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1. BEVEZETES

1.1 A nitrogén kulcsfontossagu szerepe az élévilagban

A nitrogén az élet esszencidlis eleme, mivel nélkiilozhetetlen az aminosavak, fehérjék,
nukleinsavak és mas biologiailag fontos makromolekulak szintéziséhez. Az allatok — koztiik az
ember — nitrogénsziikségletiiket a taplalék fehérjéibdl nyerik, amelyek lehetnek ndvényi vagy
allati eredetiiek. E fehérjék nitrogénje nagyrészt (95%-ban) abbol a korlatozottan rendelkezésre
allo, biologiailag  fixalt  nitrogénkészletb6l  szdrmazik, amelyet nitrogénkotd
mikroorganizmusok és a miitragyazas biztosit a novények szdmara. Amennyiben nem 4&ll
rendelkezésre elég nitrogén a novények fejlodése jelentdsen visszamarad, €s ezaltal csokken a
biomassza-produkcidjuk.

A nitrogén aramlésa az 6koszisztémakban nagyon komplex folyamat, amely magéban foglalja
a légkori, szarazfoldi és vizi okoszisztémak kozotti aramlast. A természetes nitrogénkorforgas
kulcslépései a biologiai nitrogénkotés, nitrifikacio és denitrifikacid (Galloway és mtsai., 2004).
Az emberi tevékenységek jelentésen megzavartdk, és a mai napig megbontjdk ezt az
egyensulyt. Mitragyagyartas céljabol az ipari nitrogénkotés drasztikusan novelte a biologiailag
hozzaférhetd nitrogén mennyiségét (Erisman és mtsai., 2008), de a folyamathoz sziikséges
fosszilis tiizeldanyagok égetése reaktiv nitrogént juttat a kdrnyezetbe (Fowler és mtsai., 2013).
Igy a miitragyagyartas és felhasznalas is sulyos kornyezeti kovetkezményekkel jar: eutrofizacid
a vizi okoszisztémakban, talajsavasodas, biodiverzitas-csokkenés a szarazfoldon, valamint
fokozott tiveghazhatés a 1égkdrben (Vitousek és mtsai., 1997). A nitrogénmiitragyak vildgszintii
felhasznaldsa az 1960-as években még kevesebb mint 20 milli6 tonna volt, mig napjainkban a
100-120 millié tonnat is eléri. Ez a nagymértékli novekedés megmutatja, milyen mértékben
tamaszkodik a modern mezdgazdasag az ipari nitrogénforrasokra. A fenntarthatd 6koszisztéma-
miukodtetés szempontjabdl azonban kritikus a miitragyahasznalat visszaszoritasa €s a bioldgiai

nitrogénkotés jobb kihasznalasa (Zhang és mtsai., 2015).

1.2 Az ipari nitrogénkotés jelentosége ¢és problémai

1.2.1 A Haber-Bosch eljaras hatasa az élelmiszertermelésre

A Haber—Bosch eljarés a 20. szazad egyik legjelentdsebb technoldgiai ujitasa, amely lehetévé
tette a 1€gkori nitrogén nagy mennyiségii megkotését ammonia formajaban. Ezzel a mdodszerrel
nagy mennyiségli szintetikus mitragyat lehet eldallitani, igy megsokszorozddott a

mezOgazdasagi produktivitds, ami lehetdvé tette a népesség exponencidlis ndvekedését
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(Erisman ¢€s mtsai., 2008). Az ammonia éves vilagméretli termelése meghaladja a 150 millio
tonnat, és ennek jelentds részét mitragyaként hasznositjak (Erisman és mtsai., 2008). Bizonyos
becslések szerint a vilag népességének kozel fele nem jutna elegendd €lelmiszerhez a Haber—

Bosch eljaras nélkiil (Smil, 2002).

1.2.2 A folyamat energiaigénye és kornyezeti kovetkezményei

Bar a Haber—Bosch eljaras alapvetd szerepet jatszott az ¢lelmezésbiztonsag kialakuldsaban,
energiaigénye ¢s kornyezeti hatdsai hosszl tdvon komoly fenntarthatosagi kérdéseket vetnek
fel. Az ammonia eldallitdsa soran nagy nyomads (200400 atmoszféra) és magas homérséklet
(400-650 °C) sziikséges a nitrogén molekula harmas kdtésének megbontdsdhoz és a nitrogén
hidrogénnel vald egyesitéséhez, vasalapt katalizator jelenlétében (1. ébra). Ez a folyamat
fosszilis tlizeldanyagokra, foként foldgazra tdmaszkodik, a globalis energiafogyasztas 1-2%-at
teszi ki és évente koriilbeliil 1,2%-kal jarul hozza a szén-dioxid-kibocsatashoz (Erisman ¢és

mtsai., 2008).

N>(g) + 3 Hx(g)

kompresszor

el nem reagalt
H,ésN,

katalizator
T e e T - kOﬂ deﬂ Zémﬂ

reaktor Y
(400 °C, 200 atm) N H3(1)J

1. Abra Az ammonia eldallitisanak folyamata a Haber—Bosch-eljarasban. A nitrogént (N2) és a hidrogént (Hz)
a kompresszor dsszesiriti, majd a keverék a katalizatorral toltott reaktorba keriil, ahol 400 °C homérsékleten és
200 atmoszféra nyomason ammonia (NHs) képzddik. A reaktorbol kilépd gazkeveréket egy kondenzator hiiti le,
amely soran az ammonia folyékony halmazallapotiiva valik, és tarolasra keriil. Az el nem reagalt nitrogén és
hidrogén visszakeriil a rendszerbe ujabb ciklusra. Forras: BME Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérndki Tanszék.
A nitrogénipar és ammoniagyartas (tananyag, elérés):
http://kkft.bme.hu/attachments/article/42/03 _A%20nitrog%C3%A9nipar%20%C3%A95%20amm%C3%B3niag

y%C3%A1rt%C3%A1s.pdf



http://kkft.bme.hu/attachments/article/42/03_A%20nitrog%C3%A9nipar%20%C3%A9s%20amm%C3%B3niagy%C3%A1rt%C3%A1s.pdf
http://kkft.bme.hu/attachments/article/42/03_A%20nitrog%C3%A9nipar%20%C3%A9s%20amm%C3%B3niagy%C3%A1rt%C3%A1s.pdf

A sziikséges hdmérséklet és nyomads eléréséhez felhasznalt energiat jelentds részben metanbol
nyerik, amelynek égése CO.-kibocsatassal jar (Galloway és mtsai., 2008).

A szintetikus miutragyak talzott alkalmazasa gyakran eutrofizdciohoz vezet a vizi
okoszisztémakban, ami algaviragzast és oxigénhianyt okozhat. Emellett a nitrogénmiitragyak
hasznélata soran felszabadulé dinitrogén-oxid (N2O) egy rendkiviil erés liveghdzhatasu géz
(kozel 300x veszélyesebb, mint a CO»), ezaltal sulyosbitja a klimavaltozast (Erisman és mtsai.,
2008).

Az ipari nitrogénkotés karos vonatkozéasai miatt egyre fokozottabb kutatasi és fejlesztési
torekvések iranyulnak alternativ eljarasokra.

A bioldgiai nitrogénkotés (BNF) az a folyamat, mely sordn egyes mikroorganizmusok a 1égkori
nitrogént a novények szamara hasznosithatd formava alakitjadk. A F6ldon a megk6tott nitrogén
tobb mint 60%-a bioldgiai nitrogénmegkotésbdl szarmazik. A leghatékonyabb modja a BNF-
nek a hiivelyes novényeknek a rhizobium baktériumokkal valo szimbidzisaban valosul meg.

e Egy lehetséges alternativa a BNF mellett az elektrokémiai ammoniatermelés, amikor a
megujuld energiaval végzett vizbontas (elektrolizis) soran kapott hidrogént reagaltatjak
a levegdben talalhato nitrogénnel. Az ammonia eléallitdsa ezaltal kevesebb fosszilis
energiat igényel, tovabba mérséklddik az iiveghazhatasu gazok kibocsatasa is (Erisman
¢és mtsai., 2008).

e Szoba johet még ezeken kiviil a zold hidrogén alkalmazasa, mely a hagyomanyos
(fosszilis) hidrogén helyett z6ld hidrogént (vizbontas megujuléd forrasbol) felhasznalva
csokkenti az ammoniatermelés kornyezetre gyakorolt karos hatasat (Smil, 2002).

e Masik oldalrol a fenntarthatdé mezdgazdasagi gyakorlatok elterjedésével, melyek a
precizids ¢€s regenerativ mezdgazdasag eszkozeivel (csepegtetd Ontozés, pontos
miitragyakijuttatds) optimalizaljak a nitrogénfelhasznélast. Ezen feliil a korforgasos
gazdalkodas (zoldtragyazas, szerves tragya hasznalat) révén mérsékelhetd a talaj és a

vizek nitrogénterhelése.

1.2.3 Zoldtragyazas mezogazdasagi gyakorlata

A pillangésviraguak (Fabaceae csaladba tartozd novények), mint példaul a szodja, borsd és
lucerna rendszeres termesztése jelentésen noveli a talaj nitrogéntartalmat, ami akkumulalodik,
ezaltal eldsegitve az utanuk termesztett novények jobb ndvekedését €s csokkentve a miitragya

hasznélat irdnti igényt (Kebede, 2021). Ezenkiviil az invaziv fajok visszaszoritdsédban is fontos
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szerepet jatszik a mezdgazdasagban a sorkozmiivelés gyakorlataban. Igy kozvetve hozzajarul a
a ndvényvédo szerek kijuttatdsanak csokkentéséhez is.

Ezen 6sszefiiggések felhasznalasaval alakult ki a zoldtragyazas, mely fenntarthat6 alternativa a
mutragyak helyettesitésére.

A zOldtragyazas egy mezOogazdasagi gyakorlat, amely sordn novényeket, -foként
pillangosviragtiakat- vetnek be a talajba, és viragzas elott beforgatjak, hogy noveljék a talaj
szerves anyag tartalmat és javitsak a talaj szerkezetét. A zOldtragyazds nemcsak a talaj
nitrogénellatasat javitja, hanem eldsegiti a talaj mikrobialis aktivitdsanak fokozodasat,
csokkenti a talajer6ziot, €s noveli a talaj vizmegtartdé képességét. Ez a megoldas jelentdsen
csokkentheti a mitragyak hasznalatabol eredd kornyezeti terhelést és gazdasagi koltségeket

(Sumiahadi és Acar, 2020).

1.3 A bioldgiai nitrogénkotés természetes folyamata

1.3.1 Nitrogénkoté mikroorganizmusok és szerepiik az 6kologiai korforgasban

A BNF soran a diazotrof mikroorganizmusok (baktériumok és archaedk) képesek a levegd
dinitrogénjét (N2) a névények szdmara hasznosithato ammoniava (NHs3) alakitani. Ezeknek a
mikroorganizmusoknak egy része szabadon ¢élve vagy valamilyen ndvényi partnerrel
asszociativ vagy szimbiotikus kapcsolatban képes a nitrogén megkotésére (2. dbra). A folyamat
kiilonosen fontos azokban az 6koszisztémakban, ahol a talaj eleve alacsony nitrogéntartalmu,
mivel ilyenkor a BNF jelenti az els6dleges nitrogénforrast (Masuda és mtsai., 2020). A
szabadon €16 baktériumok, példaul az Azotobacter és Clostridium fajok onalldoan végzik a
nitrogénkdtést, kiegészitve ezzel a talaj tdpanyaghaztartasdt akkor is, ha nincs jelen
szimbiotikus gazdanovény (Masuda és mtsai., 2020). Ezzel szemben az olyan asszociativ
modon egyiitt €16 diazotrofok, mint az Azospirillum fajok, a novényi gyokérfelszinhez kdtddve
tamogatjdk a novekedést és a nitrogén-felvételt anélkiil, hogy klasszikus, intracelluléris
szimbiozist alakitananak ki (Steenhoudt és Vanderleyden, 2000).

A szimbiotikus kapcsolatra képes baktériumok lehetnek olyan mikroorganizmusok (példaul
rhizobiumok), amelyek gyokérgiimdben élnek egyiitt a gazdanovényekkel. A pillangdsvirdguak
(Fabaceae) és a rhizobium talajlaké baktériumok egytiittmiikdodése erre a legismertebb példa. A
baktériumok a névényi sejtekben ammoniat termelnek, mig a névény szerves anyagokkal latja
el a baktériumokat (Graham és Vance, 2003). Hasonlo elven miikddik az aktinorrhizas

kapcsolat is (példaul égerfajok és a Frankia Gram-pozitiv baktérium kozott).



Kisebb hatékonysaggal cianobaktériumok (4dnabaena, Nostoc) is képesek a 1égkori nitrogént
hasznosithatova tenni, szabadon élve vagy algéakkal, vizi novényekkel egyiittmiikodve. Ezek a
mikroorganizmusok kiilonosen fontosak a vizi 6koszisztémak tdpanyag-ellatdsaban (Masuda €s
mtsai., 2020).

Szintén fontos megemliteni a mikorrhiza gombak és magasabb rendli ndvények egyiittélését,
mely sordn a gombak eldsegitik a ndvény szamadra a talajbol torténd tdpanyagfelvételt, beleértve
a nitrogént is. Ezért a mikorrhiza-kapcsolat, amely altalanos a novényeknél, alapvetd
jelentdségli lehet a talaj termékenységének fenntartadsaban (Masuda és mtsai., 2020).

DIAZOTROFOK

i 1
SZIMBIOTIKUS ASSZOCIATIV / ASZIMBIOTIKUS

) ' Szabadon é16 és gyokér endofitak
»

Pillangoésviragaak ~7
»-» ’ : -
.-» Aktinorrhizas névények

Cianobaktériumok

Gabonafélék

RHIZOBIUMOK

Pafranyok

Endofita baktériumok Mohik

2. abra A szimbiotikus és asszociativ diazotréf mikroorganizmusok csoportjai. A diazotrofok képesek a
légkdri nitrogént ammoniava redukalni. A diazotrof baktériumok ndvényi kapcsolatait bemutatdé abra (Mus és
mtsai., 2016, 1. dbra alapjan atdolgozva).

1.3.2 A nitrogenaz enzimkomplex szerepe a diazotr6f mikroorganizmusokban

A leveg6 dinitrogén (N2) biologiai megkotéséért a nitrogenaz enzimkomplex felelds, amely
kizardlag a diazotrof szervezetek (baktériumok és archaedk) egyes csoportjaiban talalhato meg.
Valosziniisithetd, hogy ez az enzimkomplex evolicidosan egy eredetileg hidrogén-cianid
redukalasara képes detoxifikalé enzimbdl alakult ki, majd vertikalisan és horizontalisan is
elterjedt, illetve tobbszor elveszett a kiillonbozo torzsekben az evolucié folyaman (Hartmann
and Barnum, 2010).

A nitrogendz két komponensbdl épiil fel (3. A abra):

o azelektronatadd Fe fehérjébdl (nifH gén terméke),

o valamint a MoFe fehérjébol, amelyet a nifD és a nifK gének kodolnak.
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A Fe fehérje vas-kén klaszterén [4Fe-4S] keresztiil két ATP-molekula hidrolizisének
kiséretében elektront tovabbit a MoFe fehérjének, melynek aktiv helyén a P klaszter és a FeMo
klaszter taldlhato (Seefeldt €s mtsai., 2009). A homocitrat-szintetizald gén (nifV) sok rhizobium
torzsben hianyzik, ezért a homocitrat eldallitasat a szimbiotikus partner (ndvény) biztositja
(Hakoyama ¢és mtsai., 2009; Nouwen ¢és mtsai., 2017). A dinitrogén (N2) ammoniava (NHs)
torténd redukcidja 16 ATP felhasznalasadval megy végbe, az egyes 1épések soran felszabaduld
elektronok és protonok felhasznalaséval (3. B 4bra; Seefeldt és mtsai., 2009).

A legtobb rhizobiumnal a teljes nitrogenaz miikodéshez a gazdandvény is hozzajarul, mig a
nem szimbiotikus diazotrof baktériumok dnmagukban is rendelkeznek az Osszes sziikséges
génnel, ¢és szabadon ¢l6 allapotban kothetik meg a légkori nitrogént, majd juttathatjak a

taplaléklancba (Kennedy és mtsai., 2004).
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\S/,Fe\S p e\\S/ " \SZ_\Fg ° \Fe/ls/ ¢ COH
S* PN L :_"‘,-\‘/_, d H,0C
[8Fe-7S] N A Y A FeMo kofaktor

v
P Klaszter Pl rid
2 x 8Fe NG5, 45 <0
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Fe fégéﬁe MoFe Eehérje Fe f;ixérje
NifH NifD és NifK NifH
B
N,+8H*+8e +16ATP—2NH +H,+16ADP+16P.

3. abra A nitrogenaz enzimkomplex felépitése és miikodése (Snow, 2014). A séman lathato a Fe fehérje (nifH),
a MoFe fehérje (nifD, nifK), valamint a FeMo klaszter és a P klaszter, ahol a 1€gkori nitrogén ammoniava torténd
redukcidja megy végbe (A). A reakcid egyenlete, melyet a nitrogenaz enzimkomplex katalizal (B).
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1.3.3 A nitrogénkoté szimbiozis kialakulasanak evolucioja

GlimoOképzésre a Rosid kladon beliil a Fabales rend legtobb faja képes, mig a Cucurbitales,
Fagales és Rosales rendek esetében csupan néhany fajrol beszélhetiink (Soltis €s mtsai., 1995;
Griesmann ¢s mtsai., 2018). A feltételezések szerint eredetileg a giimoképzéssel jaro
szimbidzist a Frankia-kkal alakitott ki a Rosid klad dse. Ez a kapcsolat az aktinorrhizas
ndvényeknél maradt fent. Ezt a Gram-pozitiv baktérium csoportot azonban az dsi hiivelyeseknél
¢€s a Parasponia nemzetségnél (Rosales) a Gram-negativ rhizobiumok valtottak fel (Velzen és
mtsai., 2019).

A rhizobium nemzetség parafiletikus csoportot alkot, fajai az o-proteobaktériumok
(Rhizobiales) vagy a B-proteobaktériumok (Burkholderiales) korébe sorolhatok (4. abra). A
Papilionoideae, bikkonyformak (az abrdn a szaggatott vonal felett) szimbidtai az o-
proteobaktériumok koziil keriilnek ki, mig a Caesalpinioideae, lepényfaformék (az &bran a

szaggatott vonal alatt) szimbiotai elsdsorban a B-proteobaktériumok.

Rhizobium baktériumok Leguminosae

Galegeae — Galega
Tritolieae — Trifolium, Melils

Xanthomonas
Pseudomonas

armichaelieae
Millettieae-2 ~ Wisteria

Loteae — Lotus, Anthyllis, Coronilla

Robinieae — Robinia, Sesbania

Phaseols Phaseolus, Vigna, Lablab
raleae /'ylyclne, Cajanus, Canavall

Ralstonia
Phyllobacterium
\ R Mesorhizobium (loti)
Cupriavidus (taiwanensis) \ v Devosia

Agrobacterium

Desmodieag,
Milletti -1

> _ e
Bossiaeae, Mirbelieae
Sophoreae-3
| Aeschynomeneae — Arachis

1 Adesmieae
E Dalbergieae ~ Dalbergia

Amorpheae
l Genisteae — Genista, Lupinus
s 5 S

Shinella

Burkholderia (phymatum)

ium (meliloti,
Rhizobium (leguminosarum, e
Ochrobactrum
Brucella

Bordetella
Bartonella

Azorhizobium (caulinodans)

Neisseria Sophoreae-2, Thermopsideae
Euchresteae
Sophoreae-2
Caulobacter Methylobacterjurf (nodulans) Brongnlameqae
Rickettsia nae izobium (japonicum, BTAi1, ORS278) | VY= D‘p"‘e,xgeae'

_______||Caesalpinieae-1
||Cassieae-4 — Ceratonia

2

S
MIMOSOIDEAE — Leucaena, Acacia

Cassieae-2 — Chamaecrista
Detarieae, Macrolobieae
——————— |Cercideae — Cercis, Bauhinia
Cassieae-1 ~ Dialium

4. abra A hiivelyes novények (Leguminosae) és a Rhizobium baktériumok kozotti szimbioézis filogenetikaja.
Bal oldalt a proteobaktériumok 16S rRNS génalapt torzsfaja lathaté (o: alfa-proteobaktériumok, : béta-
proteobaktériumok, y: gamma-proteobaktériumok), kiemelve a szimbiozisra képes nemzetségek (rhizobiumok).
Jobb oldalt a hiivelyesek (Fabaceae) csaladja lathatdo példandvényekkel. Minden névénynek megvan a maga
jellegzetes rhizobium partnere, amely a leghatékonyabb nitrogénkdtést biztositja. (A kép sajat szerkesztés, részben
Hassen €s mtsai., 2020, részben Lavin €s mtsai., 2005 abraja alapjan).

1.4 A Medicago truncatula, mint kutatasi modellnovény
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A M. truncatula a Fabaceae csaldd modellnovénye, amelyet széles korben alkalmaznak a
novény-mikroba szimbiotikus kapcsolatok, a nitrogénkdtés és a novényi genomika teriiletén
végzett kutatdsokban. Ezt a ndvényt kisméretli, diploid genomja (~500 Mbp) és gyors
¢letciklusa teszi alkalmassé a genetikai vizsgéalatokhoz (Krishnakumar és mtsai., 2015).

A M. truncatula egyik eldnye, hogy onbeporzé és konnyen transzformalhat6. Emellett a M.
truncatula genetikai stabilitdsa és homogén populaciok 1étrehozésanak képessége hozzajarul a

kutatasok megbizhatosagahoz és reprodukalhatdsagahoz (Young és mtsai., 2011).

1.4.1 Genomikai forrasok és eszkozok

A M. truncatula genomjanak szekvendldsa ¢és annotacidja jelentds eldrelépést hozott a
pillangdsviragi novények genetikai kutatdsdban. A teljes genom szekvenalds alapvetd
betekintést nyujtott a szimbiodzis-alapu nitrogénkotés molekuldris mechanizmusainak
megértésébe (Gage, 2004; Oldroyd és Downie, 2008).

A M. truncatula genom program keretében létrehozott expresszios szekvencia (EST)
gyljtemény lehetéve tette a génexpresszids profilok részletes vizsgalatat. Az osszeallitott EST
adatbazisok jelentds mértékben hozzajarultak a gének funkcidinak meghatarozasdhoz. (He és
mtsai., 2009).

Az EST-alapt gytijteményt kovetden a M. truncatula A17 dkotipus genomjanak hozzaférésre
két, egymast tovabbfejlesztett referencia-genom késziilt el a 2014-es Mt4.0 és a 2018-as, Mt5.0,

amelyek lehetdve tették a gének funkcionalis és populacidogenomikai vizsgalatait.

1.5 A szimbiozis kialakulasanak molekularis hattere

1.5.1 A Nod faktorok szerepe a novény-baktérium kommunikacioban és giitmofejlodésben

A pillangdsviragi novények €s a rhizobium baktériumok kozotti szimbiotikus kapcsolat, amely
lehetdvé teszi a partnerek felismerését és egymasra taldlasat a talajban, a Nod (nodulécios)
faktorok altal kozvetitett kommunikacion alapszik. A Nod faktorok lipochito-oligoszacharid
(LCO) jelzémolekuldk, amelyeket a baktériumok termelnek véalaszul a novényi gyokerek altal
anitrogén hidnyaban kibocsatott flavonoidokra (és izoflavonoidokra). A flavonoidok aktivaljak
a NodD transzkripcios faktort, amely a Nod gének expressziojat szabalyozza, biztositva ezzel
a Nod faktorok szintézisét (Rostas €s mtsai., 1986; Kondorosi és mtsai., 1984). A Nod faktorok

szerkezete fajspecifikus modositdsokat tartalmaz, példaul acetilaciot vagy szulfat csoport
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beépitését, amelyek meghatarozzdk a gazdandvény és baktérium kozotti specifikussagot
(Mergaert és mtsai., 1997).

A ndvényi gyokérsejtek plazmamembranjan talalhatdo LysM-tipusu receptor kinazok érzékelik
a Nod faktorokat. A receptorok aktivalasa elinditja az elsddleges szimbiotikus jelatviteli
utvonalakat (5. abra), melynek eredményeképpen elkezdddik a gyokérszor gorbiilése, az
infekcids fonalak kialakulasa €s a bels6 kéregsejtek osztodasa, végsd soron a gyokérgiimok

kialakulasa (Gage, 2004; Oldroyd és Downie, 2008).

