy a
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szimbiotikus sejtek nem érik el a megfeleld érési allapotot,

¢s a differenciacié folyamata megakad.

A gPCR analizis harom funkcionalis géncsoportot célzott:

a) Szeneszcencia marker gének: CP2, CP6,
chitinase 2, PAP22, melynek expresszidja minden
mutansban szignifikdnsan megemelkedett.

b) Szimbiotikus gének: NIN, RSD, symCRK, dnf2,
melyek miikodése sziikséges a bakteroid-allapot
kialakitadsahoz ¢és fenntartasdhoz. Ezeknek a
géneknek az  expresszidja nem  mutatott
szignifikans emelkedést, esetenként csokkent is.
c) Immunitas gén: PR10.1, melynek az
expresszioja a 7. és 11. napon nem tért el a
kontrolltol, mig 15 dpi-re a dnf4, dnf7-2 és TR183
mutansokban csokkent, TR36 ¢és TRV36

vonalakban pedig stabil maradt.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a vizsgalt mutans

giimok

korai szeneszcencigjat  elsésorban  a

szeneszcencidhoz kapcsolodd geének 1d6 eldtti talzott

expresszioja, és az ebbdl kovetkezd fokozott proteolitikus

aktivitas okozza, nem pedig a gazdandvény védekezd

mechanizmusainak aktivalodasa.
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A  nodGRP3C gén expressziojanak hatasa a

giimofejlodésre

A nodGRP3C gén szerepét a  gilimofejlodés
szabalyozasaban antiszensz (AS), tultermeld (OE) és
RNS-interferencia (RNA1) konstrukciokkal vizsgaltam. A
nodGRP3C AS vonal giimdi fehérek, kisméretliek, a

giimémetszeteken kevés fertdzott (szimbiotikus) sejt

.....

.....

részleges maradt.

A nodGRP3C tultermeld (OE) vonalakban a giimdk
rozsasziniiek, de kisebb méretiiek voltak a kontrollhoz
(R108) képest. TEM-metszetekben a szimbiotikus
sejtekben nagymértékii keményitd-raktarozas figyelhetd
meg, valamint degradalt mitokondrialis morfologia. SEM-
vizsgalatok alapjan az OE vonalakbdl izolalt bakteroidok
rovidebbek, kevésbé érettek, és durva felszini morfologiat
mutatnak. Ezek az eltérések arra utalnak, hogy a
nodGRP3C tulzott expresszidja a szimbiotikus sejtek

anyagcser¢jét ¢és bakteroid-stabilitasat is befolyasolja.
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A nodGRP3C gén expresszidjanak globalis hatasat
transzkriptomikai vizsgalattal elemeztem, amelyet az
RNAIi vonalbol készitettiink 8 dpi idépontban. Az OE
vonalakban szamos védekezési gén, koztiikk a PR10, PRS,
valamint kiilonb6z6 defenzinek (MtDefNS2, MtDefMD1)
expresszioja jelentésen noétt. Emellett megemelkedett az
MtRbohJ és tobb peroxidaz szintje is, jelezve az oxidativ
stresszvalasz ~ aktivalodasat. A hormonalis  valasz
szabalyozasaban a CKX enzimek emelkedése, valamint
tobb szachardz transzporter (MtSWEET7, MtSWEETI6,
MtSUTI.4) expressziojanak csokkenése is kimutathatd
volt.

Az RNAI vonalakban ezzel szemben szamos védekezési
gén expresszidja csokkent (MtDefNS1, MtDefNS5, PR10-
5), valamint egyes szimbiotikus regulatorok (pl.
asENODI1) szintje is alacsonyabb volt a kontrollhoz
képest. Az  NCR-gének  expresszioja  OE-ben
tulnyomorészt ndtt, mig RNAi1 vonalakban csokkent. A
nodGRP csalad tagjai koziil OE-ben a nodGRP5A ¢és
nodGRP35B expresszidja ndtt, mig RNAi-ben tobb, példaul
a nodGRP3B, nodGRPI10, nodGRPID, nodGRP2I,
nodGRP45 expresszidja csokkent.
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A nodGRP3C expresszidjaban bekovetkezd barmilyen
zavar — legyen az géncsendesités vagy ektopikus
tultermelés — stlyos szerkezeti ¢és funkcionalis
rendellenességekhez vezet a giimOkben, ami negativan
befolyésolja a M. truncatula €s szimbiotikus bakteroidok

kozotti kapcsolatot.

SUMMARY

A detailed analysis of M. truncatula Fix~ mutants revealed
that premature nodule senescence represents a conserved
developmental response to symbiotic failure. Five mutants
(dnf4, dnf7-2, TR183, TR36, TRV36) with distinct genetic
lesions were investigated. All developed ineffective
nodules that ceased growth within 1-2 weeks post
inoculation, in contrast to wild type, which remained
functional for up to four weeks.

Histochemical assays using a nifH::GUS reporter
demonstrated sustained nitrogenase activity in wild type,
whereas Fix™ nodules displayed an early loss of signal.
Microscopy showed that differentiated bacteroids
progressively disappeared and were replaced by

saprophytic-like bacteria. Bacteroid isolation confirmed
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that this transition occurred earlier in dnf4, dnf7-2, and
TR183 than in TR36 and TRV36. Endodermal closure was
detected at 7 dpi in dnf4, dnf7-2, and TR183, while TR36
and TRV36 showed closure at 17 dpi. Flow cytometry
revealed a sharp decline in highly polyploid nuclei (>8C),
particularly in fast-senescing lines, indicating premature
termination of endoreduplication.

Leghemoglobin accumulation, normally essential for
oxygen buffering, was severely impaired. Transcripts of
Lb2 and Lb3 decreased significantly in dnf4, dnf7-2, and
TR183 at 15 dpi, while TR36 and TRV36 exhibited
delayed but detectable expression. These data suggest that
leghemoglobin dynamics are tightly linked to nodule
longevity.

Gene expression profiling by qPCR highlighted three
major trends. Symbiotic regulators (NIN, SymCRK, RSD,
DNF?2) were reduced in mutants, consistent with impaired
maintenance of symbiosis. Senescence-associated genes
(CP2, CPo, chitinase 2, PAP22) were strongly induced
between 7—11 dpi, correlating with cellular degradation. In
contrast, immune-related markers such as PR10. 1 were not

upregulated, indicating that early senescence reflects
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intrinsic developmental regulation rather than a defense
response.

These results indicate that early senescence in the
analyzed mutant nodules is primarily driven by the
premature overexpression of senescence-associated genes
and the resulting increase in proteolytic activity, rather
than by the activation of host defense mechanisms.

The role of nodGRP3C, a nodule-specific glycine-rich
protein gene, was also examined. Antisense (AS) lines
showed ~50% reduction in transcript levels, leading to
small, white nodules with poor bacterial differentiation.
Confocal microscopy revealed smaller, less viable
bacteroids. In overexpression (OE) lines, initial
development was unaffected, but later stages showed
severe abnormalities, including cell degradation, disrupted
bacteroids, and starch accumulation. RNA-seq analysis of
RNAi lines supported these observations, revealing
increased expression of stress- and defense-related genes
such as PR10 and defensins.

The nodGRP3C is essential for proper bacteroid
differentiation and nodule maintenance. Both loss and

overproduction of this protein disrupt the balance of the
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symbiotic interaction, highlighting its central role in

regulating nodule stability.
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