N
EEE ° CHI _(m) °‘<cns
@ BAKTERIUM SZIGNALOK
_—"Nod fakiorok @)
(NF-ek) \ Fertdzés és
okérgiimd-
nodA nodB nodC nod nolnoe g)j’ ”l’g’
7 w P képzodés
Rhizobium @ N Flavonoidok me=="" @ +Legume
D,
AA*
IN(")VENYI SZIGNALOK Nitrogénhiany

5. abra A pillangosviragu névények és Rhizobium baktériumok kozotti szimbiotikus kapcsolat kialakulasat
egy oOsszetett, kémiai jeleken alapulé kommunikacié el6zi meg. Nitrogénhianyos koriilmények kozott (1) a
novény gyokerei flavonoid tipusit molekulakat termelnek, amelyek a talajban é16 rhizobium partnerben aktivaljak
a Nod gének expresszidjat (2), ez a folyamat a Nod faktorok termélését eredményezi (3), melyek felismerésével a
névényben beindul a fertézési folyamat és a gyokérgiimok képzddése (4). (Gage, 2004).

1.5.2 A novényi és baktérium jelatviteli utak koordinacidja

A szimbidzis kialakuldsa sordn a novényi és bakterialis jelatviteli utak 6sszehangolt mitkodése
szlikséges. Miutan a novény érzékeli a Nod faktorokat kalcium-hullimok jelennek meg az
epidermalis sejtjeiben. Ezek a kalciumjelzések kulcsszerepet jatszanak az elsddleges
jelatvitelben, melyet olyan gének aktivalasa kovet, mint példaul az NSP1 és NSP2 (Nodulation
Signaling Pathway). Ezek szabalyozzék az infekcids fonalak képzddését és a gyokérglimok
fejlodését (Gage, 2004). Ezzel parhuzamosan beindul a gyokérgiimé fejlddési program, amely
a kéregsejtek osztodasat és differencialoddsat idézi eld. Az infekciés fonalak révén a

baktériumok behatolnak a ndvényi sejtjekbe, ahol bakteroidokké differencidlodnak.
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Ezzel egyidében a novény leghemoglobint (Lb) termel, amely az oxigén megkdtésével alacsony
oxigénszintet biztosit a glimokben, ezzel optimalis koriilményeket biztositva a nitrogenaz
enzim szamara (Oldroyd és Downie, 2008). A folyamatos kommunikacié fenntartasanak
érdekében mindkét fél szabalyozza sajat metabolikus aktivitasat: mig a ndvény biztositja az
energiaforrast és egyéb molekulakat, példaul homocitratot, vasat, valamint az oxigén-szint
kontrollalasat, addig a baktérium az ammoniatermelésre forditja a sajat és a novénytdl kapott
eréforrasokat és csokkenti vagy meg is sziinteti a patogenitds markereinek expressziojat. A
bakterialis felszini poliszacharidok — az exopoliszacharidok (EPS), a lipopoliszacharidok (LPS)
¢s a rizobiumokra jellemz6 kapszularis poliszacharidok (KPS) szintén kulcsszerepet jatszanak

az infekcid és a novény—mikroba kompatibilitds szabalyozasaban. (Gage, 2004).

1.6 A giimok fejlédése és morfologiai tipusai

A giimd a gyokér kéregszoveteibdl kialakuld specialis szimbiotikus szerv, melynek a két f6
tipusat kiilonithetjiik el.

A determindlt giimék gdombdlytiek, fejlodésiik soran ledll a merisztéma aktivitdsa (amint a
bakteroidok elkezdenek nitrogént kotni), a kozponti rész tartalmazza a szimbiotikus sejteket
azonos allapotban (6. A 4&bra). A merisztéma zar6dds utdn a ndvekedésiik kizardlag
sejtnagyobbodas révén torténik. Ez a tipus jellemz6 példaul a szdjara (Glycine max) és a
szarvaskerepre (Lotus japonicus).

Az indeterminalt glimOk hosszukasak, mivel folyamatosan aktiv merisztémat tartanak fenn
s Osszetett szovettani strukturdval rendelkeznek. Az ) sejtek folyamatosan képzddnek,
mikozben kiilonbozd funkcionalis zonak alakulnak ki, igy egy kor- és fejlddési gradiens jon

1étre (6. B 4bra).

@

Csucsi merisztéma

Infekcids zona
Interzona

Nitrogénkoté zona

Kor- és differencialodasi gradiens

Oregedési zona
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6. abra A determinalt és indeterminalt giimék sematikus szerkezete.
A determinalt giim6 szerkezeti felépitése (A). Az indeterminalt glimé sematikus abraja (B), amely a sejtek
fokozatos fejlédését és rétegzddését abrazolja. A kiilonbdzo funkcionalis zonak jol elkiilonithetok: I —
merisztmatikus zona, I — infekcidés zona, II-1II — interzona, III — nitrogénkotdé zona, IV — Oregedési zona.
(Kondorosi és mtsai., 2013).

A merisztematikus zonaban (ZI) torténik az aktiv sejtosztodas, mig az infekciods zonaban (ZI1)
a rhizobium baktériumok az infekcids fondlon keresztiil bejutva szimbioszomékat képeznek. A
szimbioszoma egy olyan specialis novényi eredeti képzddmény, ahol a ndvényi
plazmamembran eredeti membran, a peribakteroid membran (PBM), koriilveszi a
bakteroidokat a gazdandvény sejtjein beliil, igy izolalva ket a ndvényi sejt citoplazmajatol és
létrehozva egy kiilonallo organellum-szer(i struktarat, ahol a nitrogénkotési folyamat zajlik.
Ebben a zondban indulnak el a ndvényi sejtek endoreduplikécids ciklusai, melynek soran
sejtméretiik és DNS-tartalmuk jelentésen megnd, mikdzben a baktériumok még szaporodnak.
Az interzéndban (IZ) a bakteroidok elveszitik sejtosztodasi képességiiket, és genomjuk
amplifikicidja, valamint sejtjeik megnyuldsa kovetkezik be. Ez a folyamat a termindlis
bakteroid differenciacié (Mergaert €s mtsai., 2006). Az amiloplasztokban nagy mennyiségi
keményitdt halmoznak fel, felkésziilve az aktiv nitrogénkotésre (Vasse €s mtsai., 1990). A
végsd, nitrogénkotd zonaban (ZII1) helyezkednek el a termindlisan differencialddott, poliploid,
megnagyobbodott bakteroidok, amelyek hatékonyan képesek ammoniat eldallitani a 1égkdri
nitrogénbdl, biztositva a novény nitrogénellatasat (Xiao és mtsai., 2014). A giimd legidosebb
részében taldlhatd a szeneszcens zona (ZIV), ahol az infekcids fonalakbdl kiszabaduld és
peribakteroid membran nélkiili, szaprofitava valo rhizobiumok (rhizoboidok) jrahasznositjak
a bakteroidok és a novényi sejtek tormelékeit (Timmers és mtsai., 2000; 7. abra).

Az indeterminalt glimok szerkezeti komplexitasa jellemzd az 6sszes Inverted Repeat Lacking
Clade (IRLC) csoportba tartoz6 novényfajra, példaul a M. truncatula-ra, lucernara (M. sativa),
a borsora (Pisum sativum), lencsére (Lens culinaris), csicseriborsora (Cicer arietinum), 16babra
(Vicia faba), édesgyokérre (Glycyrrhiza glabra), lilaakacra (Wisteria sinensis) is (Oono és

mtsai., 2010; Lotocka és mtsai., 2012).
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alapja felé haladva az apikalis merisztéma (ZI) sejtjei folyamatosan osztdodnak. Az alatta talalhato fertézési
zonaban (ZII) a novényi sejtek mérete és DNS-tartalma ndvekszik, mikozben a baktériumok még szaporodnak.
Az interzonaban (IZ) a bakteroidok sejtjei megnyulnak, elveszitik osztddasi képességiiket és poliploidda valnak.
A nitrogénkotd zondban (ZIII) a terminalisan differencidlddott, nagy méretli bakteroidok hatékonyan kotik meg a
légkori nitrogént. A sejtek oregedésével 1étrejon a szeneszcens zéna (ZIV), amely a szimbiodzis végsd szakaszat
jelzi. (Maroti és Kondorosi, 2014 alapjan, modositva.)

Az indetermindlt tipusa M. truncatula giimOben keményité halmozodik fel az interzona
sejtjeiben a nitrogénkdtési folyamat indulasa el6tt (Vasse és mtsai., 1990). Ineffektiv vagy korai
szeneszcens gliméket képzd mutinsokban — példaul a korai szeneszcenciaju esnl (early
senescent nodule I) vonalban fokozodik a keményitdszemcsék mennyisége, amely szorosan
Osszefligg a bakteroidok anyagcseréjének leallasaval €s a nitrogenaz aktivitas hidnyaval vagy
megsziinésével (Xi és mtsai., 2013). A jelenséget a baktériumok szén-anyagcseréjének
megvaltozasa, konkrétan a dikarboxilatok -pl. malat- felhasznalasanak zavara idézi eld, a fel
nem hasznalt szénforras keményitd formdjaban raktarozodik a novényi amiloplasztokban (Prell

¢s Poole, 20006).

1.7 Endoreduplikacio a giimofejlodés soran

A merisztémabdl kilépd ndvényi sejtek a tovabbiakban mar nem osztddnak, ugyanakkor az
endoreduplikécios ciklusok révén genomjuk tobbszor megduplazddik. Ennek soran a DNS
tartalom 2C érteékrdl (ahol 1C a haploid genom DNS-tartalma) egészen 64C értékig nodhet, 4C,
8C, 16C ¢és 32C atmeneti ploidiaszinteken keresztiil, ami jelentds sejtméret-ndvekedéssel jar
(Cebolla és mtsai., 1999). A M. truncatula gydkérgiimokben elért 32C—64C ploidiaszintii sejtek
akar 80-szor nagyobb méretlick lehetnek, mint a merisztematikus sejtek (Kondorosi és

Kondorosi, 2004; Kondorosi és mtsai., 2013).
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Az endoreduplikacio kialakulasat a ccsS2A fehérje iranyitja, amely az anafazis-promotalo
komplex (APC) E3 ubiquitin ligdz szubsztrat-specifikus aktivatoraként miikodik, eldsegitve a
mitotikus ciklinek lebontdsat. Ennek eredményeként a sejtosztédas (mitdzis) gatlodik, mig a
mtsai., 1999). A ccs52A hidnydban az endociklus nem jon Ilétre, és a glimOsejtek
differencidloddsa megakad, ami megmutatja az endoreduplikaci6 alapvetd szerepét a giimok

fejlédésében (Vinardell és mtsai., 2003).
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8. abra A ccs52 fehérje endociklusokban betdltott szerepe. A proliferalodo sejtekben (G1-S—G2-M fazisok) a
sejtndvekedést az egyes kontrollpontok (G1, G2) szabalyozzak. A ccs52 aktivalja az anafazis-promo6tald komplex
proteolitikus mitkodését, ami a mitotikus ciklinek lebomlasahoz vezet, €s gatolja a mitézist. Ezzel a sejt kilép a
mitotikus sejtciklusbol (példaul a G1 vagy G2 fazisban) és endoreduplikacios ciklusokra valt, amelyek egymast
kovetéen novelik a genom DNS-tartalmat (2C-r61 4C, 8C, 16C, 32C, 64C), lehetévé téve a gyors és jelentds
sejtméret-ndvekedést (Az abra forrasa Cebolla és mtsai., 1999).

1.8 A Bakteroid differenciacio és szabalyozas

A differenciacio soran a bakteroidok genetikai és szerkezeti valtozdsokon mennek keresztiil. A
differenciaci6 formdja gazdandvény-fliggd (Mergaert és mtsai., 2006). Egyes ndvényekben,

mint példaul a szdjadban (Glycine max) és a L. japonicus-ban, a bakteroidok megtartjak eredeti
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méretiiket, formdjukat, genomjuk nem valtozik szamottevOen, ¢és osztodoképességik is
megmarad (Mergaert és mtsai., 2003; Van de Velde és mtsai., 2010). Ezekben az esetekben a
bakteroidok szimbiotikus és szabadon €16 allapota a fertdzési ciklus sordn, a ndvényi
gyokérglimdbe vald bejutaskor és a novénybdl torténd felszabadulaskor valtakozhat. Mas
fajokban, példaul a M. truncatula-ban ¢és a borsoban, a bakteroidok termindlis,
visszafordithatatlan 4talakuldson mennek keresztiil. Méretiik jelentdsen megnd, akar
tobbszordsére (24C), és gyakran eldgazo, Y-alaku struktarakat hoznak 1étre (Mergaert és mtsai.,
2006). Ezzel parhuzamosan a baktériumsejtek genomja endoreduplikalodik, sejtfaluk és
membranjuk permeabilitasa fokozddik, valoszinlileg segitve a metabolikus kommunikéciot a
gazdandvény és a baktérium kozott. Elveszitik osztddasi képességiiket, igy termindlisan
differencialodnak. A terminalis differenciacid tobbszor egymastol fiiggetleniil is kialakult a
pillangosviragliak egyes csoportjaiban példaul az IRLC és a Dalbergioid kladokban (Oono és
mtsai., 2010), amely arra utal, hogy ez evolucios elonyt biztosithat a gazdandvény szdmara. Ezt
a pozitivitast vélhetden a bakteroidok fokozott nitrogénfixald hatékonysdga adja. Ennek oka
lehet, hogy a visszafordithatatlanul differencialt baktériumok jobban ra vannak utalva a névény
altal szolgaltatott energiaforrdsokra, amelyeket a novény altal felhasznalhatd nitrogénformék
visszajuttatdsaval viszonoznak. Ezt az elképzelést kisérleti eredmények is aldtdmasztjak:
ugyanazon baktérium torzsbdl kialakult terminalisan differencialodott bakteroidok nitrogenaz
aktivitasa magasabb volt, mint a reverzibilisen differencialodo baktériumoké (Oono €s mtsai.,
2010; Chen ¢és mtsai.,, 2023). Az IRLC kladban tapasztalhatd termindlis differenciacio
fenotipusa jelentds eltérést mutathat: példaul a Glycyrrhiza uralensis esetében enyhe
megnyulas figyelhetd meg, mig a M. truncatula esetében a differencialt bakteroidok jelentdsen
nagyobb méretiivé és eldgazova valnak. Emellett eléfordulhat gomb alaku (szferoid) tipus is

(Montiel és mtsai., 2017).

1.9 Giiméspecifikus peptidek tipusai és szerepiik a nitrogénkoto szimbiozisban

A giimdspecifikus peptidek alapvetd szerepet jatszanak a bakteroidok terminalis
pillangosviragl névényekben harom f6 peptid csalad jatszik kozvetlen szerepet a szimbiotikus
folyamatokban: az NCR (nodule-specific cysteine-rich) peptidek és a glicin-gazdag nodGRP
(nodule-specific glycine-rich protein) peptidek, valamint a viszonylag ujonnan leirt SNARP-ok
-kis giimdspecifikus, savas aminosavakban gazdag peptidek- (small nodule-acidic-rich

peptides), amelyek kis méretiik és savas aminosav-0sszetételilk révén finomhangoljdk a
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bakteroidok terminalis differenciaciojat (Kereszt ¢és mtsai., 2018). Vannak egyéb
giiméspecifikus peptidek, példaul a nodulinok vagy a CAML-ek (glim6-specifikus kalmodulin-
szeri fehérjék), de ezek nem vesznek részt kozvetleniil a bakteroid differencidcioban

(Guefrachi és mtsai., 2014).

1.9.1 NCR peptidek: szerkezeti és funkcionalis jellemzok

Az NCR peptidek giimdspecifikus, ciszteinben gazdag peptidek, amelyek feltehetdleg
defenzinekbdl evolvalodtak. A defenzinek olyan kis méretii, ciszteinben gazdag antimikrobialis
peptidek, amelyeket novényekben, allatokban és emberekben is eléfordulnak, 6 feladatuk a
kérokozok (példaul baktériumok €s gombak) elleni védekezés. A M. truncatula-ban mintegy
700 kiilonbdz6 NCR peptidet azonositottak, melyek kizardlag a szimbiotikus giimé szoveteiben
expresszalodnak és szekrécios Uiton a szimbioszdmaba, illetve a bakteroidokba jutnak (Mergaert
¢s mtsai., 2003; Van de Velde és mtsai., 2010). Az endoplazmatikus retikulumban (ER) miikodo
szignal peptidaz komplex (SPC) levagja az NCR szignal peptidet, majd a transzlacid
befejeztével az érett NCR peptidek a Golgi-késziiléken keresztiil transz-Golgi vezikulumokban
szallitodnak a szimbioszomakhoz, ahol kapcsolatba 1éphetnek a bakteroidokkal (Van de Velde
¢s mtsai., 2010; Wang és mtsai., 2010; Guefrachi és mtsai., 2014).

Az NCR peptidek expresszioja térben és idében szigortian szabalyozott folyamat a M.
truncatula gimdiben (9. abra). Ezek a peptidek harom {6 kémiai csoportba sorolhatok: anionos,
neutralis és kationos NCR-ek. A gliméfejlédés kezdeti szakaszéaban, a fiatal infekcios sejtekben
(fertézési zona, ZI1), az NCR-ek mennyisége alacsony, és ezek kozott tilnyomo részt anionos
NCR-ek fordulnak eld. Ezzel szemben az interzondban (IZ) torténik az NCR peptidek
expressziojanak nagymértekii fokozodasa, ahol a giimd teljes NCR génexpresszidjanak tobb
mint fele (57%) zajlik (Roux és mtsai., 2014; Downie és Kondorosi, 2021). Ebben a zénaban
kiemelkedden magas a kationos NCR peptidek ardnya, ami Osszefliggésben all a bakteroidok
27%-a fejezddik ki, ahol mar féként az érett, poliploid bakteroidok talalhatok, amelyek aktiv

nitrogénkdtést végeznek (Roux €és mtsai., 2014).
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9. abra Az NCR peptidek expressziés mintazata a M. fruncatula gyokérgiimében. A kiilonb6zd fejlodési
z6nak (merisztéma, fertézési zona, interzona és nitrogénkotd zona) NCR génkifejezddésének mértékét a sejtek
szinének intenzitasa jelzi (vilagostol a sotétvorosig). Az NCR-ek tobbsége (57%) az interzéondban expresszalodik,

.....

Kondorosi, 2021).

Az NCR peptidek jellemzden egy rovid szignalpeptidet tartalmaznak az N-terminalis régidoban,
amely az érett peptid képzddése soran lehasad. Az érett peptidek hossza rendszerint 30—55
aminosav ¢s szerkezeti jellemzdjiik a 4—6 cisztein aminosav (10. dbra), melyek 2-3 diszulfid
hid kialakitasara képesek és stabilizalhatjak a peptid szerkezetét (Mar6ti és mtsai., 2015; Lima
¢s mtsai., 2020).

Nodule-specific Cysteine-Rich peptides (4 Cys)
SZIGNAL PEPTID 4 ERETT PEPTID (30-55 as)
HASITASI
HELY X3.77C1-X5.67Cy-Xo14C3-X-Cy X,
Nodule-specific Cysteine-Rich peptides (6 Cys)

SZIGNAL PEPTID 4 ERETT PEPTID (30-55 as)
HASITASI
HELY X4-12_C1_X5_C2_X1-S_CS_XB-S_C4_X4-1B_CS_X1_CS_Xn

10. abra Az NCR peptidek altalinos szerkezeti jellemzoi. A rovid N-terminalis szignalpeptid a hasitasi helyen
lehasad, ezt kovetden alakul ki a 30—55 aminosavbdl (as: amino savak) allo érett peptid. Az NCR-ek jellegzetes
vonasa a 4 vagy 6 cisztein (Cys, C) konzervalt jelenléte, melyek intramolekularis diszulfid hidakat képezve
biztositjak a peptid szerkezetének stabilitasat (Mar6ti és mtsai., 2015; Lima és mtsai., 2020).
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Az NCR peptidek szimbiotikus funkcioi széleskoriiek, szerepiik van a bakteroidok membran
ateresztOképességének novelésében, a bakteroidok megnyuldsdban, illetve az osztddd és
szaporodo képesség végleges elvesztésében (Mergaert és mtsai., 2006; Farkas és mtsai., 2014;
Lima ¢és mtsai., 2020). Néhany NCR peptidrél bizonyitott, hogy esszenciadlis a normalis
giimofejlodéshez, példaul az NCRI69 delécioja kisebb méretli, kevésbé differencialt
bakteroidokat eredményez, ami a glimok nitrogénkotd képességének elvesztését eredményezi a
dnf7-2 nitrogén-fixaciora képtelen (Fix’) mutansban (Horvath és mtsai., 2015). Tovabbi fontos

NCR peptidek az NCR247, NCR211, NCR343 és NCR-new35, amelyek nélkiilozhetetlenek a

------
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kolesonhatdsaikon, hanem intracelluldris hatdsaikon keresztiil is szabalyozzak. Képesek bejutni
a bakteroidok belsejébe a BacA transzportfehérje segitségével, amely eldsegiti a peptidek sejten
beliili felvételét és mérsékli azok toxikus hatasat, ezaltal elengedhetetlen a baktériumok NCR
peptidekkel szembeni rezisztenciajahoz, valamint a differencialt bakteroid allapot hosszu tava
fenntartasahoz (11. dbra; Guefrachi €s mtsai., 2015; diCenzo és mtsai., 2017).

Az NCR peptidek aktivitdsdt poszttranszlacios modositasok, példaul foszforilacid vagy
acetilaci6 1is szabalyozhatjdk, amelyek tovabbi kontrollt jelentenek a bakteroidok
mechanizmusok, mint példaul DNS-metildcié, hisztonmodositadsok vagy kis RNS-ek
kozvetitette génszabalyozas, is részt vesznek az NCR peptidek expresszidjanak
szabalyozasaban (Nagymihaly, 2017).

Bar az NCR peptidek jellemzden az IRLC klad novényeire specifikusak, hasonlo, NCR-szerti
(NCR-like) peptideket és ezek altal indukalt terminalis bakteroid differencidciot figyeltek meg
a Dalbergioid klad fajaiban is, gy mint az Aeschynomene fajokban (Czernic és mtsai., 2015)

¢s a foldimogyordban (Arachis hypogaea) 1s (Karmakar és mtsai., 2019; Raul és mtsai., 2022).
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11. abra Az NCR peptidek szerepe a S. meliloti baktériumfert6zés és bakteroid differenciicié
szabalyozasaban M. truncatula giimésejtekben. (A) Vad tipusti novényi sejtekben az NCR peptidek eldszor az
endoplazmatikus retikulum (ER) lumenjébe keriilnek, mikdzben a szignal peptidaz-komplex (SPC) altal levagodik
a szignal peptidjik (SP). A SP levagasa utan az érett NCR peptidek a Golgi-késziiléken keresztiil
transzportalddnak, majd a szekrécidés uton eljutnak a szimbioszémakhoz, ahol a bakteroidok terminalis
differenciaciojat indukaljak. A BacA fehérjét nem expresszald AbacA mutans baktériumok érzékenyek az NCR
peptidekre, ezért elpusztulnak. (B) A dnfl mutans sejtekben, a SPC hibaja miatt az NCR peptidekr6l nem keriil
levagasra a szignalpeptid, ezért azok az ER-ben halmozddnak fel, és nem jutnak el a szimbioszomakhoz. Ennek
kovetkeztében a 4bacA mutans baktériumoknal nem megy végbe a termindlis differenciacio (Az abra forrasa
modositva: Haag és mtsai., 2011 alapjan).
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1.9.2 Glicinben gazdag fehérjék (GRP-k) a novényekben

A glicinben gazdag fehérjék (GRP-k) a ndvényi sejtfal strukturdlis és funkcionalis
komponensei, amelyek szamos élettani folyamatban jatszanak szerepet. Ezek a fehérjék
jellemzdéen magas glicintartalommal rendelkeznek, és gyakran tartalmaznak ismétlodo
aminosav motivumokat, amelyek hozzajarulnak a sejtfal rugalmassadgahoz és integritdsahoz. A
GRP-k részt vesznek a sejtfal szerkezetének kialakitdsaban, a sejtek kozotti kommunikacidban,
valamint a kornyezeti stresszhatdsokkal szembeni valaszreakciokban, példaul a so- és
széarazsagtiirésben (Mangeon €s mtsai., 2010).

A GRP-k egyes tipusai, mint példdul a glicinben gazdag RNS-kotd fehérjék, poszt-
transzkripcids szabalyozoként miikddnek, befolyasolva az alternativ splicingot, az RNS
szerkesztést €s a transzkripcid utani szabalyozast, ezaltal hozzajarulva a novényi fejlédés
kiilonb6zd szakaszaihoz, mint a csirdzas, a gyokér- és virdgfejlodés (Cheng és mtsai., 2023).
A GRP-k expresszidja gyakran indukélodik kiilonb6z6 stresszhatasok, példdul magas
sokoncentracido vagy szarazsag hatdsdra, ami arra utal, hogy fontos szerepet jatszanak a
ndvények stresszvalaszaban és alkalmazkodasi mechanizmusaiban. Egyes GRP-k, mint példaul

a GhGRPL (Gh: Gossypium hirsutum - gyapot) gén altal kodolt fehérje, el0segitik a masodlagos
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sejtfal kialakulasat, ezaltal novelve a novények ellenalldo képességét kiilonbozo abiotikus €s
biotikus stresszhatasokkal szemben (Yu és mtsai., 2024).

A GRP-k sokfélesége ¢és funkcionalis sokoldalisaga miatt ezek a fehérjék fontos kutatasi
célpontok a ndvényi biologia teriiletén, kiilondsen a novények stressztiirésének és fejlodési
folyamatainak jobb megértése érdekében.

A kovetkezd alfejezetben a nodGRP-k, azaz a giimdspecifikus glicinben gazdag fehérjék

szerepét targyaljuk.

1.9.3 A nodGRP gének elsé jellemzése M. sativa fajban

Az elsé nodGRP peptideket M. sativa (lucerna) gyokérglimdiben irtak le, ahol ezeknek a
géneknek az expresszidja kizardlag a gyokérgiimokre korlatozodott €s szorosan kapcesolodott a
S. meliloti baktériumfertdzéshez (Kevei és mtsai., 2002). Az in situ hibridizécios vizsgalatok
eredményei szerint a nodGRPI, nodGRP2 és nodGRP3 gének kiilonb6zd, jol definialt

régiokban expresszalodtak a giimé fejlédési zonaiban (12. dbra).
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i6ja a M. sativa giimékben in situ hibridizacioval. Az A és
B, MsnodGRPI1, D és E, MsnodGRP2, valamint G és H, MsnodGRP3 antiszensz riboprobak hibridizacioja.
Hibridizaci6 a C, MsnodGRP1, F, MsnodGRP2 és 1, MsnodGRP3 szensz riboprobakkal. Az MsnodGRP gének
expresszidja kizarodlag M. sativa gydkérglimékben mutathato ki, S. meliloti fertdzés jelenlétében. Méretarany: 200
um. A riboprébak 200 bp hosszi radioaktiv kén izotopot (3°S) tartalmazé RNS molekulak (Kevei és mtsai., 2002).

A Northern blot analizis alapjan igazolddott, hogy ezeknek a peptideknek a génexpresszioja
kizarolag a fiatal és érett giimokben mutathatd ki, mig egyéb novényi szervekben nem
detektalhatok (13. abra; Kevei és mtsai., 2002). A M. sativa nodGRP géncsalad elso vizsgalatai
alapvetd informaciodkat nyujtottak a nodGRP peptidek giimdspecifikus funkcidjarol.
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13. abra Northern blot analizis, mely megerositi, hogy ezek a gének specifikusan a fiatal (YN) és érett (MN)
giim6kben expresszalodnak. Kontrollként Msc27 gén expresszidja €s az RNS gél etidium-bromidos festése
lathato. Lucerna viragaiban (V), spontan giimoben (SG), fiatal giimében 7 dpi-nél (FG), érett giimdében 21 dpi-nél
(EG), gyokerekben (GY), hipokotilokban (H), levelekben (L) és szarakban (SZ), (Kevei és mtsai., 2002).

1.9.4 A nodGRP és NCR gének kozos jellemzdje a giiméspecifikus expresszio

A giimdspecifikus nodGRP és NCR géncsaladok multigenikus csoportokat alkotnak, melyek
gyakran klaszterekben helyezkednek el a genom kiilonboz6 régidiban. A nodGRP klaszterek
génszervezOdése alapjan megfigyelhetd, hogy a legtobb MtmodGRP gén két exonbdl all. Az
elsd exon koriilbeliil 80 bazisparbdl all, melynek nagy része a szignal peptidet kodolja, mig a
masodik exon, melynek hossza 200700 bp kozott van, a glicin-gazdag domént kodolja. Ez a
szerkezeti felépités adja az alapot a fehérjék miikodéséhez, mivel a szignal peptid funkcidja a
fehérje sejten beliili lokalizacigjanak meghatarozéasa, mig a glicin-gazdag domén valoszintileg
a fehérje funkcionalis aktivitidsat adja. Az evolicios elemzések soran megfigyelték, hogy a
nodGRP és NCR gének tobbszords génduplikacios eseményeken mentek keresztiil, melyek
hozzajarultak a diverzifikacidjukhoz, és lehetdvé teszik a ndvények szamara, hogy kiillonbozo,
egymast atfedo szakaszokban eltéré peptidekkel iranyitsak a glimofejlédést (Alunni és mtsai.,
2007; Downie ¢és Kondorosi, 2021). Az RT—qPCR (reverz transzkripcids polimerdz
lancreakcid, reverse transcription polymerase chain reaction) kisérletek igazoltdk ezen gének
kizarolagos giimdspecifikus expresszidjat (14. abra), ami kozvetlen kapcsolatra enged

kovetkeztetni a szimbiotikus nitrogénkotd folyamattal (Alunni €s mtsai., 2007).
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14. abra A nodGRP és NCR gének expressziés mintazata M. truncatula Kkiillonb6zo szoveteiben reverse
transcription-polimeraz lancreakciéval (RT-qPCR) meghatarozva. Az RT-qPCR reakcidkat olyan cDNS-sel
végezték, amelyet gydkerekbdl (GY), giimokbdl (G), levelekbdl (L), szarakbol (SZ) és viragokbdl (V) izolaltak.
Az NCR321 és NCR322 gének esetében a primerek hasonldé méretii amplikonokat eredményeztek mindkét génre,
és a keletkezett termékek szekvenalasa tette lehetové azok megkiilonbdztetését. Minden esetben az MtC27

ey

i

1.9.5 A M. truncatula nodGRP gének szekvencialis expresszidja és a nodGRP3C gén
kivalasztasa

A M. truncatula teljes genom szekvencidja lehetové tette a nodGRP géncsalad atfogod
azonositasat. Az M. truncatula nodGRP gének hasonloan glimdspecifikus expressziot
mutatnak, mint a korabban vizsgalt M. sativa nodGRP gének (Kevei és mtsai., 2002; Roux és
mtsai., 2014).

Az egyes nodGRP peptidek expresszidja a giimd fejlodésének meghatarozott zondiban torténik,
specifikus mintazatot mutatva (1. tdblazat). A génexpresszids adatok elemzése alapjan a legtobb
nodGRP gén elsOsorban az infekcids zona proximalis részében (ZIIp) €s az interzénaban (IZ)

expresszalodik magasabb szinten (Roux és mtsai., 2014). A géncsalad egyes tagjai azonban
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korai fejlodési stadiumban (ZI-ZII), masok késébb, az érett giimd nitrogénkotd zonajaban

(ZIIT) mutatnak fokozott aktivitast.

nodGRP
NodGRP1A
NodGRP1C
NodGRP1D
NodGRP1E
NodGRP1F
NodGRP1G
NodGRP1H
NodGRP1l|
NodGRP1)
NodGRP1K
NodGRP1L
NodGRP2A
NodGRP2B
NodGRP2C
NodGRP2D
NodGRP3A
NodGRP3B
NodGRP3C
NodGRP4
NodGRP5A

aminosavak szama
148,00
121,00
79,00
108,00
189,00
86,00
109,00
192,00
89,00
142,00
92,00
87,00
95,00
113,00
76,00
204,00
112,00
98,00
232,00
75,00

pl
9,37
7,98
9,60
7,08
9,12
9,94
4,12
4,57
6,94
7,05
5,03
4,96
8,92
9,30
9,06
4,90
5,59
10,40
9,56
4,90

Zl
6,00
0,00
1,10
6,00
0,30
0,30
0,10
1,30
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
8,50
0,00
0,00

zind
17,90
0,40
72,80
17,90
16,20
16,20
13,40
24,70
2,40
0,70
0,00
2,30
0,30
0,30
0,50
0,40
0,10
13,90
0,10
0,40

Zlip
54,50
41,60
25,70
54,50
77,90
77,90
81,70
58,70
31,80
33,00

2,30
65,80
60,90
60,90
27,90

5,40
0,60
60,10
23,90
63,90

1z
20,20
56,00
0,30
20,20
5,50
5,50
4,80
14,80
39,10
37,60
78,90
27,60
38,60
38,60
42,70
48,60
61,40
17,30
71,20
34,70

yAlll
1,40
2,00
0,10
1,40
0,00
0,00
0,00
0,40
26,70
28,70
18,80
4,30
0,20
0,20
28,80
45,40
37,80
0,30
4,90
0,90

1. tablazat A M. truncatula nodGRP gének szekvencialis expresszios mintazata az egyes giimézonakban
(Roux és mtsai., 2014 adatai alapjan). A piros szinnel kiemelt peptidek, koztikk a nodGRP3C, jelenleg kutatas
alatt allnak csoportunkban, kivalasztasuk alapjat elsésorban az eltérd expresszids mintazatuk adta.

A kutatocsoportunk jelenleg tobb nodGRP gén funkciondlis vizsgélatat végzi, amelyeket a

giimofejlodési zondkban mutatott specifikus expresszids mintdzatuk alapjan valasztottunk ki.

Ezen beliil kiemelten tanulmanyozzuk a nodGRP3C gént, amely a korai giimdfejlodés soran,

mar az infekcios zonaban (Z1Ip) er6sen, mig az interzonaban alacsonyabb szinten fejezddik ki

(1. tdblazat; 15. abra; Roux és mtsai., 2014) és emellett ennek a nod GRP-nek a legmagasabb az

izoelektromos pontja (pl).
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ZI: egyes zéna (Zone |, meristematic zone): a
glimo merisztematikus zénaja

ZIl: kettes zéna (Zone ll, infection zone): a giimé
infekciés zénaja

ZIld: kettes z6na disztalis része (Zone ll, distal)
Zllp: kettes zéna proximalis része (Zone Il
proxymal)

ZIll: harmas zona (Zone lll, nitrogen-fixing zone):

a gumo nitrogénkoté zonaja

ZIV: négyes z6na (Zone IV, senescence zone):

oregedési zona

15. abra Giimé zénak a M. truncatula névény gyokérgiimdjében. Piros vonallal jeloltik a nodGRP3C gén

crer

Z11d:13,9%, Z11p:60,1%, 1Z: 17,3%, ZI111:0,3%. (Roux és mtsai., 2014).

1.9.6 Giiméspecifikus glicin-gazdag fehérjék (nodGRP) szerkezete

A nodGRP peptidek szintén a szimbiotikus sejtekben expresszalodnak, szerkezetiikre jellemzo,
hogy egy N-terminalis szignalpeptidbdl és egy koriilbeliil 100-200 aminosavbdl all6 glicinben
gazdag érett polipeptidlancbol épiilnek fel (16. abra). Az érett fehérjék glicintartalma
kiemelkedden magas, elérheti a teljes aminosav-Osszetétel 30-40%-at, emellett jelentOs
mennyiségl lizin (10-15%) is megtalalhato benniik (Kevei és mtsai., 2002; Alunni és mtsai.,
2007). Osszesen legalabb 34 peptidet azonositottak eddig ebben a csaladban. Génexpresszidjuk
szigoruan szabdlyozott, térben ¢és id6ben 1is specifikus mintadzatot mutat a fejl6do
gyokérgiimdkben. Bar pontos funkcidjuk még nem teljesen ismert, feltételezések szerint a
nodGRP peptidek részt vesznek a baktérium-ndvény interakcidk szabalyozasdban,
membraninterakcid révén eldsegithetik a bakteroidok megfeleld differenciacidjat és miikodesét
(Kevei és mtsai., 2002; Alunni és mtsai., 2007). A nodGRP peptidek szabalyozasi haldézatanak
tovabbi vizsgalata kulcsfontossdgi lehet a glimOspecifikus gének expresszidjanak és a

bakteroid differenciacié pontos mechanizmusainak megértéséhez.

GLICINBEN GAZDAG FEHERJEK

MKTKLFVSVCFYALLLIFLYAIMPSEG-----G(30-40%)K(10-15%)------

SZIGNAL PEPTID + ERETT GLICINBEN GAZDAG POLIPEPTID
HASITASI (100 as)
HELY
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16. abra A giiméspecifikus glicinben gazdag nodGRP peptidek szerkezeti jellemzdi. A peptidek egy rovid, N-
terminalis szignalpeptiddel rendelkeznek, amely a szekrécid soran lehasad. Az érett, glicinben gazdag polipeptid
régioban (100-200 aminosav) a glicin (G) tartalom eléri a 30—40%-ot, emellett a lizin (K) is jelentés mértékben
(10-15%) jelen van (Kevei és mtsai., 2002; Alunni és mtsai., 2007 alapjan, modositva).

A nodGRP3C gén éltal kodolt peptid egy rovid, 98 aminosavbol allo fehérje, amely egy szignal
peptidet és egy érett, funkcionalis domént tartalmaz. A szignal peptid a fehérje szekrécios
utvonalra irdnyitasaért felelés, mig az érett peptidrész féleg glicinben gazdag aminosav
szekvenciakbdl all, amelyek fontosak lehetnek a fehérje biologiai aktivitasdban. A nodGRP3C
peptid erésen kationos tulajdonsagokkal rendelkezik, izoelektromos pontja (pI) 10,40, ami arra

utal, hogy pozitiv toltési fiziologias pH-nal.

1.10 A giimo szeneszcencidja: az oregedési folyamat molekularis szabalyozasa

A giimdszeneszcencia nemcsak az életkor eldrehaladtaval jard természetes 6regedési folyamat
eredménye, hanem kiillonboz6 kornyezeti stresszhatdsok, példaul vizhiany (Gogorcena ¢és
mtsai., 1995; Gonzalez és mtsai., 1998), magas nitratkoncentracié (Lorenzo és mtsai., 1990;
Swaraj és mtsai., 1993; Escuredo és mtsai., 1996; Matamoros ¢és mtsai., 1999), elhtz6do
sOtétség (Gogorcena és mtsai., 1997; Matamoros és mtsai., 1999; Pérez Guerra és mtsai., 2010),
illetve foszfinotricin-expozici6 (Seabra ¢€s mtsai., 2012) is eléidézhetik. Ezek a tényezdk mind
felgyorsithatjak a glimé sejtes struktirdinak lebomlésat, amely soran stressz- ¢s védekezési
gének expresszidja fokozodik (Van de Velde és mtsai., 2006).
Nemcsak kornyezeti, hanem genetikai tényezok is kivalthatnak id6 eldtti giimdszeneszcenciat.
Az elmult években tobb kutatas is kimutatta, hogy a M. truncatula Fix~ mutansainak (pl. dnf4,
dnf7-2, TR183, TR36, TRV36) giimdiben mar koran — akar két héttel az inokulacié utan —
elindulnak a lebomlasi folyamatok, melyeket gyors génexpressziods valtozasok, morfologiai és
funkcionélis eltérések kisérnek (Maunoury és mtsai., 2010; Horvath és mtsai., 2015; Kim és
mtsai., 2015; Horvath és mtsai., 2023).
Ezekre a mutansokra jellemzd, hogy:

e anitrogénkdtéshez sziikséges gének (példaul nifH) expresszidja gyorsan csokken,

o abakteroidok és a szimbiotikus sejtek koran degeneralodnak,

e a giimd strukturajat szaprofita rhizobiumok visszafoglalhatjak,

o aszimbiotikus sejtek posztmitotikus differenciacidja gatolt,

e aszeneszcencia marker gének (CP2, CP6, chitinase 2, PAP22) expresszidja fokozddik.
Mindemellett ezekben a giimdkben nem ndvekedik sem a szimbiotikus kapcsolat fenntartasban

szerepet jatszo6 gének (DNF2, SymCRK, RSD), sem a klasszikus védekezési markergén
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(PR10.1) expresszioja, ami azt sugallja, hogy a korai szeneszcencia foként proteolitikus
folyamatok altal irdnyitott, nem pedig immunvalasz altal kivaltott (Berrabah és mtsai., 2023;
Berrabah és mtsai., 2024).

A fenti mutansok elemzésébdl kirajzolodik, hogy a gyors giimdszeneszcencia kozos jellemzoje
lehet az ineffektiv Medicago—Sinorhizobium szimbiotikus kapcsolatoknak, fliggetlentil attol,
hogy pontosan melyik gén hibdsodott meg. Ezt a koncepciét Maunoury és munkatarsai (2010)
vezették be, amikor 15 kiilonb6zé novényi és bakteridlis Fix~ mutdnsvonalat hasonlitottak
Ossze. Megallapitottak, hogy a legtobb névényi Fix™ mutans az elsé kategoriaba esett, ahol a
giimOk hosszukas, Y-alaku, differencialt bakteroidokat tartalmaztak, és két f6 hullamban
zajlottak a transzkripcids valtozasok, amelyek nagyon hasonlitottak a vad tipusti névények
giimdiben tapasztalt mintazatokhoz, 4m a szeneszcencia mar nagyon koran, akar két héttel a
fertdzés utan elindult.

A TR36 ¢és TRV36 fenotipus genetikai hattere jelenleg még nem tisztazott, a TR183 fenotipus
viszont az NCR-new35 gén miikodésének elvesztéséhez kothetd (Horvath és mitsai., 2023).
Hasonlo, id6 eldtt 6regedd, nem-funkcionalis glimoket figyeltek meg a dnf4 (NCR211 delécio;
(Kim és mtsai., 2015) és a dnf7-2 (NCR169 delécio; Horvath és mtsai., 2015) mutansokban is.
Ezek az NCR gének egymast kovetd fejlddési szakaszokban aktivalodnak: az NCR-new35 a Il.
zonaban, az NCR211] az interzonaban ¢és a fiatal nitrogénkotd sejtekben (III. zéna), mig az
NCR169 az interzénatdl kezdve a teljes ZIII-ban expresszalodik.

A rhizobiumok giimén beliili ttléléséhez elengedhetetlen a ndvény szimbiotikus génjeinek
Osszehangolt miikodése, példaul a DNF2 (defective in nitrogen fixation), a SymCRK (symbiotic
cysteine-rich receptor-like kinase) €s az RSD (regulator of symbiosome differentiation) géneké
(Bourcy ¢és mtsai., 2013; Sinharoy és mtsai., 2013; Berrabah és mtsai., 2014). Ezek a gének egy
foszfatidil-fiiggd foszfolipaz C-szerii fehérjét, egy ciszteinben gazdag receptor kinazt és egy
C2H2 transzkripcios faktort kodolnak, és mutacidjuk nem-funkciondlis glimdket eredményez,
amelyeket er6s6dd noveényi védekezés (fenolos anyagok felszaporodasa, patogénvalasz-gének
indukcioja) ¢és differencidlatlan bakteroidok pusztuldsa jellemez. Ez azt mutatja, hogy a
giimdszeneszcencia és az immunvalasz kapcsolata Medicago giimdkben sokkal komplexebb,
mint kordbban gondoltuk (Berrabah és mtsai., 2023; Berrabah és mtsai., 2024).
Osszességében az idé elétti szeneszeencia, amely kiilonbzé genetikai hibakbol ered, nem csak
egyes mutaciok sajatossaga, hanem altalanos mintazatnak tlinik a hatastalan pillangosviragu—
rhizobium szimbiozisokban. Ennek alatdmasztisara a sajat vizsgalatainkban 6t kiilonbozo,
nitrogénkotésre képtelen Fix~ M. fruncatula mutinsvonal szeneszcencidjanak lefolyasat

elemeztiik, amelyek koziil haromban ismert NCR génhiba (dnf4: NCR211, dnf7-2: NCR169,
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TR183: NCR-new3)5), kettében pedig ismeretlen mutacié talalhaté (TR36, TRV36). Minden
vizsgalt mutansnal hasonld, 1idé eldtti szeneszcencia-jellemzdoket taldltunk, kisebb
kiilonbségekkel a folyamat iddbeli lefolydsdban, ami megerdsiti, hogy a korai
giimOszeneszcencia a nem-funkciondlis Medicago—Sinorhizobium kapcsolatok kozos

kimenetele.
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2. CELKITUZESEK

Kutatdsom kozponti célkitlizése a szimbiotikus nitrogénkotés zavarara adott ndvényi
valaszreakciok, kiilondsen a korai giimdszeneszcencia folyamatanak vizsgéalata. FO kérdésiink
az volt, hogy a kiilonb6zé genetikai hatteri Fix~ M. truncatula mutansok hasonlo

szeneszcencia-valtozasokat mutatnak-e?

Az alabbi kutatasi kérdések vizsgalatat tiiztem ki célul:

1. Milyen kozos sejtes €és molekularis jellemzok figyelhetok meg kiillonbozé Fix~ M.
truncatula mutansok korai giimdszeneszcenciaja soran?
A cél az volt, hogy részletesen feltarjuk azokat a konzisztens vonasokat — példaul a nifH
expresszi0 korai lecsokkenése, bakteroid-degradacid, endodermisz zarddasa,
szeneszcencia marker gének aktivacidja — amelyek kiillonbozdé génhibak mellett is k6zds
mintazatot mutatnak a glimokben.

2. Kivalt-e a nodGRP3C gén expresszidjanak valtozdsa hasonld szeneszcencia-
folyamatokat, mint amiket a Fix~ mutdnsok esetében megfigyeltiink?
A transzgenikus nodGRP3C antiszensz, RNAI és overexpresszalod vonalak elemzésével
arra kerestem valaszt, hogy e gén miikodése mennyiben befolydsolja a glimok
fejlodéset, miitkodését és életciklusat, és hogy a kialakulod eltérések hasonlosagot
mutatnak-e a Fix™ mutdnsok szeneszcencia jellemzdivel.

3. Altalanosithato-e a korai giimdszeneszcencia mint valasz a szimbiotikus miikodés
zavaraira?
A kiilonb6z6 genetikai eredetli mutaciok osszehasonlito elemzésével célom volt annak
megértése, hogy a szeneszcencia mintdzatai mennyire tekinthetdk univerzalis valasznak

a hatastalan szimbidzisra, vagy specifikusan a génekhez kothetok.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kldnozas / Vektorok létrehozasa

A nodGRP3C antiszensz (nodGRP3C AS) novényeket a CaMV 35S promoterrel kifejeztett
forditott iranyt nodGRP3C (Medtr2g069245) kodolo szekvenciaval csendesitettiik el, azaltal,
hogy a transzgenikus és nativ nod GRP3C mRNS nukleotidjai bazisparosodas soran duplaszala
RNS-t alkotnak, melyet felismer a ndvény endogén RNS-interferencia rendszere és a DICER
enzim révén elvagja a vele komplementer mRNS szekvenciakat.

Az RNAI konstrukcidoknal a vektor onmagaban 1étrehozza a duplaszala RNS mindkét szalat. A
nodGRP3C kodolo szakaszanak 279 bp-jét (a teljes masodik exont) 5-3” €s 3°-5” irdnyban is a
L. japonicus ubiquitin 1 promoéter (LjUBQI10) vezérlése ala helyeztik, amely minden
sejttipusban aktiv. A konstrukciét a foszfinotricin (PPT/BASTA) rezisztenciat biztosito
pCAMBIA3301 vektorba helyeztiik. Az RNAIi vonalak 1étrehozéasara azért volt sziikség, mivel
az AS vonalbol csak két novény allt rendelkezésiinkre, melyeknek nem maradt fenn életképes
utdda.

A nodGRP3C thltermeld vektor nagyban hasonlit az RNA1 vektorhoz, csak itt a teljes kodolo
szakaszt (szignal peptiddel egytitt) fejezi ki a LjUBQ10 promoter a pCAMBIA3301 vektorban.
A M. truncatula (R108) ndvények stabil transzformaldsat A. tumefaciens kozvetitésével
végeztik a standard levélkorong-modszer modositott protokollja alapjan ( Hoffmann és mtsai.,

1997; Crane és mtsai., 2006; Cosson €s mtsai., 2006), PPT szelektal6 taptalaj alkalmazéasaval.
3.2 Novényi anyag és novekedési koriilmények

Kisérleteinkben M. truncatula kiillonb6zd okotipusait és mutans vonalait alkalmaztuk. Vad
tipusu kontrollként az A17, Jemalong 5 és R108 genotipusokat hasznaltuk. A Fix~ mutansok
koziil a dnf4 €s dnf7-2 vonalakat gyors neutron-besugarzassal hoztak 1étre A17 névényekbdl
(Starker és mtsai., 2006; Horvath és mtsai., 2015; Kim és mtsai., 2015), mig a TR36, TRV36
¢s TR183 mutansokat y-sugarkezeléssel allitottak eld Jemalong 5 ndvényekbdl (Sagan és
mtsai., 1995; Morandi és mtsai., 2005; Maunoury ¢és mtsai., 2010; Horvath és mtsai., 2023).
Stabil transzformans vonalak 1étrehozasara leginkabb az R108 dkotipus az alkalmas (Wen ¢€s

mtsai., 2019).

3.2.1 A magok csiraztatasa

A M. truncatula magok felszinének megsértését €s a fertdtlenitését 96%-os tomény kénsavban

4 percig torténd aztatassal értiik el, majd a kénsav eltavolitasa utan, hideg steril desztillalt vizzel
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tobbszor atmostuk. A sterilizalt magokat 0,8% agart tartalmaz6 lemezen csiraztattuk 1 napig
hiitészekrényben (4°C, sotétben) majd ezt kovetden 2-3 napig szobahOmérsékleten (24-26 °C,

sOtétben).

3.2.2 A novények nevelése

A novényeket hosszunappalos fényviszonyok mellett (16 6ra megvilagitas/ 8 oOra sotét)
neveltiik, 25 °C-on, liveghazi koriilmények kozott. A kisérleteket sterilizalt zeolitban végeztiik,
a M. truncatula Handbook ajanlasai alapjan (https://www.noble.org/medicago-handbook/). A
tapoldat alacsony nitrogéntartalmu Fahreus (0,7 mM KH;PO4, 0,8 mM Na,HPOj4, 0,5 mM
MgSOs4, 0,9 mM CaCly, 20 uM vas-citrat, pH 7.4, autoklav utan: 1,6 uM H3BO3, 0,6 uM CuSOs,

0,5 uM NaMoOs, 0,6 uM ZnSO4, 0,6 uM MnSOys) volt, és kétnaponta dntoztiik tigy, hogy a
nedvességtartalom megfeleld legyen a novények fejlodéséhez.
Az EdU (5-etinil-2’-dezoxiuridin) inkorporacids kisérletekhez a csirdkat etilén-bioszintézis
inhibitorral, -1 mM aminoetoxi-vinil-glicinnel (AVG)- kiegészitett, pH 6,5-re bedllitott BNM
(Buffered Nodulation Medium, 6sszetevok 1 literben, pH 6.5: CaSO4 - 2H>0: 344 mg, MES -
H>0: 390 mg, NaFe-EDTA: 18,35 mg, ZnSO4 - 7TH>0: 4,6 mg, H3BOs: 3,1 mg, MnSO4 - H>O:
8,45 mg, Na2MoO4 - 2H>0: 250 mg, CuSO4: 16 mg, CoClz - 6H20: 25 mg, MgSO4 - 7TH20:
122 mg, KH2PO4: 68 mg, Kalys agar: 11,4 g) taptalajon neveltiik enyhén megdontott,
fiiggolegeshez kozeli helyzetben, steril koriilmények kozott (Ehrhardt és mtsai., 1992).

3.3 Bakterialis torzsek és inokulacio

A Jemalong 5 és A17 vonalakhoz a Sinorhizobium medicae WSM419, mig az R108 vad tipust
hattérbdl szarmazoé mutansokhoz a Sinorhizobium meliloti Rm41 baktériumtorzset alkalmaztuk.
Mindkét baktériumtorzset TA tapkozegben (OsszetevOk 1 literben: 10 g tripton, 1 g
élesztokivonat, 5 g NaCl, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl,, 15 g agar) novesztettiik 30 °C-on 48
oran keresztiil. A novényeket ezt kdvetden ODsoo = 0,6—0,8 siirliségli (megkdzelitdleg 68
108 sejt/ml) kultaraval fertdztiik, amelyet alacsony nitrogéntartalmi Fahreus-oldatban
szuszpendaltunk. Az inokulumot steril zeolit felszinére vittikk fel, 1-2 mL mennyiségben

csiranként.

3.4 Stabil transzformans novények eléallitasa

A kisérlet elején A. tumefaciens EHA105 torzs oldataban dztattuk a steril R108 levéldarabokat,

majd a regenerdcié sordn a kialakuld kallusz-szoveteket BASTA tartalmt téptalajon
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szelektaltuk (Hoffmann és mtsai., 1997; Crane ¢és mtsai., 2006; Cosson és mtsai., 2015). Ebben
a rendszerben a konstrukcioba épitett bar gén biztosit rezisztenciat a foszfinotricinnel szemben,
igy kizardlag a transzgenikus hajtasok voltak képesek tovabb fejlédni (17. A dbra). A
hajtasokbdl in vitro koriilmények kozott neveltiink teljes novényeket (T0-nemzedék), amelyek
gyoOkeresités utan zeolitba (17. B abra), majd foldbe iiltetve fejlédtek, és magot hoztak. A
transzgén jelenlétét PCR-rel validaltuk LjUBQI0 promoter-specifikus primerekkel (2.
fiiggelék), és RT-qPCR-elemzésekkel (primerek: 2. fiiggelék) igazoltuk a géncsendesités

mértékét. A T1 és T2 generaciokkal végeztiik a fenotipusos és molekularis vizsgalatokat.

17. abra Stabi trasforménsM trunc:itula (R108) niinyek eloallitasa nodGRP3C OE konstrukcioval.
R108 novények levélszoveteibdl kialakulo kalluszok és regeneralodo hajtasok in vitro koriilmények kozott (A),
stabil transzformans novények fejlédése és novekedése zeolitban tiveghdzi koriilmények kozott (B).

3.5 Mikroszkopos vizsgalatok

Idépontonként és bioldgiai ismétlésenként 4-5 ndvényrdl szarmazo 7-8 giimot gyiijtottiink. A

glimoket a fertézést kovetden, megadott napokon (7, 8, 10, 15, 17, 21 dpi) gyiijtottik be.

Bakteroid izolalas:

Az izolalt bakteroidpopulacié méreteloszlasdnak meghatirozadsdhoz a glimdket folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, finom porra 6roltiik, majd 1xPBS-ben (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g
Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 / liter, pH 7,4) szuszpendaltuk (Starker és mtsai., 2006; Kim ¢és
mtsai., 2015). A glimOmaradvanyokat rovid centrifugélassal (100 g, 5 perc) tavolitottuk el. A
tisztitott feliiluszot CellTrics® sziirén (10 pm haloméret, Sysmex Partec) szlrtilk at. A

baktériumokat centrifugéldssal (4400 g, 10 perc) iilepitettiik.

36




crer

e ey

mikroszkopos képeken elemeztiik (Olympus FV10-ASW 4.0 szoftverrel). Atlagosan 200-300

bakteroid hosszmérését végeztiik idépontonként, genotipusonként (ImagelJ).

Az ¢éld/elhalt bakteroidok festését friss glimOmetszeteken, PBS-ben (pH 7,4) végeztiik, 5 uM
Syto 9 és 30 uM PI (LIVE/DEAD BacLight Viability Kit, Life Technologies) hozzaadasaval,
20 percig, szobahomérsékleten. A Syto9 a membranon atjutd, nukleinsavhoz kotédo, zold
fluoreszcencigju festék (gerjesztés: 488 nm, emisszio: 500-530 nm), mig a PI a sériilt
membranu vagy elhalt sejtekben és az atalakult bakteroidok membranjan &tjutva piros
fluoreszcenciat ad (gerjesztés: 543—561 nm, emisszio: 590-630 nm). A metszeteket ultratiszta
vizzel oOblitettikk, majd Olympus Fluoview FV1000 (Olympus) vagy Leica SP5 (Leica)
konfokalis 1ézerpasztaz6 mikroszkoppal vizsgéltuk. Az endodermisz kék autofluoreszcenciajat
UV-fényben (gerjesztés: 405 nm, emisszid: 430—480 nm) rogzitettiik.

Az izolalt bakteroidok hosszat (vonalanként és idépontonként 10 kép, harom filiggetlen
kisérletbdl, ~500—-1000 sejt) a mikroszkdp sajat szoftverével (Olympus FV10-ASW 4.0 verzid)
mértilk, a f6 tengely mentén a két sejtvégpontot Osszekdtd egyenes hosszanak

meghatarozasaval.

Hisztokémiai GUS-festést formaldehiddel fixalt giimOkon végeztiink (Horvath és mtsai., 2015).
A GUS-riporter gént hordozd S. medicae WSM419 fertdzések esetén a nifH promoter
aktivitasat GUS-festéssel tettiik lathatova. A giimoket atmostuk PBS-sel, majd 2 mM X-Gluc
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronid) oldatban inkubaltuk 37 °C-on 2-4 O6rén
keresztiil. A kék csapadék megjelenése a nifH promoter mitkodését jelzi. A mintadkat agar6zba
agyaztuk (5%), ezutan 70-100 pm vastag metszeteket készitettiink mikrotommal (MICROM
HM 650 V), és fénymikroszkopos (Zeiss Axioskop 40) felvételeket készitettiink. A GUS-
riporter aktivitdsanak meghatarozasahoz az Imagel] program szabadkézi kijel6ld eszkozével
(Schindelin és mtsai., 2012) mértiik meg a kék szinli festést mutato tertileteket. A GUS-pozitiv
és a teljes glimdteriiletet kiilon-kiilon hatdroztuk meg, majd a relativ jelintenzitast a GUS-festett
teriilet €s a teljes glimOteriilet hdnyadosaként fejeztiik ki. Az értékeket minden idépontban (dpi)

a megfeleld vad tipust kontrollhoz viszonyitva normalizaltuk.
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3.5.1 EdU-jelolés (S-fazis detektalasa)

A novények gyokérrendszerét teljesen bemeritettiik 10 mL folyékony BNM-tapoldatba, amely
30 uM EdU-t (5-ethynil-2’-dezoxiuridin) tartalmazott, és 50 mL-es polipropilén kémcsdvekben
helyeztiik el. Az EdU-jel6lést 15 oran at végeztiik, majd a mintakat frissen készitett, 4%-os
paraformaldehidet és 0,1% Triton X-100-at tartalmazo PBS-ben fixaltuk, 1 6ran keresztiil. Az
Alexa 488 azid-alapu EdU-kimutatast és a konfokalis mikroszkopos vizsgalatra valo
mintaelokészitést Vanstraelen és mtsai.,, 2009; Kotogany és mtsai., 2010 modszere szerint
végeztik. Roviden: a gliméket és ~0,5 cm hosszi gyokércsucsokat 96 lyuku mikrotiter
lemezekbe helyeztiik, PBS-ben. A gyokércsucsokat pozitiv kontrollként is hasznaltuk az EQU-
jelolés és kimutatas soran. A PBS-t minden lyukban frissen készitett EdU-detektald koktéllal
(a gyarto utasitasai szerint készitve) helyettesitettiik, majd 200 rpm-en, s6tétben rdztuk 1 6ran
keresztiil. Ezt kovetéen a koktélt 1 pg/mL DAPI-t (4',6-diamidino-2-fenilindol) tartalmazé
PBS-re cseréltiik, és 1 6ran at inkubaltuk. A mintakat egyszer PBS-ben mostuk 15 percig, majd
Fluoromount-G antifade oldattal (Southern Biotechnology Assoc., Birmingham, AL, USA)
agyaztuk be. Az EdU-pozitiv sejtmagok szdmat kézzel hataroztuk meg az Imagel szoftver
(Schindelin és mtsai., 2012) tobbpontos kijeldld eszkdzével szamoltuk meg. A konfokalis
képek maximalis intenzitasprojekcioit elemeztiik, ¢s minden egyes EdU-jelolt sejtmagot
egymas utani kattintdsokkal jel6ltiink meg, ami automatikusan létrehozta és a képernyén

megjelenitette az 0sszesitett darabszamot.

3.5.2 Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok

A gyokérgiimok fixalasa 2,5%-os glutaraldehiddel (Sigma-Aldrich) tortént PBS-ben, 4 °C-on,
egy €jszakan at. A fixalast kovetden a mintakat desztillalt vizzel mostuk 15 percig, majd 2%-
os ozmiumsav-oldattal (Sigma-Aldrich) kezeltiikk 1 6ran keresztiil (Millonig, 1961). Ezutan
ujabb desztillalt vizes oblités (10 perc) kovetkezett, majd a mintak fokozatosan emelkedd
koncentracioju etanol sorozattal (50%, 70%, 90%, 96%, 100%, 100%; mindegyik lépésben 10
percig) lettek viztelenitve. Az etanolos kezelés utan a mintakat 1,2-propilén-oxiddal (Millipore,
Burlington, MA, USA) kezeltik 5 percig, majd Durcupan ACM (Sigma-Aldrich)
epoxigyantdba agyaztuk Oket. A gyanta impregnaldsdhoz propilén-oxid €s epoxigyanta
kiilonboz6 aranya keverékét hasznaltuk (3:1, 1:1, 1:3; mindegyik aranyban 1 6ran at). Ezt
kdvetden tiszta gyantaba helyeztiik a mintdkat kétszer 1 6rara, majd szobahdmérsékleten tiszta
gyantaban hagytuk oket egy ¢jszakan at. A gyantablokkok polimerizacidja 56 °C-on, 48 6ran

keresztul tortént.

38



Az igy elkészitett gyantablokkokbol ultramikrotom segitségével (Ultracut UCT, Leica;
Wetzlar, Németorszag) 50 nm vastagsagli metszeteket készitettiink, amelyeket formvarral
bevont rézracsokra helyeztiink (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). A
metszetek kontrasztozdsa 2%-os uranil-acetat-oldattal (Electron Microscopy Sciences; 2%
oldat 50%-os etanolban) és 2%-os olom-citrattal (Electron Microscopy Sciences; 2% oldat
desztilldlt vizben) tortént (Reynolds, 1963). Az ultramikroszképos vizsgélatokat JEM-
1400Flash transzmisszios elektronmikroszkoppal (JEOL; Tokyo, Japan) végeztiik. A metszetek
alacsony nagyitas (500-2000x) szisztematikus attekintése utdn a szimbiotikus sejtek
kivalasztasat kovetden 16 bites szilirkearnyalatos képeket rogzitettiink 800—10000x miiszeres

nagyitassal, Matataki Flash sCMOS kameraval (JEOL).
3.5.3 Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

A 0,1 pm porusatmérdji polikarbonat membranra (Merck) 10 pl 0,01%-o0s poly-L-lizint
cseppentettiink, majd 5 pl bakteroid izolatumot szaritottunk rd. Ezutan legalabb egy 6rdn at
vagy egy teljes éjszakan at, 4 °C-on, 2,5%-o0s glutaraldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk. Majd
fokozatosan emelkedd koncentracidji etanol sorozatban (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%,
96% és végiil tobbszor cserélt 100%) dehidrataltuk a mintdkat, mindegyik lépésben legalabb 1
ora idétartammal. A mintadk eredeti szerkezetének megdrzése érdekében kritikus-pont szaritast
alkalmaztunk (K850; Quorum Technologies Ltd). Szaritas utan a mintakat 10—15 nm vastag
aranyréteggel vontuk be Quorum QI50T ES (Quorum Technologies, Lewes, UK)
katodporlasztd segitségével. A pasztazd elektronmikroszkopos vizsgalatokat JEOL JSM-
7100F/LV tipusu késziiléken végeztiik, amely termikusan segitett téremisszidt (T-FEG) hasznal
a nagy felbontés elérésére, tovabba lehetdvé teszi a magas €s alacsony vakuumban torténd

méréseket is.

3.6 Génexpresszios analizis (RT-qPCR)

Vonalanként és idépontonként, biologiai ismétlésenként 6-8 noveényrdl szdrmazo, 6sszesen 20—
30 glimdt gytjtottiink be a fertézést kovetd 7., 11. és 15. napon (dpi), majd azonnal folyékony
nitrogénben fagyasztottuk. A teljes RNS-t a ZR Plant RNA MiniPrep készlettel (Zymo
Research) izolaltuk.

A cDNS szintézishez 1 pg teljes RNS-t hasznaltunk, amelyet 20 pL reakcidtérfogatban irtunk
vissza a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel (Applied Biosystems). Az RT-
qPCR méréseket StepOne Plus késziiléken (Thermo Fisher Scientific) végeztiik, a PowerUp
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) felhasznaldsaval, a gyart6 utasitasai szerint.
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A cikluskiiszobértékeket (Ct) meghataroztuk, majd az adatokat a StepOne szoftver v2.3
segitségével elemeztiik. A relativ expresszids szinteket a AACt modszerrel szamoltuk ki, a 40S
riboszomalis fehérje S19 génjét referenciagénként hasznalva (Nagymihaly, 2017). A

vizsgalatban alkalmazott primerek listajat a 2. fiiggel€k tartalmazza.

3.7 Transzkriptomikai elemzés

A transzkriptomikai kisérletekhez zeolitban neveltiik a vad tipusu R108 (kontroll) és az R108
genetikai hatteri, nodGRP3C AS és OE konstrukcidt hordozo ndvényeket, majd S. meliloti
Rm41 baktériummal fertdztiik. A fertézés utan 8 nappal gytjtottilk be a giimoket, majd a
mintakat azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben. Az RNS izoldldsara a Quick-RNA
Plant Miniprep (Zymo Research) kitet hasznaltuk, az esetleges DNS-szennyezddéseket DNaz
kezeléssel tavolitottuk el. Az RNS-ek mennyiségi €s mindségi paramétereit Agilent 2200
TapeStation (Agilent Technologies) késziilékkel ellendriztiik. Az RNA-seq-hez kilenc mintat
készitettiink (3x control, 3x nodGRP3C OE, 3x nodGRP3C RNAi, 8 dpi). A mintdk tobb
egyedbdl poolozott giimd RNS-ek voltak; a poolok és forrdsazonositok részleteit az 5. fliggelék
tartalmazza. Ezt kdvetden tovabbitottuk szekvenaldsra a Novogene cégnek, ahol transzkripcios
elemzést végezték (lasd: 6. fliggelék).

Az adatok elemzéséhez a nyers szekvenalasi leolvasasokat a Trim Galore eszkozzel vagtuk meg
(v0.6.10, https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore). A tisztitott leolvasasokat a M.
truncatula (MtrunA17r5.0-ANR) és a S. meliloti (ASM696v]) referencia szekvencidkhoz
illesztettiik a Salmon (v1.10.3) programmal (Patro és mtsai., 2017), 10 bootstrap futassal és az
validate Mapping opcid bekapcsoldsaval. A mennyiségi adatok atalakitasat a wasabi eszkozzel
(v1.0.1) végeztiik, majd statisztikai elemzést a Sleuth (v0.30.1) programmal hajtottunk végre
(Pimentel és mtsai., 2017). A nyers olvasasi szamokbol TMM-FPKM normalizalt expresszios
értékeket szamitottunk az edgeR program segitségével (v4.4.0, Robinson és mtsai., 2010). A
feltételek kozotti differencidlis génexpresszio-elemzést a DESeq2 (v1.46.0) segitségével
végeztiik (Love és mtsai., 2014). A vizsgalt gének expresszidjat hétérképeken abrazoltuk a

ComplexHeatmap (v2.22.0, Gu és mtsai., 2016) és az R program (v4.4.2) kdrnyezetében.

3.8 Aramlasi citometria (Flow cytometry)

A giimdkben zajlo endoreduplikacidé mértékének becsléséhez a sejtmagi DNS-tartalmat mértiik
aramlési citometridval. 7, 11 és 15 dpi gliimoket jéghideg, 45 mM MgClz, 20 mM MOPS, 30
mM natrium-citrat, 0,1% Triton X-100 (pH 7,0) 6sszetételi oldatban ,,chopping” (pengével
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darabolas) modszerrel szétdaraboltuk (Galbraith és mtsai., 1983). Az izolalt sejtmagokat 30
um-es nylon szlir6n szirtiikk at, majd 10 uM propidium-jodiddal (PI) festettiik. A sejtmagok
DNS-tartalmat Beckman MoFlow Astrios citométerrel (Beckman Coulter) elemeztiik. A 2C,
4C, 8C, 16C, 32C, 64C csucsok aranyabol kovetkeztettliink az endociklusokra.

3.9 Fehérjekivonas és Western blot

A gimOkb6l a megadott iddpontokban Osszegyijtott mintakbol teljes  oldhato
fehérjeextraktumot készitettiink, 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5%
Triton X-100 és proteazgatlod koktél (Complete, Merck Millipore) tartalmt pufferben.

tel (Thermo Fisher Scientific) hatdroztuk meg. A fehérjéket 12%-os SDS—poliakrilamid gélen
valasztottuk szét, majd PVDF membranra (Immobilon-P, Merck Millipore) blottoltuk, és anti-
leghemoglobin poliklonalis ellenanyaggal inkubaltuk. A Ponceau S festés loading kontrollként
szolgélt, bizonyitva, hogy minden mintabol hasonlé mennyiséget vittiink fel a gélre és igy a
kiilonbségek valdsak.

Az anti-leghemoglobin (M. sativa Lb3) ellenanyagot — Dr. Carroll P. Vance-t6] (University of
Minnesota USDA ARS) kapott ajandékként (Wycoff, 1998; Cordoba és mtsai., 2003)— 1:1000
aranyban higitva hasznaltuk. Masodlagos ellenanyagként kecske anti-nyul IgG (H + L)-HRP
konjugatumot (#1706515, Bio-Rad Laboratories) alkalmaztunk.

3.10 Felhasznalt programok

Szekvenciaillesztés:

A genomi régiok illesztését, és a konstrukciok megtervezését a Clone Manager (Scientific &
Educational Software, Cary, NC, USA) és a Vector NTI programokkal végeztiik.
Szignalpeptid (SP) régidok meghatarozasa:

A SP-ek azonositasara a SignalP 5.0 (Almagro Armenteros és mitsai.,, 2019) programot
hasznaltuk.

Képszerkesztés:

A mikroszkopos felvételek utdlagos szerkesztését €s a mennyiségi kiértékeléseket az Imagel
version 1.53  (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,

https://imagej.nih.gov/ij/) programmal végeztiik.

Abrak és diagramok készitése:
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A kiilonb6z0 grafikonok €s diagramok elkészitéséhez és a statisztikai elemzéséhez a GraphPad

Prism version 10 (San Diego, California USA, www.graphpad.com) szoftvert hasznaltuk.

Irodalmi hivatkozasok kezelése:
A szakirodalmi hivatkozasok gytjtésére, rendszerezésére €s formazasara a Zotero 6.0. (Roy
Rosenzweig Center for History and New Media, George Mason University, Fairfax, VA, USA,

https://www.zotero.org/)  programot  hasznaltuk, amely integralhaté a  word

szovegszerkesztdvel.

3.11 Adatkiértékelés és statisztika

A mennyiségi eredményeket legalabb harom, egymastol fiiggetlen bioldgiai ismétlésbol
nyertlik, minden esetben harom technikai parhuzamossal. A két csoport kozotti 6sszehasonlitast
altalaban paros t-probaval végeztiik. Tobb csoportos dsszehasonlitas esetén ANOVA (Tukey
vagy Dunnett post hoc teszt) modszert alkalmaztunk. Az adatfeldolgozas és a statisztikai
analizis GraphPad Prism 10 programmal tortént. Szignifikans kiilonbséget p <0,05 érték alatt
fogadtunk el.

42


http://www.graphpad.com/
https://www.zotero.org/

4. EREDMENYEK
4.1 A giim6k novekedésének és a nifH promoéter::GUS aktivitasanak valtozasai a dnf4,
dnf7-2, TR183, TR36 és TRV36 mutansokban

A dnf4 ¢és dnf7-2 mutansokat M. truncatula Jemalong Al7 hattérben gyors
neutronbesugarzassal, mig a TR183, TRV36 és TR36 mutansokat Jemalong 5 6kotipusban vy-
sugarzasos mutagenezissel hoztdk létre. A giiméfejlédés nyomon kovetéséhez e mutansokat
sajat vad tipusu kontrolljaikkal hasonlitottuk 6ssze. A kisérletek soran a ndvényeket S. medicae
WSM419 torzzsel fertdztiik, amely a nifH promoter::GUS (PnifH::GUS) riporter konstrukciot
hordozta. A glimdket a fertdzést koveto 7., 10., 15., 17. és 21. napon gytijtottiik be. A mintak
hosszanti metszetein mikroszkoposan vizsgaltuk a glimd szerkezetét, és vizsgaltuk a glimok
méretét, a GUS hisztokémiai festddés mintazata alapjan (18. A, B 4bra).

A 7. napon a giimék hossza a vad tipusu és a mutans novények esetében hasonlé volt. Az A17
¢s J5 vad tipusu giimok mérete a vizsgalati idoszak végéig folyamatosan ndvekedett, ezzel
szemben a dnf4, dnf7-2 és TR183 mutansok giimdi ebben az idészakban nem mutattak tovabbi
novekedést, mig a TRV36 és TR36 vonalak esetében mérsékelt hosszusagbeli gyarapodas volt
megfigyelhetd (18. A abra).

Az érett bakteroidok jelenlétét, aminek markere a nitrogenaz enzimkomplex (nifHDK operon)
expresszioja, a nifH promoter:: GUS aktivitas segitségével kovettiik (18. B abra, 1. fliggelék). A
7. napon a GUS-festddés mintazata a vad tipust (A17 és J5) és a dnf4, dnf7-2, TR183, TR36
mutans giimoékben nagyrészt megegyezett: jOl elkiilonithetd zonazottsag és erds festddés volt
eltért: itt kevesebb GUS-pozitiv szimbiotikus sejt volt jelen, ami kisebb mértékii fejlodési
elmaradast valoszintsitett. A 10. és 15. napon, majd késébb (17. és 21. napon) a vad tipusu
giimOkben a GUS-pozitiv sejtek szdma tovabb nétt, mig a dnf4, dnf7-2 és TR183 mutansokban
az aktivitas csak a fiatal ZIII sejtekben maradt fenn. A TRV36 és TR36 giimdkben a pozitiv
sejtek szdma a koztes iddpontokban emelkedett, de a vizsgalat késdbbi szakaszdban — a tobbi

mutanshoz hasonldan — csokkent.
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18. dbra A giim6k novekedése és a PnifH::GUS aktivitas alakulasa vad tipusu és Fix™ giimdékben. (A) A
giim6hossz mérése a fertdzést kovetd 7., 10., 15., 17. és 21. napon vad tipusu (A17, J5) és Fix™ (dnf4, dnf7-2,
TR183, TRV36, TR36) genetikai hattérben. A boxplot diagramok az adott idépontban mért giiméhosszak
eloszlasat mutatjak. Az adatok harom fiiggetlen biologiai ismétlésb6l szarmaznak, minden ismétlésben
idépontonként 5 novényrél 7-8 giimoét mérve. (B) GUS hisztokémiai festés agardzba adgyazott glimOmetszeteken
a fert6zést kovetd 7., 10. és 15. napon. A kék szinez6dés a PnifH::GUS riporter aktivitasat jelzi. Méretarany: 0,5
mm.

A PnifH::GUS aktivitds mennyiségi értékeléséhez a GUS-festés soran megjelent kék teriiletek
aranyat hataroztuk meg a teljes gliméfeliilethez viszonyitva (19. dbra). A GUS-pozitiv teriilet
nagysaga a dnf4 mutansban a 17. napon, a dnf7-2 vonalban pedig a 21. napon jelentdsen
visszaesett. A TR183 esetében a festett teriilet kezdettdl kisebb volt a tobbi mutanshoz képest,
¢és folyamatosan csokkent. A TRV36 és TR36 giimékben ezzel szemben a GUS-pozitiv teriilet

a 15., illetve 17. napig ndvekedett, majd ezt kovetden drasztikus csdkkenés kovetkezett be.
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19. abra A PnifH::GUS riportergént expresszalo baktériumokat tartalmazé névényi sejtek mennyiségi
értékelése. Az oszlopok a GUS-pozitiv teriilet aranyanak atlag + szorasat mutatjak, a vad tipust kontrollhoz
viszonyitva normalizalva. A csillagok a megfelel6 vad tipusu kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget jellnek
az adott idéponton, egyutas ANOVA-elemzés alapjan (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; ns:
nem szignifikans). Az adatok harom fliggetlen kisérletbdl szarmaznak, mindegyikben 6—8 giimé vizsgalataval.

4.2 A differencialodott bakteroidok fokozatos eltiinése a Fix- M. truncatula

mutansokban

A bakteroidok hossza jol jellemzi differencialtsagi allapotukat. Laboratoriumi tenyészetben,
illetve differencialatlan forméban a S. medicae sejtek éaltaldban 1-2 um hosszuak, a sejtciklus
fazisatol fliggden. Szimbiodzis sordn azonban a bakteroidok akar 10 pm-re is megnyulhatnak, és
a 2 um-nél hosszabb sejtek differenciacio alatt allonak tekinthetok.

A differencialtsag vizsgalatdhoz a vad tipust és Fix~ mutans gimokbdl szarmazo
bakteriumpopuléaciokat izolaltuk, hdékezeléssel inaktivaltuk, majd propidium-jodiddal (PI)
festettiik, és konfokalis mikroszkdpiaval vizsgaltuk (20. dbra). A fertdzést kdvetd 7. napon
minden giimdtipusban jelen voltak megnytlt bakteroidok. A vad tipust giimdkben ez a
sejtcsoport egészen a 21. napig — a vizsgalat legkésdbbi idépontjaig — fennmaradt. Pontszerti,
nem differencialodott baktériumok a ZII korai részében és az infekcios fonalakban talalhatok,
de aranyuk egyre kisebb, ahogy a giimd Oregszik. Szeneszcens giimdk esetében ismét
megjelennek, és egyre gyakoribba valnak a pontszerli forméak, amik az infekcios fonalakbol

kiszabadult és a halott anyagon elszaporodott szaprofitava valt rhizobiumok.
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A vad tipusu giimoékkel szemben a mutans giimékben (dnf4, dnf7-2, TR183 és TRV36) a
megnyult bakteroidok aranya 15., illetve 17. naptol kezdve fokozatosan csokkent, mikdzben
egyre nagyobb hanyadot képviseltek a kisméretli, differencidlatlan, szaprofitikus jellegii
baktériumok. A 21. napra ezek az utébbiak valtak dominanssa mind a négy mutansban. Hasonlé

tendencia volt megfigyelheté a TR36 giimokben is, bar itt a valtozas késleltetve kovetkezett be.
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20. abra A rhizobium populacié 6sszetételének valtozasai vad tipusu és Fix~ mutans giimékben. Propidium-
jodiddal festett, izolalt bakteriumpopulaciok konfokalis mikroszkopos felvételei vad tipusu (A17 és J5) és Fix™
mutans (dnf4, dnf7-2, TR183, TRV36 és TR36) giimokbdl, a fertézést kovetd 7., 10., 15., 17. és 21. napon.
Meéretardny: 5 pm.

A megfigyelések mennyiségi értékeléséhez a bakteroidok sejthosszat konfokalis felvételeken
mértiik, idépontonként 500—-1000 sejtet elemezve (21. abra, 3. fiiggelék). A fertézést kovetd 7.
napon a 2 pm-nél hosszabb bakteroidok ardnya a vad tipusu A17 és J5 giimdkben 87,1-89,1%
volt, ami erdteljes korai differenciaciot jelez. A legtobb mutans ebben a szakaszban szintén
normalis bakteroidfejlédést mutatott, kivéve a TRV36 vonalat, ahol a differencidcid
késleltetett: a sejtek 31,9%-a kisméretii €s differencidlatlan maradt.

A méreteloszlas idobeli valtozasanak elemzése (21. A és 21. B 4bra) szerint a vad tipusu
giimdékben a bakteroidok hossza 7 és 10 nap kozott kissé ndtt, majd allando szinten maradt. A
dnf4 és dnf7-2 giimokben a 7. és 10. napon a bakteroidok szintén megnytltak, méretiik hasonld
volt a vad tipushoz. A késébbi idépontokban azonban a baktériumok atlagos hossza csokkent,
¢s a csokkenés liteme a dnf4 esetében gyorsabb volt, mint a dnf7-2-ben. A TR183 mutansban a
rhizobiumok hossza folyamatosan csokkent a vizsgalat teljes id6tartama alatt. A TRV36 és
TR36 giimdkben kezdetben enyhe novekedés volt tapasztalhato, ezt azonban 17. naptdl jelentds
csokkenés kovette. Osszességében minden Fix~ mutdns giimében a megnyult bakteroidok
aranya fokozatosan visszaesett, és végiil kisméretli, szaprofitikus jellegii rhizobiumok vették at
a helyiiket, amelyek morfoldgiaja a laboratériumban tenyésztett sejtekére emlékeztetett — ez a
szimbiotikus differencidcidé megsziinésére utal.

Bar az 6sszes Fix™ mutans hasonlé mintazatot kdvetett, a szeneszcencia megjelenésének ideje
¢s mértéke eltért, amit j61 mutat a <2 pm és a >2 um hossza bakteroidok aranyanak valtozasa
(21. B é4bra). A vad tipusu glimékben ez az ardny 10. naptdl stabil maradt. Ezzel szemben a
dnf4, dnf7-2 és TR183 mutdnsokban 15. naptol gyorsan csokkent a >2 um-es bakteroidok
aranya, mikozben a kisebb sejtek ardnya nétt. A TRV36 és TR36 esetében hasonld eltolodas
jelentkezett, de csak 17. naptol. A TR36 giimdkben a 21. napon még mindig jelen volt egy
kisebb hanyad (28,4%) megnyult bakteroid, mig a tobbi mutans ekkorra szinte teljes egészében
kisméretti, differencialatlan baktériumokbol allt (3. fiiggelék).
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21. abra A baktériumsejtek méreteloszlasanak kvantitativ értékelése vad tipusu és Fix~ mutans giimékben.
(A) A bakteriumpopulaciok méreteloszlasa a fertézést kovetd 7-21. napon. A sejthosszak mérése konfokalis
felvételek alapjan, az Olympus FV10-ASW 4.0 szoftverrel tortént. (B) A differencialt (>2 pum) bakteroidok
kialakulasanak és a szaprofitikus jellegli (<2 um) baktériumok megjelenésének id6beli valtozasa. Az adatok harom
bioldgiai ismétlésbol szarmaznak (n = 500—1000 sejt).

4.3 A gyorsan elorehalado6 giimoszeneszcenciat zart endodermisz kiséri

A M. truncatula gimok hosszirdanyd ndvekedését a folyamatosan aktiv apikalis
giimOmerisztéma biztositja, amely folyamatosan hoz létre posztmitotikus sejteket. Ezek egyre
része nem-szimbiotikus sejt marad, 4C kromoszomaallomannyal, mig a szimbiotikus sejtek
belépnek az endoreduplikécios ciklusokba.

A vad tipust és mutans giimoék szerkezeti kiilonbségeinek részletesebb vizsgalatahoz S.
medicae WSM419 baktériummal fert6zott glimoket gytijtottiink be a fertézést kovetd 7. és 17.
napon, agarozba agyaztuk, majd 75 pm vastag metszeteket készitettiink. A metszeteket Syto 9
festékkel jeloltiik (zold fluoreszcencia) az €16 bakteroidok kimutatdsdhoz, mig a giimd

endodermiszét UV-fényben kék autofluoreszcenciaja tette lathatova (Tirichine és mtsai., 2000).
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A 7. napon minden giim¢ tartalmazott €16 bakteroidokat tartalmazd szimbiotikus sejteket,
azonban ezek szdma nagyobb volt a vad tipust giimékben. Figyelemre mélto, hogy mar ebben
a korai szakaszban is zarva volt az endodermisz a merisztéma felett a dnf4, dnf7-2 és TR183
mutansokban, mig a vad tipusu (A17 és J5), valamint a TRV36 és TR36 giimékben nyitva
maradt (22. A &bra). A 17. napon a vad tipussal ellentétben az endodermisz minden mutans
giimbében zarva volt. Ekkorra a dnf4, dnf7-2 és TR183 giimékben a nagy méretii szimbiotikus
sejtek teljesen eltiintek, mig a TRV36 és TR36 giimdk ebben a szakaszban jobban hasonlitottak
a vad tipustra (22. B ébra).
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dnf4 dnf7-2

TR183 TRV36

22. abra Korai endodermisz-zar6das hatastalan giimékben. A vad tipusu (A17) és mutdns (dnf4, dnf7-2,
TR183, TRV36 és TR36) M. truncatula gimoék hosszanti metszetein az endodermisz és az €16 bakteroidokat
tartalmazé szimbiotikus sejtek megjelenitése a fertézést kovetd 7. napon (A) és 17. napon (B). Az endodermisz
kék autofluoreszcencidval, mig az €16 baktériumok Syto9 festéssel zold fluoreszcencidval lathatok. A piros nyilak
a giim6 cstcsan zart endodermiszt jelolik. Méretarany: 250 pm (A), 500 um (B).
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A sejtciklus aktivitdsanak vizsgalatahoz a vad tipust és mutans giimokben, de novo DNS-
szintézist vizsgaltunk a 6. és 13. napon 5-etinil-2’-dezoxiuridin (EdU) beépitésével, 15 oras
jelolési idovel. Az Alexa 488-jelolt azid reagalt a beépiilt EdU-val, igy erds zold fluoreszcenciat
adott a frissen szintetizalt DNS-t tartalmazo, S-fazisban 1évo sejtmagi DNS-ben — akar
mitotikus sejtciklusban, akéar endoreduplikacido sordn (Vanstraelen és mtsai., 2009). A
feleslegben maradt, fluoroférral jelolt azid eltavolitdsa utan a glimoket DAPI-val ellenfestettiik,
hogy minden, EdU-val nem jel6lt mag is lathato legyen; ezeket a konfokalis felvételeken vords
pszeudoszinnel jelenitettiik meg (23. A éabra).

A 6. napon, a fejlédés korai szakaszaban minden giimétipusban voltak EdU-jel6lt magok,
foként a merisztémaban, de ZII-ben is, endoreduplikaciot mutatd sejteknél. A 13. napon a dnf4,
dnf7-2 és TR183 giim6kben az EdU fluoreszcencia alig volt kimutathato, ami a sejtciklus-
aktivitas teljes megsziinésére és a merisztéma eltlinésére utalt. Ugyanebben az idépontban a
TRV36, TR36 ¢és vad tipusti giimokben a merisztéma még miikodott, és ZII-ben tovabbra is
zajlott a genom endoreduplikacidja, amit az EAU fluoreszcencia igazolt.

A de novo DNS-szintézist végz6 sejtek szamanak mennyiségi értékeléséhez megszamoltuk az
EdU-pozitiv sejteket a vad tipust €s mutans giimdékben a 6. és 13. napon (23. B abra). A 6.
napon az EdU-pozitiv sejtek szdma minden genotipusban hasonl6 volt, kivéve a TR183-at,
amelynél kevesebb jelolt sejtet talaltunk. A 13. napon a vad tipusi giimékben jelentds
novekedés volt megfigyelhetd az EdU-pozitiv sejtek szamaban, ami aktiv DNS-szintézisre
utalt. Mérsékelt novekedés volt 1athaté a TRV36 és TR36 giimdkben is. Ezzel szemben a dnf4,
dnf7-2 és TR183 mutdnsokban meredek csokkenés kovetkezett be az EdU-pozitiv sejtek
szdmaban, ami a DNS-szintézis korai leallasat €s a sejtosztodas, illetve az endoreduplikécid

gatlasat jelezte ezekben a glimdkben.
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23. abra A de novo szintetizalt DNS kimutatisa és mennyiségi értékelése vad tipusi és Fix~ giimékben a
fert6zést koveto 6. és 13. napon. (A) Vad tipusu és mutans giimékben a de novo DNS-szintézist végzd sejtmagok
EdU-beépiiléssel (zold fluoreszcencia) lathatok, mig az EdU-val nem jelolt magokat DAPI-val festettiik, és a
konfokalis felvételeken vorés pszeudoszinnel abrazoltuk. A sarga téglalapok az egyes képek alatt nagyitva
bemutatott teriileteket jelolik. Méretarany: 100 um. (B) Az EdU-pozitiv sejtek szamanak kvantitativ értékelése vad
tipusu és mutans giimokben. A boxplot diagramok a mutdnsokban mért EdU-pozitiv sejtszamot mutatjak. Az
adatok harom fliggetlen kisérletbdl szarmaznak (n = 6—8 glimd). A csillagok az adott idopontban a megfelel6 vad
tipust kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérést jeldlnek, egyutas ANOVA-elemzés alapjan (*p <0,05; **p
<0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; ns: nem szignifikans).

4.4 A magas ploidiaszamu sejtmagok aranyanak csokkenése Fix mutans giimokben

Az EdU-beépiilés csokkenése a Fix~ mutans giimdkben arra utal, hogy a merisztéma-aktivitas

¢s a szimbiotikus sejtek endoreduplikacioja egyarant visszaesik. A poliploidizacio mértékének
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vizsgalatdhoz a vad tipust és mutans glimokbdl a fertézést kovetd 15. napon izolalt sejtmagok
DNS-tartalmat elemeztik. A magokat Pl-vel festettilkk, majd 4aramlasi citometridval
osztalyoztuk a DNS-tartalom alapjan (1C = haploid genom) a kdvetkez6 ploidiaszintekre: 2C,
4C, 8C, 16C, 32C ¢és 64C (24. A éabra).

Korabbi eredmények alapjan a giimdsejtek 4C DNS-tartalommal hagyjak el a merisztémat
(Yang és mtsai., 1994; Cebolla és mtsai., 1999), igy a 8C érték az elsé endoreduplikécios ciklus
befejezését jelzi. Minden vizsgalt minta esetében a 4C sejtmagok alkottak a legnagyobb aranyt
populéciot, és a 8C sejtmagok mennyisége hasonlo volt a vad tipust és a mutans giimékben
(24. A, B ébra). Ugyanakkor a dnf4, dnf7-2, TR183 és TR36 giimdékben a 2C sejtmagok aranya
magasabb, mig a 32C és 64C sejtmagok aranya alacsonyabb volt. Ez arra utal, hogy bar az elsé
endoreduplikéacios kor ezekben a mutdnsokban is végbemegy, a késébbi — kiilondsen a
harmadik és negyedik — ciklusok jelentdsen gatoltak. Erdekes modon a TRV36 és TR36
gimdk ploidia-eloszldsa jobban hasonlitott a vad tipusi J5 giimdkére, feltehetéen a
szeneszcencia késobbi kezdete vagy lassabb iliteme miatt.

Bar a 8C sejtmagok aranya minden genotipusban hasonlé volt, a >8C DNS-tartalmu sejtmagok
teljes aranya jelentdsen eltért. A vad tipusu A17 és J5 giimdkben a magas ploidiaszamu (>8C)
sejtmagok a teljes populacid 16,2%, illetve 18,1%-at tették ki. Ezzel szemben a dnf4, dnf7-2 és
TR 183 mutansokban ez az arany drasztikusan, 4,5-5,0%-ra csokkent, mig a TRV36 (14,0%)
¢s TR36 (11,8%) giimékben mérsékeltebb csdkkenést tapasztaltunk (24. B abra, 4. fiiggelék).
A vad tipusi és mutans glimdék sejtciklus-aktivitdsanak tovabbi vizsgéalatdhoz RT-qPCR-
analizist végeztiink a sejtosztodas markereként ismert mitotikus cyclin4A2 (Roudier és mtsai.,
2003), valamint a sejtdifferenciaciohoz és az endoreduplikicios ciklusok beinditasahoz
szlikséges ccs52A4 (Cebolla és mtsai., 1999; Vinardell és mtsai., 2003) gén atirodasi szintjének
meghatarozasara. A 15. napon a cyclindA2 expresszidja minden mutans giimdében alacsonyabb
volt a vad tipushoz képest, és a dnf4, illetve dnf7-2 vonalakban a 7. naptol a 15. napig
fokozatosan csOkkent (24. C 4bra). A ccs52A expresszioja ezekben a mutansokban hasonlo
mintazatot kovetett: az atirddasi szint idével csokkent, ami 6sszhangban allt a differenciacio
karosodésaval.

A TR183, TRV36 és TR36 gliimdkben a ccs52A4 szintje a 7. napon alacsonyabb volt a vad tipust
J5 giim6kéhez képest. Ugyanakkor TRV36 és TR36 vonalakban a transzkriptszint a 11. és 15.
napra emelkedett, ami a fejlodési késlekedést tiikkrozte. A TR183 esetében a ccs524 szintje a
11. és 15. napon elérte a vad tipusu szintet, mégis elmaradt a szimbiotikus sejtek magas
ploidiaszamli magjainak kialakuldsa, ami arra utal, hogy a ccs524 expresszio helyreallasa

onmagaban nem elegendd a teljes endoreduplikécio és a végso differencidcio kivaltasdhoz.
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24. abra A sejtmagok ploidiaszintjének aramlasi citometrias vizsgalata és sejtciklus-markergének
expresszioja. (A) A vad tipusu M. truncatula A17 és J5, valamint Fix™ mutéans (dnf4, dnf7-2, TR183, TRV36 ¢s
TR36) giimdk sejtmagjainak DNS-tartalma a fertézést kovetd 15. napon. Az adatok harom bioldgiai ismétlésbol
szarmaznak. (B) A 8C és >8C DNS-tartalmu sejtmagok aranyanak boxplot abrdzolasa genotipusonként. (C) A
sejtciklussal Osszefiiggd ccs52A4 és cyclinA2 gének relativ expresszidja 7., 11. és 15. napos glimOkben, RT-qPCR-
mérések alapjan. Az expresszios értékek a vad tipushoz viszonyitott atlag + SD formaban jelennek meg, harom
biologiai ismétlés (6—8 giimd) eredményei alapjan. A csillagok az adott idépontban a megfeleld vad tipusu
kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérést jelolnek egyutas ANOVA alapjan (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001;
**E%*p <0,0001). Csillaggal nem jeldlt oszlopok kdzdtt nincs szignifikans kiilonbség.
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4.5 A leghemoglobin expresszidja karosodik a Fix- mutansokban

A leghemoglobin kulcsfontossagu szerepet jatszik a biologiai nitrogénkotés fenntartdsaban
azaltal, hogy az oxigén megkdtésével védi a rhizobiumokban miikddd, oxigénérzékeny
nitrogénaz enzimkomplexet. A giimd kéregsejtjei és endodermisze hatékony oxigéndiffiizids
gatat képeznek, mig a leghemoglobin a fertdzott novényi sejtekben puffereli az intracelluléris
oxigénszintet. Ez a kettds mechanizmus biztositja az egyensulyt a 1égzés és a nitrogénkotés
kozott (Larrainzar és mtsai., 2020). A leghemoglobin hem-csoportjat a novény allitja el6 (Wang
¢s mtsai., 2025), és ennek koszonhetden a giimok jellegzetesen rdzsaszin arnyalattiak, ami
lathato jele az aktiv nitrogénkotésnek. A giimok szeneszcencidja soran a leghemoglobint
protedzok bontjak le (Pladys és Vance, 1993), a felszabadulo hem pedig hem-oxigenazok
kozremiikodésével vas(Il)-ionra és biliverdinre bomlik. Utdbbi jarul hozza a szeneszcens
giimékben gyakran megfigyelt zoldes elszinezddéshez (Zhou és mtsai., 2023).

A Fix™ mutdnsokban tapasztalt korai endodermisz-zarddas alapjan feltételeztiik, hogy ezekben
a genotipusokban a leghemoglobin termelése vagy stabilitasa sériilhet. Ennek vizsgélatara két
leghemoglobin gén — Lb2 (Medtrig011540; Gallusci és mtsai., 1991; Xi és mtsai., 2013) és
Lb3 (Medtr5g081000; Cabeza és mtsai., 2014)— mRNS-szintjét hataroztuk meg RT-qPCR-rel
vad tipust és Fix™ mutins giimékben (25. A abra). Az Lb2 és Lb3 expresszidja a 15. napra
jelentésen visszaesett a dnf4, dnf7-2 és TRI183 mutansokban, amelyeknél korai
giimOszeneszcenciat figyeltink meg. Ezzel szemben a késleltetett glimdfejlodéssel
jellemezhetd TRV36 és TR36 mutdnsokban az Lb2 és Lb3 expresszid a 7. napon alacsony vagy
alig kimutathat6 volt, de az id6 eldrehaladtaval fokozatosan emelkedett. A TR36 vonalban a
15. napra kozel vad tipusu szintet ért el, mig TRV36-ban mérsékelten csokkent értéken
stabilizalddott, 6sszhangban fejlodési dinamikajukkal.

Mivel M. truncatula esetében 6sszesen 12 leghemoglobin gén ismert, a leghemoglobin-fehérjék
teljes mennyiségét is megvizsgaltuk vad tipust és Fix~ mutins giimékben Western blot
modszerrel, anti-Lb antitestekkel (25. B dbra). Az eredmények 0Osszhangban voltak a
génexpresszios adatokkal: a 7. napon viszonylag magas Lb-fehérjeszinteket mértiink a vad
tipusu A17 és J5 glimdékben, valamint a dnf4, dnf7-2 és TR183 mutdnsokban. Ezzel szemben a
TR36 vonalban alacsonyabb, mig TRV36 esetében ekkor még nem detektalhaté Lb-fehérjeszint
volt. A 11. napra az Lb-fehérje mennyisége tovabb emelkedett mind a vad tipusu, mind a
legtobb mutans giimoben, kivéve a TR183-at, ahol ekkor mar csokkenés indult meg. A 15.
napon az Lb-fehérje tovabbra is magas szinten volt jelen az Al17, J5, TR36 és TRV36
giimékben, mig dnf4 és dnf7-2 mutansokban nem volt kimutathaté, TR183-ban pedig erdsen
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lecsokkent. Ezek a fehérjeszint-valtozasok jol kovették az Lb2 és Lb3 transzkripcids
mintazatait, megerdsitve a kapcsolatot a leghemoglobin-felhalmozodds zavara és a Fix™

mutansokban tapasztalt korai giimdszeneszcencia kozott.

A Lb2 Lb3

il W 7 dpi mad W 7 dpi
2 |3 @ 1dpi g | & 11 dpi
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w15 o
g o
2 <
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-40 kDa

IB: anti-leghemoglobin Ponceau S-festett blot

25. abra A leghemoglobin mRNS- és fehérjeszintjének valtozasa vad tipusu és dnf4, dnf7-2, TR183, TRV36,
TR36 Fix- mutans giimékben. (A) Az Lb2 és Lb3 gének relativ expresszidja RT-qPCR mérések alapjan a
fertézést kovetdé 7., 11. és 15. napon. Az értékek (harom fliggetlen kisérlet eredményei) a vad tipushoz
normalizaltak, és az abran csak a mutansok adatai szerepelnek. A csillagok az egyutas ANOVA alapjan szamitott
statisztikai szignifikanciat jelolik (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001). (B) Western blot analizis
a leghemoglobin-fehérje szintjének meghatarozasara anti-leghemoglobin antitestekkel (bal panel), valamint
Ponceau S festés a fehérjemennyiség ellendrzésére (jobb panel).

4.6 Szeneszcencia-markergének korai aktivalédasa a védekezési gének bekapcsolodasa

nélkiil a Fix- mutans giimoékben

Normal koriilmények kozott a glimdk fejlodeési szeneszcencidja altalaban a fertdzést kovetd
koriilbeliil négy héten beliil kezdddik. Ezzel szemben a dnf4, dnf7-2 és TR183 mutansokban a
bakteroidok lebomlasanak és a gliméfejlédés leallasanak jelei mar a 10. napon megjelentek,
mig a TR36 ¢és TRV36 vonalakban ezek a folyamatok a 15. napon indultak el. A
giimdszeneszcencidban kozponti szerepet jatszanak a protedzok, amelyek lebontjak a
szimbiotikus sejteket, és a felszabaduld alkotéelemeket a ndvény mads részeiben zajld

bioszintetikus folyamatok szolgéalatdba allitjak. Ezek koziil a cisztein-protedzok (CP) a
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giimdszeneszcencia korai molekuléris markereinek szamitanak (Van de Velde és mtsai., 2006;
Pérez Guerra és mtsai., 2010; Cam és mtsai., 2012).

A szeneszcencia molekularis szintli vizsgalatahoz a fert6zést kovetd 7., 11. €s 15. napon vad
tipusu ¢s Fix~ mutans giimékben RT-qPCR-rel hataroztuk meg harom génkategoria
transzkriptszintjét (26. abra): a) szeneszcenciahoz kapcsolodo gének: Cysteine Protease 2
(CP2), Cysteine Protease 6 (CP6), chitinase 2 ¢és Purple Acid Phosphatase 22 (PAP22); b)
szimbiotikus gének: NIN (Liu és mtsai., 2021), RSD, SymCRK és DNF2; c) védekezéshez
kapcsolddo gén: Pathogenesis-Related 10.1 (PR10.1).

A szeneszcencia-markergének expresszidja minden mutansban novekedett a 11. napra, és a
gyorsan oregedd dnf4, dnf7-2 és TR183 vonalakban mar a 7. napon is magasabb volt a vad
tipust A17 és J5 kontrollokhoz képest. Kivételt csak a chitinase 2 képzett a dnf7-2 mutansban,
ahol a gén expresszidja csak a 11. naptol kezdddéen emelkedett (26. dbra). A TR183 vonalban
a CP6 expresszioja a 11. és 15. napon ezerszeresére ndtt a J5-hoz képest, és magasabb volt,
mint a tobbi korai szeneszcenciat mutaté mutansban.

A szeneszcencia-markergénekkel ellentétben a bakteroidok életben maradasaban, a védekezés
gatlasaban ¢és a korai szeneszcencia megeldzésében szerepet jatszo szimbiotikus gének
expresszioja egyik mutansban sem nétt. S6t, dnf4, dnf7-2 és TR183 glimbékben tobb ilyen gén
transzkriptszintje is alacsonyabb volt a vad tipushoz képest, ami arra utal, hogy ezeknek a
géneknek a csokkent expresszidja hozzajarulhat a bakteroidok korai pusztulasahoz.

A PRI0.1 gén expresszids mintdzata hasonld volt a szimbiotikus génekéhez. Minden
mutansban a transzkriptszint a 7. és 11. napon megegyezett a vad tipusu kontrollal, mig a 15.
napon a gyorsan oregedo dnf4, dnf7-2 és TR183 mutansokban még csokkenést is tapasztaltunk.
Ezzel szemben a TR36 és TRV36 vonalakban a PR10.1 szintje stabil maradt.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a vizsgalt mutans giim6k korai szeneszcencidjat
els6sorban a szeneszcencidhoz kapcsolodo gének 1dd eldtti talzott expresszidja, €s az ebbdl
kovetkezd fokozott proteolitikus aktivitds okozza, nem pedig a gazdandvény védekezd

mechanizmusainak aktivalddasa.
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26. abra Szeneszcencidban, szimbiotikus immunitasban és névényi védekezésben szerepet jatszo
markergének RT-qPCR analizise vad tipusu és Fix~ mutins giimokben a fertézést kéveto 7., 11. és 15.
napon. a: szeneszcencia-marker gének; b: szimbiotikus gének, melyek miikddése sziikséges a bakteroid-allapot
kialakitasahoz és fenntartasahoz; c: immunitas gén. A mutansok relativ expresszios értékei a megfeleld vad tipusu
vonalakhoz lettek normalizalva (az adatok logaritmikus skalan abrazolva). Megjegyzés: a TR183 panelen az y-
tengely skalaja egy nagysagrenddel magasabb, mint a tobbi grafikonon. Az oszlopok az atlag + SD értékeket
mutatjak harom fiiggetlen kisérletb6l. A csillagok az adott idépontban a megfelelé vad tipust kontrollhoz
viszonyitva szignifikans eltérést jelolnek, egyutas ANOVA alapjan (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p
<0,0001). Azok az oszlopok, amelyek nem tartalmaznak szignifikanciajelolést, nem mutattak statisztikailag
kimutathat6 kiilonbséget.
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4.7 Antiszensz nodGRP3C konstrukcio hatasa a szimbiotikus giimoéfejlodésre

Munkank soran a nodGRP3C (Medtr2g069245) gén szerepét vizsgaltuk a szimbiotikus
giimofejlodés soran kiilonb6z6 megkdozelitésekkel. Elso kisérleti elképzelésiink az volt, hogy a
gén csendesitésével megértsiik, hogyan befolyasolja a giimoképzddés folyamatat. Stabil
transzforméns novényeket hoztunk létre igy, hogy a nod GRP3C gént forditott orientacidban, a
35S promoéter utdn klonoztuk a plazmidkonstrukcioba, majd 4. tumefaciens EHA-105
kozvetitette transzformacioval juttattuk M. truncatula (R108) névényekbe.

A nodGRP3C gén csendesitését RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk a vad tipusu (R108) és a
nodGRP3C antiszensz (nod GRP3C AS) mutans novények giimd mintaiban 15 dpi idépontban.
A nodGRP3C gén expresszidja a mutans mintdban 0,43%-ra csokkent a vad tipusu gén
expressziojahoz képest, amivel igazoltuk a géncsendesitést (27. abra).

Tobb, a nodGRP csaladba tartoz6 -a giiméfejlédés soran késébb expresszalddo (1Z és ZII) -
gén expressziojat is vizsgaltuk (27. dbra). Az eredmények azt mutatjdk, hogy az antiszensz
konstrukciot hordozod ndvényekben nemcsak a nodGRP3C gén szintje csokkent, hanem a
nodGRP3A és nodGRP4 gének expresszidjaban is valtozasokat tapasztaltunk. A nodGRP3A
gén expresszidja 0,68% értéket mutatott a vad tipust kontrollhoz képest, ami kisebb eltérést
jelent, mint a nodGRP3C esetében, mig a nodGRP4 gén szintje 0,32%-ra csokkent. A
nodGRPIL gén expresszidja a mutans mintaban a legalacsonyabb, 0,28%, ami arra utal, hogy
az antiszensz konstrukcid hatdsa tobb, a nod GRP csaladba tartoz6 gén miikddésére is hatassal
van, vagy a fejlédésben koran megakadt giimdben gyengébb expressziot mutatnak a kés6bbi

fazisban aktivalodo szimbiotikus gének.
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27. abra A nodGRP3C gén csendesitése RT-qPCR reakciéval igazolva 15 dpi idépontban. A nodGRP3C gén
expresszidja 48%-ra csokkent a kontrollhoz képest. A tobbi altalunk vizsgalt nodGRP expresszios szintje is
csokkent a kontroll (R108) mintdhoz képest. A csillagok az adott idépontban a vad tipust kontrollhoz viszonyitva
szignifikans eltérést jeldlnek, egyutas ANOVA alapjan (*p <0,05; **p <0,01). Azok az oszlopok, amelyek nem
tartalmaznak szignifikanciajel6lést, nem mutattak statisztikailag kimutathat6 kiilonbséget.

4.7.1 A nodGRP3C gén csendesitésének hatasa a M. truncatula novények novekedésére és
gyokérgiimdinek fejlodésére

A nodGRP3C gén csendesitése drasztikus fenotipus valtozast okozott 14 dpi idépontban (28.
abra). A transzgenikus M. truncatula antiszensz (nodGRP3C AS) novények kisebb, alig
elagazd hajtasrendszert és gyenge gyokérzetet fejlesztenek, amelyen a glimodk szama
lecsokkent. A vad tipusi R108 ndvényen megfigyelhetd, rozsaszin leghemoglobinban gazdag,
elongalt glimdkkel szemben a mutansok giimdi kicsik, fehérek. A nitrogén-ellatasi zavar végso

soron az egész ndvény ndvekedésének visszamaradasat okozza.
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28. abra A nodGRP3C gén csendesitése gatolta a transzgenikus M. truncatula névények névekedését és a
giim6képzodési folyamatat. A fert6zést kovetden 14 nappal a vad tipusit R108 ndvény és gydkérgiimdje (A),
valamint AS nodGRP3C konstrukciot tartalmazo stabil transzformans transzgenikus R108 ndvény és a fehér,
kisméretli gimbk a gyokéren (B). A giimdk kinagyitott képe keretben lathato, kiilon méretjelzéssel feltiintetve,
mig a novények gyokérzete és zoldrészei sajat méretarannyal szerepelnek.

4.7.2 Mikroszkopos eredmények a nodGRP3C AS vonal névényeinek giimair6l

A kisméretli, fehér szini nodGRP3C AS giimék metszése soran megallapitottuk, hogy
kevesebb fertdzott sejt talalhato benniik, és a giimd fejlodése megallt, nincs perzisztens apikalis
merisztéma (29. dbra). A konfokalis kép szOvettani szerkezete alapjan arra kdvetkeztethetiink,
hogy a mutdns giimd sejtjei nem megfelelden differencialédtak és nem alakultak ki a

nitrogénkotd glimdre jellemz6 zonazottsag (29. abra).
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29. abra A nodGRP3C gén csendesitése transzgenikus M. fruncatula névényekben gatolja a nitrogénfixilo
gyokérgiimok kialakuldsat. A Richardson-festett (Richardson és mtsai., 1960) hosszanti giimémetszetek 14 dpi
idépontban késziltek.

4.7.3 A vad tipusu és nodGRP3C antiszensz mutans gyokérgiimékbdl izolalt bakteroidok

vizsgalata

Az izolalt bakteroidokat Syto9 és PI fluoreszcens festékekkel festettik meg, amelyek
segitségével az €106 ¢s elhalt bakteroidok elkiilonithetok (30. abra).

A vad tipusu (R108) bakteroidok esetében a kép zdld fluoreszcencidja alapjan lathatd, hogy a
sejtek tobbsége ¢€letképes. A sejtek membranja €p, és a zold szin azt jelzi, hogy a bakteroidok
metabolikusan aktivak. Ezzel szemben a nod GRP3C AS mutéans bakteroidok esetében sok a
pirosan fest6d6 bakteroid, amely az elhalt vagy membrankarosodott bakteroidokra utal. A
mutans giimOkben megfigyelt alacsony szimbiotikus aktivitds és a fert6zott sejtek csokkent

aranya 0sszhangban all a bakteroidok nagymértékii pusztulasaval.
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nodGRP3C AS

30. abra A nodGRP3C gén csendesitése gatolja a bakteroidok teljes megnytlasat és differencidlédasat. Az
abran fert6zés utan 15 nappal izoladlt bakteroidok lathatok konfokalis mikroszkopos felvételen, Syto9-+PI
sejtfestéssel megfestve. Az R108 a vad tipusua M. truncatula vonal, mig a nodGRP3C AS a gén antiszensz
csendesitésével eldallitott transzformans. A zold fluoreszcencia (Syto9) az ¢€l6, ép membrannal rendelkezd
baktériumokat jelzi, mig a piros fluoreszcencia (PI) a sériilt membrannal rendelkez6 vagy elhalt sejteket mutatja.

A bakteroidok hosszanak méretbeli eltérése a vad tipusu és a nodGRP3C antiszensz

giimok kozott 15 dpi idopontban

A muténs giimokbdl izolalt bakteroidok atlagos hossziisaga szignifikdnsan rovidebb volt a vad
tipushoz képest (31. abra). Az R108 giimdbdl izolalt bakteroidok 4tlagos mérete kortilbeliil 7-
8 um volt, mig a nod GRP3C AS glimdbdl izolalt bakteroidoké csupan 6 pm koriili, ami 1-2
um-es csokkenést jelent.

A statisztikai elemzés paros t-probaval tortént, amely szignifikans kiilonbséget mutatott a két
csoport kozott (p <0,0001). A vad tipusi gimodkben a bakteroidok megnyultak,
differencialodtak, amely Osszefiigg az aktiv nitrogénkotési képességgel. Ezzel szemben a

mutans giimok bakteroidjai rovidebbek.
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31. abra A kontroll (R108) és a nod GRP3C antiszensz mutans giim6kbol izolalt bakteroidok hosszmérésének
eredménye 15 dpi idépontban (imageJ). A méretbeli eltérések szignifikdnsak (paros t-proba, ****p <0,0001).

4.8 A nodGRP3C ektopikus tultermelésének bizonyitasa real-time PCR reakcioval és a

tultermelés hatasai a giilmoképzodésre

A nodGRP3C gént tlltermeltettiik stabil transzgenikus novényekben. A nodGRP3C OE
konstrukciok novényein kisebb, de elongalt és rdzsaszinli giimok képzddtek, amelyek
kiértékelése soran érdekes morfoldgiai és fejlddési eltéréseket tapasztaltunk.

A nodGRP3C gén tlltermeltetésére hasznalt konstrukcidt egy L. japonicus ubiquitin
(LjUBQ10) promoter vezérli, amely konstitutiv moédon aktiv, vagyis az altala irdnyitott
nodGRP3C gén expresszidja nem korlatozddik a glimdspecifikus sejtekre, hanem a ndovény
minden szovetében jelen lehet, beleértve a gyokérszoveteket, a hajtdsokat és a leveleket is.
Ezaltal a tultermeltetés hatasa nemcsak a szimbiotikus gyokérgiimok fejlodésére, hanem a

ndvény teljes fenotipusara is hatéssal lehet.

crer

crer
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szerepet jatszhat a novény €s a szimbiotikus baktérium kozotti interakciokban. A konstrukcid
tartalmaz tovabba egy szelekcios markert is, a bar gén szekvenciajat, amely a glufozinat-alapt
herbicidekkel szembeni BASTA-rezisztenciat biztositja. A szelekcids marker expresszidjat a
CaMV (Cauliflower Mosaic Virus) 35S promoter szabalyozza, amely szintén széles kort és
erés novényi expressziot biztosit (32. A abra).

A nodGRP3C fehérje ektopikus tultermeltetésének hatdsdra nem tapasztaltunk nagymértékii
kiilonbséget a novények fenotipusdban a vad tipusu ndvényekhez képest, sem a fold feletti
részek, sem a gyokérrendszer tekintetében, valamint a glimoképzddés is csak kisebb mértékben

tért el (32. B abra).

A

nodGRP3C p35S BASTA

szignal peptiddel

nodGRP3C 24-es vonal

32. abra A nodGRP3C gén ektopikus tiltermeltetési konstrukcioja (A) és hatasa M. truncatula stabil
transzformans névények fenotipusara (B) 21 dpi idépontban. Az LjUBQ10 promoter vezérli a nodGRP3C gén
expressziojat egy szignal peptid szekvenciaval, mig a p35S promoter altal vezérelt BASTA szelekcios marker
biztositja a transzformalt ndvények azonositasat és szelekciojat. A nodGRP3C ektopikus overexpresszidja a
kontrollhoz hasonlé névényfenotipust eredményezett (B).

A transzgenikus vonalakban a nodGRP3C gén expresszidjat kvantitativ valos idejii PCR-rel

(qPCR) vizsgaltuk 8 dpi iddpontban (primerek: 2. fiiggelék). Az analizis igazolta, hogy tobb
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fliggetlen taltermeld vonalban a gén expresszios szintje szignifikansan emelkedett a vad
tipushoz képest (33. dbra). Az expresszids adatok alapjan kivalasztottuk azokat a vonalakat,
amelyekben a tiltermelés mértéke a legkifejezettebb volt, €s ezeket hasznaltuk fel a tovabbi

fenotipusos, mikroszkopos és transzkriptomikai vizsgalatokhoz.

—_ 707 rkkk
=]
o 60.52
o
= 60+
©
pud
E -
o g 50- HREK
x g 42.17
[ JRVT)
Q = |
X N
@ @ -
E "E 40
Ew
o £
N S 30+

QD
83
¥
i 204
c
QO
o))
> -
S 10
T
@
(1’

1]

1
13/8 24/20 25/2 2513 25/4 26/3 26/5
nodGRP3C OE vonalak

33. abra A nodGRP3C expresszidjanak vizsgalata transzgenikus M. truncatula vonalakban real-time PCR
reakcioval vizsgilva 8 dpi idépontban. A tultermeld konstrukciot hordozé vonalakban a nodGRP3C
transzkriptumszintje szignifikansan emelkedett a vad tipushoz képest. A csillagok az adott iddpontban a megfeleld
vad tipusu kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltérést jelolnek, egyutas ANOVA alapjan (****p <0,0001).

4.8.1 Mikroszkopos megfigyelések a nodGRP3C ektopikus overexpresszidja esetén

A mikroszkopos vizsgalatok azt mutatjak, hogy a nod GRP3C tiltermelése kisebb mértékben,

mint a csendesités soran, de mégis negativan befolydsolja a gyokérgiimok fejlodését, a

------

Kontroll és nodGRP3C OE 13-as stabil transzgenikus novények Syto9+PI festése
A kontroll (R108) és a nodGRP3C OE 13-as stabil transzgenikus vonal glimdmetszeteit

propidium-jodid (PI, voros) és Syto9 (zold) DNS-festéssel kezeltiik, majd konfokalis pasztazé

mikroszkoppal vizsgaltuk (34. abra). A vizsgalatok alapjan ebben a felbontasban nem volt
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megfigyelhetd jelentds kiilonbség a sejtek elhelyezkedésében, alakjdban vagy festddési

mintazataban a két minta kozott.

nodGRP3C OE 13-as vonal

34. abra A kontroll (R108) és a nodGRP3C OE 13-as vonal giimémetszetei. Syto9 (z6ld) és propidium-jodid
(voros) DNS-festéssel jelolve, konfokalis pasztazé mikroszkopos felvételen. Skala: 250 um.

4.8.2 Ultrastrukturalis valtozasok a nodGRP3C ektopikus tultermelésével létrejott M.
truncatula giitmokben

A transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) segitségével részletesen vizsgaltuk a sejtszinten
bekovetkezd valtozdsokat a nodGRP3C fehérje tultermelésével létrejott 26-os stabil
transzforméans vonal giimdiben (35. 4bra). Megtigyeltilkk a plazmamembran szabélytalan
mitokondriumok rendellenes allapotat, és az ennek kdvetkeztében felhalmozo6do lipideseppeket
(lipid droplets; Boren és Brindle, 2012), melyek mind hozzéjarulnak a szimbiotikus sejtek nem

megfeleld miikodéséhez.
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35. abra Mitokondriumok ultrastrukturiaja az mterzona (IZ) sumbmtlkus és nem sz1mb10t1kus
giimdsejtjeiben. Vad tipust M. truncatula (R108; bal oldali kép). A szimbiotikus sejtben a mitokondriumok (M)
stiri kriszta-rendszerrel rendelkeznek, ami fokozott metabolikus aktivitasra utal. A nem szimbiotikus sejtben a
mitokondriumok kisebbek és kevésbé redézottek. A nodGRP3C OE 26-os tultermelé vonal ndvényének
glim6jébol késziilt mikroszkopos felvétel (jobb oldali kép). A szimbiotikus és nem szimbiotikus sejtek
mitokondriumai egyarant degradalodtak (ritka kriszta-rendszer és toredezett membranok). A: amiloplaszt, B:
bakteroid, M: mitokondrium, PBS: peribakteroid tér, L: lipidcsepp, a nyil a téredezett mitokondrium membranra
mutat.

4.8.3 A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételeken a M. truncatula vad tipusu

(R108) és nodGRP3C 26-0s stabil transzformans OE vonalbdl izolalt bakteroidok

A nodGRP3C 26-o0s stabil transzformans OE vonalb6l izolalt bakteroidok morfoldgiailag
eltéréek, mint a vad tipust bakteroidok (36. abra). A transzformans glimobdl izolalt bakteroidok

felszine durvabb, és egyes sejtek morfologiailag is éretlen allapotot mutatnak.

nodGRP3C QF 26-0s vonal

36. abra Pasztazo elektron mlkroszkopos (SEM) képek M. truncatula vad tlpusu (R108) és nodGRP3C 26-
os OE vonalbol izolalt bakteroidokréol. A vad tipusu bakteroidok hosszabbak és differencialtabbak, mig a
nodGRP3C OE vonal bakteroidjai rovidebbek és morfologiailag éretlenek.
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4.9 Transzkriptomikai eredmények

Novényi (M. truncatula) eredmények
A globalis génexpresszids profilok dsszehasonlitasa (hierarchikus klaszterezés, hétérkép — 37.
abra) egyértelmiien elkiilonitette a nodGRP3C OE, a kontroll, valamint a géncsendesitett

(RNA1) M. truncatula gimdmintakat.
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37. abra A nodGRP3C OE, kontroll és RNAi M. truncatula giimék globalis génexpressziés mintizatainak
hierarchikus klaszterezése hétérképen. A sorok az egyes differencialisan expresszalodd géneket, az oszlopok
az egyes biologiai ismétléseket reprezentaljak. A szinek a standardizalt expresszios értékek Z-score abrazolasat
mutatjak (piros = emelkedett expresszid, kék = csokkent expresszié a gén atlagos expresszidjahoz képest).
Mintacsoportok balrol jobbra: nodGRP3C tultermel6 vonalak: GRP3COE4, GRP3COE2, GRP3COEI1, Kontroll:
control10, controll2, controlll, nodGRP3C géncsendesitett vonalak: GRP3CRNAil4, GRP3CRNAi3,
GRP3CRNAI13.
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A nodGRP3C tultermeld (OE) és csendesitett (RNA1) vonalak transzkriptomikai eredményeit
a 6. fliggelék tartalmazza. Az OE vonalakban nagyszdmu gén expresszidjanak erdteljes
emelkedése figyelheté meg (piros szin), kiilondsen a védelmi és stresszvalaszhoz kapcsolodo
gének esetében. Ilyenek tobb patogenezis-asszocialt fehérje (PR) génje, koztiikk a thaumatin-
szerli PR5 és a PR10 csaldd tagjai, amelyek koziil a PR10 ribonukledz ismerten programozott
sejthalalt (PCD) ¢s hiperszenzitiv valaszt indithat el. Emellett a szimbiotikus defenzinek —
példaul MtDefNS2 és MtDefMDI — expresszidja is jelentdsen nétt, amelyek antibakterialis
hatasuk révén karosithatjak a baktériumokat, eléidézve a giimd 1do eldtti pusztulasat.

Az OE mintakban tovabba aktivalodtak a reaktiv oxigénfajok (ROS) termelddéséért felelds
gének, példaul a MtRbohJ membranhoz kotott NADPH-oxidaz és tobb peroxiddz gén, ami
oxidativ ,,burst”-re és peroxidativ aktivitasra utal. Hormonalis szabalyozasban is valtozas
tortént: a citokinin-oxiddzok (MtCKX3, MtCKXS8) expresszioja emelkedett, mig CLE és CEP
szigndlpeptid-gének indukalodtak, ami gitolhatja a szimbiozis fenntartdsit. Emellett a
szénhidrat-elosztds is érintett volt, mivel tobb szachar6z transzporter (MtSWEET7,
MISWEETI6, MtSUTI.4) expresszidja 2—4-szeres mértékben csokkent.

Ezzel szemben a nod GRP3C géncsendesitett vonalakban a kontrollhoz képest szamos védekezd
gén downregulacidja (kék szin) volt megfigyelhetd, példaul a MtDefNS1, MtDefNS5 és PR10-
5. Ugyanakkor bizonyos lebonté folyamatokhoz kapcsolodd gének, mint egy metakaszpaz-
szerl cisztein protedz, enyhén emelkedtek, mikozben protedzgatlok (Bowman—Birk tipusu
inhibitorok) csokkentek. A szimbiodzis-specifikus génexpresszid is modosult: az early nodulin
11 gén antiszensz transzkriptuma (asMtENOD1 1) felhalmozodott, ami gatolhatja az ENODI1
miukodeését. Hormonalis €és kalcium-fiiggd szabalyozasi komponensek, példaul MtARF20),
MtCaML?2 és MtCaML6 expresszidja is meérseklodott.

A globalis génexpresszids mintazatok mellett célzottan megvizsgaltuk az NCR peptidek és a
nodGRP gének transzkripcios valtozasait (38. abra). A nod GRP3C RNA1i vonalakban az NCR-
gének nagy része csokkent expressziot mutatott a kontrollhoz képest, mig az OE vonalakban
tulnyomo tobbségiik expresszidja emelkedett. Az OE vonalakban a nodGRP5A és nodGRP5B
expresszioja szignifikdnsan nétt, mig a nodGRPID és nodGRP45 csokkent. Az RNAI
vonalakban tobb nodGRP gén is szignifikdnsan alacsonyabb expressziot mutatott (nod GRP3B,
nodGRP10, nodGRP1D, nodGRP21, nodGRP45, nodGRPIL, nodGRP26), mig a nodGRP34

emelkedett expresszidt mutatott (38. 4bra).
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38. abra A nodGRP3C RNAIi és nodGRP3C OE M. truncatula vonalak NCR és nodGRP génjeinek relativ
expresszioja. Bal oldali panel: egyedi génexpresszios értékek (fekete = nem szignifikans valtozas, piros =
szignifikans expresszidos emelkedés, kék = szignifikans csokkenés; p<0,05) az RNAi és OE vonalakban a
kontrollhoz viszonyitva. Jobb oldali panel: a nod GRP géncsalad tagjainak szignifikdns expressziovaltozasai, kék
szinnel a csokkent, pirossal a ndvekedett expressziot mutatd gének.

A nodGRP3C csendesitése mérsékelt immunvalaszt eredményezett (a védekezd gének
elnyomasaval), ezaltal a szimbiotikus folyamat megbomlasahoz vezetett. A nodGRP3C gén
tultermelése esetén pedig korai immunvalaszt valtott ki a ndvényben, a giimOk mintegy
fertdzést érzékelve védelmi lizemmodba kapcsoltak, ami koros a szimbidzis szempontjabol

(Berrabah és mtsai., 2024).
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5. MEGBESZELES

5.1 Kiilonbo6z6 kivalto tényezok, kozos kovetkezmény a Fix— M. truncatula giimékben

Eredményeink erdsen alatamasztjak, hogy génhibaktol fiiggetleniil a korai glimdszeneszcencia
altalanos kovetkezmény a Fix~ M. truncatula mutansokban, legalabbis az altalunk vizsgalt
vonalakban (dnf4, dnf7-2, TR183, TRV36, TR36). A nitrogénkotésben szerepld gének
expressziojanak gyors csokkenése, a bakteroidok korai lebomlésa, valamint a szeneszcencia-
markergének fokozott expresszidja minden mutdnsban arra utal, hogy az eredménytelen
szimbiotikus kapcsolatot fenntarté gének, mint a NIN, DNF2, SymCRK és RSD, valamint a
védekezésben szerepld PRI0.1 gén expresszidjanak valtozatlansdga tovabb erdsiti azt a
feltételezést, hogy ezekben a mutdnsokban a korai szeneszcenciat elsdsorban proteolitikus
lebontas, és nem az immunvalasz okozza.

Eredményeink egyik kulcsfontossagli eleme a természetes és a Fix~ mutansokban tapasztalt
korai szeneszcencia Osszehasonlitdsa. A természetes szeneszcencia egy jol szabalyozott,
fokozatos folyamat, amely rendszerint a fert6zést kovetd ~30. nap utan indul meg a giimo
oregedésének kovetkezményeként, lehetdve téve a sejtes alkotdelemek kontrollalt lebontdsat és
Ujrahasznositasat a nitrogénkotés hirtelen megszakitasa nélkiil. Ennek szabalyozé elemei a
fejlodési jelek, hormonalis szabalyozas €s anyagcsere-valtozasok, amelyek lassan vezetnek a
giiméfunkcidk csokkenésehez. Ezzel szemben a Fix~ mutansok korai szeneszcencidjat a
szimbiotikus kapacitas gyors elvesztése jellemzi, gyakran szerkezeti rendellenességekkel ¢€s
bakteroidok gyors pusztuldsaval kisérve. Bar mindkét folyamatban fokozodik a proteolitikus
aktivitas, a korai szeneszcencia nem mutatja a természetes szeneszcenciara jellemzd, gondosan
Osszehangolt atmeneteket. Ehelyett tobbnyire genetikai hibak valtjak ki, amelyek gatoljak a
bakteroidok differencidlodasat, igy a nitrogénkotés nem indul be, és a gliméfejlodes hirtelen
leall.

Fontos eltérés a két folyamat kozott a védekezési gének szabalyozasa. Természetes
szeneszcencia soran ezek a gének késdbbi szakaszban aktivalédhatnak, részeként a
szimbiotikus sejtek lebontdsat kisérd, osszehangolt folyamatnak. Ide tartozik a kérokozo-
reakcios (PR) gének, protedzok és oxidativ stressz-szabalyozok aktivalasa. Ezzel szemben a
Fix~ mutansok korai szeneszcencidjaban a védekezési gének nem mutatnak jelentds aktivaciot.
A PRI0.1 szintje stabil maradt, vagy csokkent, ami arra utal, hogy a folyamatot nem kiséri erds

immunvalasz. Ez ellentétben all a kornyezeti stressz altal kivaltott, védekezéshez kapcsolddo
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giimdszeneszcencidval, ahol a PR gének erbteljes aktivalodasa figyelhetd meg (Berrabah és
mtsai., 2024).

A Fix~ mutansokban észlelt szerkezeti és ¢élettani valtozasok, kiillondsen a giimd
endodermiszének korai zarodasa, kulcsfontossagu tényezé lehet a szeneszcencia
felgyorsulasdban. A dnf4, dnf7-2 és TR183 mutansokban ez a zar6das mar a 7. napon
kimutathat6 volt, mig a 17. napon minden Fix~ mutansra jellemzové valt, gyakran a merisztéma
kimertilésével és a bakteroidok Osszeomlédsaval egyiitt. A zart endodermisz fizikai akadalyt
képezhet, amely gatolja a merisztémaban a sejtosztodast, korlatozza a viz- és ionfelvételt,
valamint a vaszkularis kotegek koriili lignifikalt réteg révén a tapanyagaramlast is. Mivel az
endodermisz és a kortikalis sejtrétegek oxigéndiffuzids gatként is mikddnek, a korai zarodas
¢s a csokkent leghemoglobin-szint egyiitt korladtozhatja az oxigénszallitist és az
romlasédhoz vezethet.

A giimondvekedés, a bakteroid-differenciacid és a sejtciklus-aktivitds dinamikéja tovabbi
informaciot nyujt a merisztémafenntartds és a korai szeneszcencia kapcsolatarol. Az EdU-
jelolési kisérletek szerint a Fix~ mutdnsokban a merisztéma aktivitasa a kezdeti szakaszban még
hasonl6 volt a vad tipushoz, de hamar visszaesett, amit a 13. napon mért alacsony EdU-pozitiv
sejtszam és a magas ploidiaszintli (>8C) sejtmagok csokkenése is alatamaszt. Ezzel
parhuzamosan a cyclinA2 és ccs52A gének expresszidja is csokkent, ami arra utal, hogy a
sejtciklus szabalyozasanak zavara hozzajarul a szimbiotikus sejtek fejléddésének leallasahoz.
Bar minden Fix~ mutidns hasonld szeneszcencia-mintazatot mutatott, a bakteroidok
lebomlasanak és a merisztéma aktivitas elvesztésének ideje eltért: dnf4, dnf7-2 és TR183
esetében mindez a 10. napon kezdddott, mig TR36 és TRV36 mutansokban csak a 15. napon,
lassabb leghemoglobin-csokkenéssel és fokozatosabb romléassal. Ez arra utal, hogy a kiilonb6z6
mutaciok eltérd mértékben és ideig teszik lehetdvé a szimbiotikus sejtek differencialodasat,
mieldtt beindulna a szeneszcencia.

Osszességében eredményeink azt tdmasztjdk ald, hogy a Fix~ mutinsok korai
giimdszeneszcencidja komplex, Osszehangolt folyamat, amely magéban foglalja az
oxigénszabalyozast, a proteolitikus aktivitast és a merisztémafenntartast. Ellentétben a fejlodési
eredetli, természetes szeneszcenciaval, ez a folyamat elsdsorban a szimbiotikus differenciacio
zavara, az anyagcsere-egyensuly megbomlas €s a bakteroidok életképességének fenntartasaban
valo kudarc kdvetkezménye.

A jovobeli kutatdsoknak ki kell terjedniiik a korai szeneszcencia molekularis kivaltd okainak

feltarasara, példaul osszehasonlitd transzkriptomikai és proteomikai elemzésekkel, illetve az
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endodermisz ateresztoképességének, az oxigénpuffer-kapacitasnak vagy a proteaz-aktivitasnak
a célzott modositasaval, hogy azonositsuk a giiméélettartam meghosszabbitdsanak lehetséges
stratégiait. Ezek az eredmények hozzajarulhatnak a pillangdsviragu névények €s a rhizobium
baktériumok kozotti szimbidzis hatékonysaganak ndveléséhez, ami a fenntarthatd

mezogazdasagban kulcsfontossagu.

5.2 Eredmények megvitatasa a nodGRP3C funkciorol

A nodGRP3C gén kisérleteink alapjan alapvetd szerepet tolt be a M. truncatula nitrogénkotd
giimdinek fejlodésében, valamint a novény—baktérium szimbiotikus kapcsolatban. Tobbféle
kisérleti megkozelitést alkalmazva vizsgaltuk a nod GRP3C gén funkcionalitasat, szabalyozasat
¢s annak hatasait a glimoképz6dés folyamatara.
A nodGRP3C gén expressziojanak csokkentése jelentds morfologiai ¢s fizioldgiai eltéréseket
okozott a gyokérgiimOkben. A nod GRP3C hianyaban kialakult glim6k morfologiailag kisebbek,
gdmb alaktak ¢és fehér szinliek voltak. Emellett a konfokalis mikroszkopos felvételeken jol
lathaté volt a csokkent szimbiotikus sejtszdm. A bakteroidok differencidlodési folyamata
elindult a fert6zott sejtekben, de nem fejez0dott be teljesen, ami azt eredményezte, hogy a
kialakult bakteroidok nem voltak mikodoképesek. Ennek kovetkeztében a glimok
alkalmatlanok voltak a nitrogénkotésre.
A nodGRP3C gén ektopikus tiltermelését célzo kisérletek — a LjUBQ10 promoterrel torténd
ektopikus overexpresszio révén — szintén rendellenes giimofejlddést eredményeztek. Az €rintett
giimokben kezdetben normalis bakteroidfejlédés volt megfigyelhetd, kiilondsen a
differenciaciés zéndkban és a fertézési zonakban, ami azt sugallta, hogy a nodGRP3C
overexpresszidja a giimoképzddés korai szakaszdban nem akadalyozza a normalis
sejtdifferencidlodast. Késébb azonban a talzott nodGRP3C fehérjeszint degeneracids
folyamatokat inditott el, valamint sejtszinten jelentds keményitd felhalmozddast, amely
amiloplasztok jelenlétével egyiitt arra utal, hogy a normalis anyagcsere-folyamatok sériiltek.
A nodGRP3C funkcidjanak és molekularis halozatanak tovabbi feltarasa érdekében atfogd
transzkriptom elemzéseket végziink. Ezekkel az elemzésekkel azonositottuk azokat a géneket,
amelyek a nodGRP3C expresszidjanak modositasa soran valtoztak. Az ilyen jellegli
genomszintli adatok révén megallapithaté a nodGRP3C altal befolyasolt regulacios halozat,
valamint azok a specifikus utvonalak, amelyek révén ez a fehérje befolydsolja a giimdék
kialakulasat és miikodését.
A megfigyelt fenotipusok molekularis hattere jol magyarazhatd a transzkriptomikai
eredményekkel. A nodGRP3C OE giimdkben jelentkezd szimbiotikus diszfunkcid osszefiigg a
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tulzott novényi immunreakcioval. A PR10 fehérjék és defenzinek indukcidja a sejtekben
valdsziniileg programozott sejthaldlhoz vezet a giimd szdveteiben, ami a baktériumok korai
pusztulasat okozza. Ezt tAmasztja ala, hogy az OE giimdkben erds mitokondrium-degradacio
figyelhetd meg ultrastruktaralis szinten, a szimbiotikus sejtek mitokondriumai Osszeesettek,
kriszta-szerkezetiik degradalodott. Az OE giimOkben megfigyelt mitokondrialis morfologiai
eltérések (ritkabb krisztak) funkcionalis kovetkezményekkel is jarhatnak. A hibasan miikodo
mitokondriumokban a citrat belépése a citromsavciklusba akadélyozott lehet, ezért a citrat
alternativ. moédon a lipidszintézis iranyaba terelddik, ami lipidcseppek felhalmozddasat
eredményezi. Amennyiben a citromsavciklus nem mikodik megfeleléen, elmarad a NADH és
FADH: képzddése, igy a 1égzési lanc proton- és energiaellatasa csokken, ami végsd soron az
ATP-szintézis visszaesését okozhatja. Ez magyarazhatja az OE vonalakban tapasztalt
energiahianyos allapotot és a giim6funkciok részleges elégtelenségét. A nod GRP3C OE giimdk
masik feltind fenotipusa a keményitéfelhalmozddas, mely szintén értelmezhetd a
transzkriptomikai adatok alapjan. Mikodd (Fix") giimékben a ndvény altal biztositott
szénforrasokat a bakteroidok a nitrogénkotéshez sziikséges energiaforrasként hasznaljak fel,
igy a giimd interzondjaban felhalmozddd keményitdraktirakat fokozatosan haszndljék el a
nitrogénkotd ZIll-ban. Ezzel szemben a nodGRP3C OE giimOkben a gazdasejtekben
feleslegben megmarad6d cukrok keményitdészemcsékké polimerizalddnak, ami jellemz6 az
ineffektiv giimdkre. Fontos kiemelni, hogy mindezek a jelenségek — ROS-termelés, védekezési
gének aktivacidja, keményitd felhalmozddasa — egymassal Osszefiiggd folyamatok. A
veédekezési reakciok aktivalodasa miatt a giimdsejtek anyageseréje felborul, a ROS karositja a
mitokondriumokat, csokken az energiafelhaszndlds a nitrogénkotéshez, emiatt a cukor
anyagcsere is torzul és keményitd formajaban rakodik le a felesleg. Ezek a molekuléris
események végsd soron a szimbidzis korai 6sszeomldsdhoz vezetnek.

Osszességében megallapithatd, hogy a nodGRP3C gén optimalis kifejezédése elengedhetetlen
a nitrogénkotd giimOk normalis fejlddéséhez és miikodéséhez. A nodGRP3C expresszidjaban
bekovetkezd barmilyen zavar — legyen az géncsendesités vagy ektopikus tiltermelés — stlyos
szerkezeti és funkciondlis rendellenességekhez vezet a giimdkben, ami negativan befolyasolja
a M. truncatula és szimbiotikus bakteroidok kozotti kapcsolatot. A nod GRP3C molekularis
mechanizmusainak ¢és szabalyozasi halozatdnak mélyebb megértése hozzajarulhat a
legmodernebb biotechnoldgiai és agrondmiai stratégidk kidolgozasahoz, amelyek célja a

nitrogénkotd folyamatok optimalizaldsa €s a fenntarthatd mezdgazdasagi termelés javitasa.

75



KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban szeretnék kdszonetet mondani csoportunk vezetdjének, Prof. Dr. Kondorosi
Evanak, aki harom évvel ezel6tt lehetséget adott, hogy csatlakozzak a kutatocsoportjahoz, és
egylitt dolgozhassunk egy olyan izgalmas téméban, amelynek a tudoményos jelentdségén tul
mezdgazdasagi és kornyezetvédelmi vonatkozasai is vannak. Ez id6 alatt lehetdségem nyilt
sz¢éleskorii metodikai és modszertani ismereteket elsajatitani. Faradhatatlan munkabirdsa és
motivaltsdga pedig nem csupan szakmailag jelent szamomra példat, hanem emberileg is.
Rendkiviil halas vagyok azért is, hogy a nehéz idészakokban is mellettem allt.

Kiilon koszonettel tartozom tarstémavezetéimnek, Dr. Endre Gabriellanak és Dr. Lima Rui
Danielnek. Gabriella precizitdsa, pontossaga és rendkivilli segitokészsége révén mindig
szamithattam tdmogatdsara, szakmailag ¢€s emberileg egyarant. Rui értékes modszertani
tanacsai, kreativ otletei és a mikroszkopos vizsgalatok soran nyujtott segitsége mellett mindig
készséggel valaszolt a kérdéseimre, és tamogatoan allt hozzam, amiért kiilondsen halas vagyok.
Eziton is szeretném kifejezni koszonetemet Dr. Abraham Editnek, akinek munkéja és szakmai
tdmogatasa alapvetd szerepet jatszott kozds cikkiink 1étrejottében.

K0szondm tovabba Dr. Pettkd-Szandtner Aladarnak a proteomikai kisérletekben nyujtott
segitségét, Dr. Domonkos Ildikénak a pasztazé elektronmikroszkop (SEM) hasznalatanak
megtanitdsat, valamint Polgadr Tamasnak a transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM)
felvételek elkészitését, és Dr. Laczi Krisztidnnak, hogy segitségemre volt a gdzkromatografias
mérések elvégzésében. Jenei Sandornak koszondm a gyakorlatias meglatasait, tlirelmét és
praktikus tanacsait.

Ko6szonom Dr. Timar Editnek a konstrukcidk elkészitésében és fehérjék termelésében nyujtott
segitségét. Koszondm  Dr. Lima Hilda Anikonak a pull-down kisérletekben valo
kozremiikodését. Hasonloképpen koszondm Mohamad Anas Al Bouni kozremiikodését és
Liptay Zsuzsa segitségét. Kiilon koszonettel tartozom Dr. Pongor Lorincnek, aki a
transzkriptomikai eredmények bioinformatikai elemzésében nyjtott meghatarozé segitséget.
Emellett koszondm a mesterséges intelligencian alapulé ChatGPT eszkoz tdmogatasat a szoveg
stilisztikai és nyelvi tokéletesitésében.

Végiil, de nem utolsdsorban koszonetet mondok csalddomnak, Paromnak és a két Kisfiamnak,
akik szeretetlikkel és tamogatdsukkal mellettem alltak. K6szonom a Nagysziileimnek és a

Keresztanydmnak, nélkiiliik ma nem lehetnék az, aki vagyok.

76



IRODALOMJEGYZEK

Almagro Armenteros, J.J., Tsirigos, K.D., Senderby, C.K., Petersen, T.N., Winther, O.,
Brunak, S., von Heijne, G., Nielsen, H., 2019. SignalP 5.0 improves signal peptide
predictions using deep neural networks. Nat. Biotechnol. 37, 420—423.
https://doi.org/10.1038/s41587-019-0036-z

Alunni B, Kevei Z, Redondo-Nieto M, Kondorosi A, Mergaert P, Kondorosi E (2007)
Genomic organization and evolutionary insights on GRP and NCR genes, two large
nodule-specific gene families in Medicago truncatula. MPMI 20: 1138-1148

Berrabah F, Benaceur F, Yin C, Xin D, Magne K, Garmier M, Gruber V, Ratet P (2024)
Defense and senescence interplay in legume nodules. Plant Communications 5:
100888

Berrabah F, Bernal G, Elhosseyn A-S, El Kassis C, L’Horset R, Benaceur F, Wen J,
Mysore KS, Garmier M, Gourion B, és mtsai (2023) Insight into the control of

nodule immunity and senescence during Medicago truncatula symbiosis. Plant
Physiol 191: 729-746

Berrabah F, Bourcy M, Cayrel A, Eschstruth A, Mondy S, Ratet P, Gourion B (2014)
Growth conditions determine the DNF?2 requirement for symbiosis. PLOS ONE 9:
€91866

BME Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszék. (n.d.). A nitrogénipar és
ammoniagyartas. Elérhetd:
http://kkft.bme.hu/attachments/article/42/03 _A%20nitrog%C3%A9nipar%20%C3%A
95%20amm%C3%B3niagy%C3%A 11t%C3%Al1s.pdf

Boren J, Brindle KM (2012) Apoptosis-induced mitochondrial dysfunction causes
cytoplasmic lipid droplet formation. Cell Death and Differentiation 19: 1561

Bourcy M, Brocard L, Pislariu CI, Cosson V, Mergaert P, Tadege M, Mysore KS,
Udvardi MK, Gourion B, Ratet P (2013) Medicago truncatula DNF?2 is a PI-PLC-
XD-containing protein required for bacteroid persistence and prevention of nodule
early senescence and defense-like reactions. New Phytologist 197: 1250-1261

Cabeza R, Koester B, Liese R, Lingner A, Baumgarten V, Dirks J, Salinas-Riester G,
Pommerenke C, Dittert K, Schulze J (2014) An RNA sequencing transcriptome
analysis reveals novel insights into molecular aspects of the nitrate impact on the
nodule activity of Medicago truncatula. Plant Physiol 164: 400—411

Cam Y, Pierre O, Boncompagni E, Hérouart D, Meilhoc E, Bruand C (2012) Nitric oxide
(NO): a key player in the senescence of Medicago truncatula root nodules. New
Phytologist 196: 548—560

Cebolla A, Vinardell JM, Kiss E, Olah B, Roudier F, Kondorosi A, Kondorosi E (1999)

The mitotic inhibitor ccs52 is required for endoreduplication and ploidy-dependent
cell enlargement in plants. EMBO J 18: 4476-4484

77



Chen WF, Meng XF, Jiao YS, Tian CF, Sui XH, Jiao J, Wang ET, Ma SJ (2023)
Bacteroid development, transcriptome, and symbiotic nitrogen-fixing comparison of
Bradyrhizobium arachidis in nodules of peanut (4rachis hypogaea) and medicinal
legume Sophora flavescens. Microbiology Spectrum 11: e01079-22

Cheng K, Zhang C, Lu Y, Li J, Tang H, Ma L, Zhu H (2023) The glycine-rich RNA-
binding protein is a vital post-transcriptional regulator in crops. Plants 12: 3504

Cordoba E, Shishkova S, Vance CP, Hernandez G (2003) Antisense inhibition of NADH
glutamate synthase impairs carbon/nitrogen assimilation in nodules of alfalfa
(Medicago sativa L.). Plant J 33: 1037-1049

Cosson V, Durand P, d’Erfurth I, Kondorosi A, Ratet P (2006) Medicago truncatula
transformation using leaf explants. Methods Mol Biol 343: 115-127

Cosson V, Eschstruth A, Ratet P (2015) Medicago truncatula transformation using leaf
explants. /n K Wang, ed, Agrobacterium Protocols: Volume 1. Springer, New York,
NY, pp 43-56

Czernic P, Gully D, Cartieaux F, Moulin L, Guefrachi I, Patrel D, Pierre O, Fardoux J,
Chaintreuil C, Nguyen P, és mtsai (2015) Convergent evolution of endosymbiont
differentiation in Dalbergioid and Inverted Repeat-Lacking Clade legumes mediated
by nodule-specific cysteine-rich peptides. Plant Physiology 169: 1254—1265

diCenzo GC, Zamani M, Ludwig HN, Finan TM (2017) Heterologous complementation
reveals a specialized activity for BacA in the Medicago—Sinorhizobium meliloti
symbiosis. MPMI 30: 312-324

Downie JA, Kondorosi E (2021) Why should nodule cysteine-rich (NCR) peptides be absent
from nodules of some groups of legumes but essential for symbiotic N-fixation in
others? Front Agron. doi: 10.3389/fagro.2021.654576

Ehrhardt DW, Atkinson EM, Long SR (1992) Depolarization of alfalfa root hair membrane
potential by Rhizobium meliloti Nod Factors. Science 256: 998—1000

Erisman JW, Sutton M, Galloway J, Klimont Z, Winiwarter W (2008) How a century of
ammonia synthesis changed the world. Nature Geoscience - NAT GEOSCI 1: 636—
639

Escuredo PR, Minchin FR, Gogorcena Y, Iturbe-Ormaetxe I, Klucas RV, Becana M
(1996) Involvement of activated oxygen in nitrate-induced senescence of pea root
nodules. Plant Physiol 110: 1187-1195

Farkas A, Mardti G, Diirgé H, Gyorgypal Z, Lima RM, Medzihradszky KF, Kereszt A,
Mergaert P, Kondorosi E (2014) Medicago truncatula symbiotic peptide NCR247
contributes to bacteroid differentiation through multiple mechanisms. PNAS 111:
5183-5188

Fowler D, Coyle M, Skiba U, Sutton MA, Cape JN, Reis S, Sheppard LJ, Jenkins A,
Grizzetti B, Galloway JN, és mtsai (2013) The global nitrogen cycle in the twenty-
first century. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 368: 20130164

78



Gage DJ (2004) Infection and invasion of roots by symbiotic, nitrogen-fixing rhizobia during
nodulation of temperate legumes. Microbiol Mol Biol Rev 68: 280-300

Galbraith DW, Harkins KR, Maddox JM, Ayres NM, Sharma DP, Firoozabady E
(1983) Rapid flow cytometric analysis of the cell cycle in intact plant tissues. Science
220: 1049-1051

Galloway J, Dentener F, Boyer E, Howarth R, Seitzinger S, Asner G, Cleveland C,
Green P, Holland E, Karl D, és mtsai (2004) Nitrogen cycles: past, present, and
future. Biogeochemistry 70: 153-226

Galloway JN, Townsend AR, Erisman JW, Bekunda M, Cai Z, Freney JR, Martinelli
LA, Seitzinger SP, Sutton MA (2008) Transformation of the nitrogen cycle: recent
trends, questions, and potential solutions. Science 320: 889—892

Gallusci P, Dedieu A, Journet EP, Huguet T, Barker DG (1991) Synchronous expression
of leghaemoglobin genes in Medicago truncatula during nitrogen-fixing root nodule

development and response to exogenously supplied nitrate. Plant Mol Biol 17: 335—
349

Gogorcena Y, Gordon AJ, Escuredo PR, Minchin FR, Witty JF, Moran JF, Becana M
(1997) N2 fixation, carbon metabolism, and oxidative damage in nodules of dark-
stressed common bean plants. Plant Physiology 113: 1193—-1201

Gogorcena Y, Iturbe-Ormaetxe I, Escuredo PR, Becana M (1995) Antioxidant defenses
against activated oxygen in pea nodules subjected to water stress. Plant Physiology
108: 753-759

Gonzailez EM, Aparicio-Tejo PM, Gordon AJ, Minchin FR, Royuela M, Arrese-Igor C
(1998) Water-deficit effects on carbon and nitrogen metabolism of pea nodules.
Journal of Experimental Botany 49: 1705-1714

Graham PH, Vance CP (2003) Legumes: Importance and constraints to greater use. Plant
Physiology 131: 872877

Griesmann M, Chang Y, Liu X, Song Y, Haberer G, Crook MB, Billault-Penneteau B,
Lauressergues D, Keller J, Imanishi L, és mtsai (2018) Phylogenomics reveals
multiple losses of nitrogen-fixing root nodule symbiosis. Science. doi:
10.1126/science.aatl 743

Gu Z, Eils R, Schlesner M (2016) Complex heatmaps reveal patterns and correlations in
multidimensional genomic data. Bioinformatics 32: 2847-2849

Guefrachi I, Nagymihaly M, Pislariu CI, Van de Velde W, Ratet P, Mars M, Udvardi
MK, Kondorosi E, Mergaert P, Alunni B (2014) Extreme specificity of NCR gene
expression in Medicago truncatula. BMC Genomics 15: 712

Guefrachi I, Verly C, Kondorosi E, Alunni B, Mergaert P (2015) Role of the bacterial
BacA ABC-transporter in chronic infection of nodule cells by Rhizobium bacteria.
Biological Nitrogen Fixation. John Wiley & Sons, Ltd, pp 315-324

79



Haag AF, Baloban M, Sani M, Kerscher B, Pierre O, Farkas A, Longhi R, Boncompagni
E, Hérouart D, Dall’Angelo S, és mtsai (2011) Protection of Sinorhizobium against
host cysteine-rich antimicrobial peptides is critical for symbiosis. PLOS Biology 9:
e1001169

Hakoyama T, Niimi K, Watanabe H, Tabata R, Matsubara J, Sato S, Nakamura Y,
Tabata S, Jichun L, Matsumoto T, és mtsai (2009) Host plant genome overcomes
the lack of a bacterial gene for symbiotic nitrogen fixation. Nature 462: 514-517

Hartmann LS, Barnum SR (2010) Inferring the evolutionary history of mo-dependent
nitrogen fixation from phylogenetic studies of nifK and nifDK. J Mol Evol 71: 7085

Hassen AL, Lamprecht SC, Bopape FL (2020) Emergence of B-rhizobia as new root
nodulating bacteria in legumes and current status of the legume-rhizobium host
specificity dogma. World J Microbiol Biotechnol 36: 40

He J, Benedito VA, Wang M, Murray JD, Zhao PX, Tang Y, Udvardi MK (2009) The
Medicago truncatula gene expression atlas web server. BMC Bioinformatics 10: 441

Horvath B, Domonkos A, Kereszt A, Sziics A, Abraham E, Ayaydin F, Boka K, Chen Y,
Chen R, Murray JD, és mtsai (2015) Loss of the nodule-specific cysteine rich

peptide, NCR169, abolishes symbiotic nitrogen fixation in the Medicago truncatula
dnf7 mutant. Proc Natl Acad Sci U S A 112: 15232-15237

Horvath B, Giingor B, Toth M, Domonkos A, Ayaydin F, Saifi F, Chen Y, Biro6 JB,
Bourge M, Szab¢ Z, és mtsai (2023) The Medicago truncatula nodule-specific
cysteine-rich peptides, NCR343 and NCR-new35 are required for the maintenance of
rhizobia in nitrogen-fixing nodules. New Phytologist 239: 1974-1988

Karmakar, K., Kundu, A., Rizvi, A. Z., Dubois, E., Severac, D., Czernic, P., Cartieaux,
F., & DasGupta, M. (2019). Transcriptomic analysis with the progress of symbiosis
in ‘crack-entry’ legume Arachis hypogaea highlights its contrast with ‘infection
thread’ adapted legumes. Molecular Plant-Microbe Interactions®, 32(3), Article 3.
https://doi.org/10.1094/MPMI-06-18-0174-R

Kebede E (2021) Contribution, utilization, and improvement of legumes-driven biological
nitrogen fixation in agricultural systems. Front Sustain Food Syst. doi:
10.3389/f5ufs.2021.767998

Kennedy IR, Choudhury ATMA, Kecskés ML (2004) Non-symbiotic bacterial diazotrophs
in crop-farming systems: can their potential for plant growth promotion be better
exploited? Soil Biology and Biochemistry 36: 1229-1244

Kereszt A, Mergaert P, Montiel J, Endre G, Kondorosi E (2018) Impact of Plant Peptides
on Symbiotic Nodule Development and Functioning. Front Plant Sci. doi:
10.3389/fpls.2018.01026

Kevei Z, Vinardell JM, Kiss GB, Kondorosi A, Kondorosi E (2002) Glycine-Rich Proteins

Encoded by a Nodule-Specific Gene Family Are Implicated in Different Stages of
Symbiotic Nodule Development in Medicago Spp. MPMI 15: 922-931

80



Kim M, Chen Y, Xi J, Waters C, Chen R, Wang D (2015) An antimicrobial peptide
essential for bacterial survival in the nitrogen-fixing symbiosis. PNAS 112: 15238—
15243

Kondorosi E, Banfalvi Z, Kondorosi A (1984) Physical and genetic analysis of a symbiotic
region of Rhizobium meliloti: 1dentification of nodulation genes. Molec Gen Genet
193: 445-452

Kondorosi E, Kondorosi A (2004) Endoreduplication and activation of the anaphase-
promoting complex during symbiotic cell development. FEBS Letters 567: 152—157

Kondorosi E, Mergaert P, Kereszt A (2013) A paradigm for endosymbiotic life: cell
differentiation of Rhizobium bacteria provoked by host plant factors. Annual Review
of Microbiology 67: 611-628

Kotogany E, Dudits D, Horvath GV, Ayaydin F (2010) A rapid and robust assay for
detection of S-phase cell cycle progression in plant cells and tissues by using ethynyl
deoxyuridine. Plant Methods 6: 5

Krishnakumar V, Kim M, Rosen BD, Karamycheva S, Bidwell SL, Tang H, Town CD
(2015) MTGD: The Medicago truncatula genome database. Plant Cell Physiol 56: el

Larrainzar E, Villar I, Rubio MC, Pérez-Rontomé C, Huertas R, Sato S, Mun J-H,
Becana M (2020) Hemoglobins in the legume—Rhizobium symbiosis. New
Phytologist 228: 472-484

Lavin M, Herendeen PS, Wojciechowski MF (2005) Evolutionary rates analysis of
leguminosae implicates a rapid diversification of lineages during the tertiary.
Systematic Biology 54: 575-594

Lima RM, Kylarova S, Mergaert P, Kondorosi E (2020) Unexplored arsenals of legume
peptides with potential for their applications in medicine and agriculture. Front
Microbiol. doi: 10.3389/fmicb.2020.01307

Liu J, Rasing M, Zeng T, Klein J, Kulikova O, Bisseling T (2021) NIN is essential for
development of symbiosomes, suppression of defence and premature senescence in
Medicago truncatula nodules. New Phytol 230: 290-303

Lorenzo C, Lucas MM, Vivo A, de Felipe MR (1990) Effect of nitrate on peroxisome
ultrastructure and catalase activity in nodules of Lupinus albus L. cv. Multolupa.
Journal of Experimental Botany 41: 1573—-1578

Love MI, Huber W, Anders S (2014) Moderated estimation of fold change and dispersion
for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biol 15: 550

Lotocka B, Kopcinska J, Skalniak M (2012) Review article: The meristem in indeterminate
root nodules of Faboideae. Symbiosis Phila Pa 58: 63—72

Mangeon A, Junqueira R, Sachetto-Martins G (2010) Functional diversity of the plant
glycine-rich proteins superfamily. Plant signaling & behavior 5: 99-104

81



Maré6ti G, Downie JA, Kondorosi E (2015) Plant cysteine-rich peptides that inhibit
pathogen growth and control rhizobial differentiation in legume nodules. Current
Opinion in Plant Biology 26: 57-63

Maré6ti G, Kondorosi E (2014) Nitrogen-fixing Rhizobium-legume symbiosis: are
polyploidy and host peptide-governed symbiont differentiation general principles of
endosymbiosis? Frontiers in Microbiology 5:

Marx H, Minogue CE, Jayaraman D, Richards AL, Kwiecien NW, Siahpirani AF,
Rajasekar S, Maeda J, Garcia K, Del Valle-Echevarria AR, és mtsai (2016) A
proteomic atlas of the legume Medicago truncatula and its nitrogen-fixing
endosymbiont Sinorhizobium meliloti. Nat Biotechnol 34: 1198-1205

Masuda T, Inomura K, Takahata N, Shiozaki T, Sano Y, Deutsch C, Prasil O, Furuya K
(2020) Heterogeneous nitrogen fixation rates confer energetic advantage and expanded
ecological niche of unicellular diazotroph populations. Commun Biol 3: 1-12

Matamoros MA, Baird LM, Escuredo PR, Dalton DA, Minchin FR, Iturbe-Ormaetxe I,
Rubio MC, Moran JF, Gordon AJ, Becana M (1999) Stress-induced legume root

nodule senescence. Physiological, biochemical, and structural alterations. Plant
Physiol 121: 97-112

Maunoury N, Redondo-Nieto M, Bourcy M, Van de Velde W, Alunni B, Laporte P,
Durand P, Agier N, Marisa L, Vaubert D, és mtsai (2010) Differentiation of
symbiotic cells and endosymbionts in Medicago truncatula nodulation are coupled to
two transcriptome-switches. PLoS One 5: €9519

Mergaert P, Nikovics K, Kelemen Z, Maunoury N, Vaubert D, Kondorosi A, Kondorosi
E (2003) A Novel family in Medicago truncatula consisting of more than 300 nodule-
specific genes coding for small, secreted polypeptides with conserved cysteine motifs.
Plant Physiology 132: 161-173

Mergaert P, Uchiumi T, Alunni B, Evanno G, Cheron A, Catrice O, Mausset A-E,
Barloy-Hubler F, Galibert F, Kondorosi A, és mtsai (2006) Eukaryotic control on
bacterial cell cycle and differentiation in the Rhizobium—legume symbiosis. PNAS
103: 5230-5235

Mergaert P, Van Montagu M, Holsters M (1997) Molecular mechanisms of Nod factor
diversity. Molecular Microbiology 25: 811-817

Millonig G (1961) A modified procedure for lead staining of thin sections. J Biophys
Biochem Cytol 11: 736739

Montiel J, Downie JA, Farkas A, Bihari P, Herczeg R, Balint B, Mergaert P, Kereszt A,
Kondorosi E (2017a) Morphotype of bacteroids in different legumes correlates with
the number and type of symbiotic NCR peptides. PNAS. doi:
10.1073/pnas.1704217114

Morandi D, Prado E, Sagan M, Duc G (2005) Characterisation of new symbiotic Medicago

truncatula (Gaertn.) mutants, and phenotypic or genotypic complementary
information on previously described mutants. Mycorrhiza 15: 283-289

82



Mus F, Crook MB, Garcia K, Garcia Costas A, Geddes BA, Kouri ED, Paramasivan P,
Ryu M-H, Oldroyd GED, Poole PS, és mtsai (2016) Symbiotic nitrogen fixation and
the challenges to its extension to nonlegumes. Appl Environ Microbiol 82: 3698-3710

Nagymihaly M (2017) Ploidy-dependent changes in the epigenome of symbiotic cells
correlate with specific patterns of gene expression. doi: 10.14232/phd.4084

Nouwen N, Arrighi J-F, Cartieaux F, Chaintreuil C, Gully D, Klopp C, Giraud E (2017)
The role of rhizobial (NifV) and plant (FENT) homocitrate synthases in Aeschynomene
/photosynthetic Bradyrhizobium symbiosis. Scientific Reports 7: 448

Oldroyd GED, Downie JA (2008) Coordinating nodule morphogenesis with rhizobial
infection in legumes. Annual Review of Plant Biology 59: 519-546

Oono R, Schmitt I, Sprent JI, Denison RF (2010) Multiple evolutionary origins of legume
traits leading to extreme rhizobial differentiation. New Phytologist 187: 508-520

Patro R, Duggal G, Love MI, Irizarry RA, Kingsford C (2017) Salmon provides fast and
bias-aware quantification of transcript expression. Nat Methods 14: 417419

Pérez Guerra JC, Coussens G, De Keyser A, De Rycke R, De Bodt S, Van De Velde W,
Goormachtig S, Holsters M (2010) Comparison of developmental and stress-induced
nodule senescence in Medicago truncatula. Plant Physiol 152: 1574-1584

Pimentel H, Bray NL, Puente S, Melsted P, Pachter L (2017) Differential analysis of
RNA-seq incorporating quantification uncertainty. Nat Methods 14: 687-690

Pladys D, Vance CP (1993) Proteolysis during development and senescence of effective and
plant gene-controlled ineffective alfalfa nodules. Plant Physiol 103: 379-384

Prell J, Poole P (2006) Metabolic changes of rhizobia in legume nodules. Trends Microbiol
14: 161-168

Raul, B., Bhattacharjee, O., Ghosh, A., Upadhyay, P., Tembhare, K., Singh, A.,
Shaheen, T., Ghosh, A. K., Torres-Jerez, 1., Krom, N., Clevenger, J., Udvardi,
M., Scheffler, B. E., Ozias-AKkins, P., Sharma, R. D., Bandyopadhyay, K., Gaur,
V., Kumar, S., & Sinharoy, S. (2022). Microscopic and transcriptomic analyses of
dalbergoid legume peanut reveal a divergent evolution leading to nod-factor-
dependent epidermal crack-entry and terminal bacteroid differentiation. Molecular
Plant-Microbe Interactions, 35(2), Article 2. https://doi.org/10.1094/MPMI-05-21-
0122-R

Reynolds ES (1963) The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in electron
microscopy. J Cell Biol 17: 208-212

Richardson KC, Jarett L, Finke EH (1960) Embedding in epoxy resins for ultrathin
sectioning in electron microscopy. Stain Technology 35: 313-323

Robinson MD, McCarthy DJ, Smyth GK (2010) edgeR: a Bioconductor package for
differential expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics 26:
139-140

83



Rostas K, Kondorosi E, Horvath B, Simoncsits A, Kondorosi A (1986) Conservation of
extended promoter regions of nodulation genes in Rhizobium. Proc Natl Acad Sci
USA 83: 1757-1761

Roudier F, Fedorova E, Lebris M, Lecomte P, Gyorgyey J, Vaubert D, Horvath G, Abad
P, Kondorosi A, Kondorosi E (2003) The Medicago Species A2-type cyclin is auxin
regulated and involved in meristem formation but dispensable for endoreduplication-
associated developmental programs. Plant Physiol 131: 1091-1103

Roux B, Rodde N, Jardinaud M-F, Timmers T, Sauviac L, Cottret L, Carrere S, Sallet
E, Courcelle E, Moreau S, és mtsai (2014) An integrated analysis of plant and
bacterial gene expression in symbiotic root nodules using laser-capture
microdissection coupled to RNA sequencing. The Plant Journal 77: 817-837

Sagan M, Morandi D, Tarenghi E, Duc G (1995) Selection of nodulation and mycorrhizal
mutants in the model plant Medicago truncatula (Gaertn.) after y-ray mutagenesis.
Plant Science 111: 63-71

Sankari, S., Babu, V. M. P., Bian, K., Alhhazmi, A., Andorfer, M. C., Avalos, D. M.,
Smith, T. A., Yoon, K., Drennan, C. L., Yaffe, M. B., Lourido, S., & Walker, G.
C. (2022). A haem-sequestering plant peptide promotes iron uptake in symbiotic
bacteria. Nature Microbiology, 7(9), Article 9. https://doi.org/10.1038/s41564-022-
01192-y

Schindelin J, Arganda-Carreras I, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T, Preibisch
S, Rueden C, Saalfeld S, Schmid B, és mtsai (2012) Fiji: an open-source platform
for biological-image analysis. Nat Methods 9: 676—-682

Seabra AR, Pereira PA, Becker JD, Carvalho HG (2012) Inhibition of glutamine
synthetase by phosphinothricin leads to transcriptome reprograming in root nodules of
Medicago truncatula. MPMI 25: 976-992

Seefeldt LC, Hoffman BM, Dean DR (2009) Mechanism of Mo-Dependent Nitrogenase.
Annual Review of Biochemistry 78: 701-722

Sinharoy S, Torres-Jerez I, Bandyopadhyay K, Kereszt A, Pislariu CI, Nakashima J,
Benedito VA, Kondorosi E, Udvardi MK (2013) The C2H2 Transcription Factor
REGULATOR OF SYMBIOSOME DIFFERENTIATION represses transcription of
the secretory pathway gene VAMP721a and promotes symbiosome development in
Medicago truncatula. Plant Cell 25: 3584-3601

Smil V (2002) Eating meat: evolution, patterns, and consequences. Population and
development review 28: 599-639

Snow J (2014) The environmental, elemental and proteomic plasticity of Trichodesmium in
the (sub) tropical atlantic.

Soltis DE, Soltis PS, Morgan DR, Swensen SM, Mullin BC, Dowd JM, Martin PG (1995)
Chloroplast gene sequence data suggest a single origin of the predisposition for
symbiotic nitrogen fixation in angiosperms. PNAS 92: 2647-2651

84



Starker CG, Parra-Colmenares AL, Smith L, Mitra RM, Long SR (2006) Nitrogen
fixation mutants of Medicago truncatula fail to support plant and bacterial symbiotic
gene expression. Plant Physiol 140: 671-680

Steenhoudt, O., & Vanderleyden, J. (2000). Azospirillum, a free-living nitrogen-fixing
bacterium closely associated with grasses: Genetic, biochemical and ecological
aspects. FEMS Microbiology Reviews, 24(4), 487-506.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2000.tb00552.x

Sumiahadi A, Acar R (2020) Green manure for soil properties improvement.

Swaraj K, Laura JS, Bishnoi NR (1993) Nitrate induced nodule senescence and changes in
activities of enzymes scavenging H202 in clusterbean (Cyamopsis tetragonaloba
Taub.). Journal of Plant Physiology 141: 202—-205

Timmers ACJ, Soupéne E, Auriac M-C, de Billy F, Vasse J, Boistard P, Truchet G
(2000) Saprophytic intracellular rhizobia in alfalfa nodules. Mol Plant-Microbe
Interactions 13: 1204—1213

Tirichine L, de Billy F, Huguet T (2000) Mtsym®6, a gene conditioning Sinorhizobium
strain-specific nitrogen fixation in Medicago truncatula. Plant Physiol 123: 845-852

Vanstraelen M, Baloban M, Da Ines O, Cultrone A, Lammens T, Boudolf V, Brown SC,
De Veylder L, Mergaert P, Kondorosi E (2009) APC/CCCS52A complexes control
meristem maintenance in the Arabidopsis root. Proceedings of the National Academy
of Sciences 106: 1180611811

Vasse J, de Billy F, Camut S, Truchet G (1990) Correlation between ultrastructural
differentiation of bacteroids and nitrogen fixation in alfalfa nodules. Journal of
Bacteriology 172: 4295-4306

Van de Velde W, Guerra JCP, Keyser AD, Rycke RD, Rombauts S, Maunoury N,
Mergaert P, Kondorosi E, Holsters M, Goormachtig S (2006) Aging in legume
symbiosis. A molecular view on nodule senescence in Medicago truncatula. Plant
Physiology 141: 711-720

Van de Velde W, Zehirov G, Szatmari A, Debreczeny M, Ishihara H, Kevei Z, Farkas A,
Mikulass K, Nagy A, Tiricz H, és mtsai (2010) Plant peptides govern terminal
differentiation of bacteria in symbiosis. Science 327: 1122-1126

Velzen R van, Doyle JJ, Geurts R (2019) A Resurrected scenario: single gain and massive
loss of nitrogen-fixing nodulation. Trends in Plant Science 24: 49-57

Vinardell JM, Fedorova E, Cebolla A, Kevei Z, Horvath G, Kelemen Z, Tarayre S,
Roudier F, Mergaert P, Kondorosi A, és mtsai (2003) Endoreduplication mediated
by the anaphase-promoting complex activator CCS52A is required for symbiotic cell
differentiation in Medicago truncatula nodules. Plant Cell 15: 2093-2105

Vitousek PM, Aber JD, Howarth RW, Likens GE, Matson PA, Schindler DW,
Schlesinger WH, Tilman DG (1997) Human alteration of the global nitrogen cycle:
Sources and consequences. Ecological Applications 7: 737-750

85



Wang D, Griffitts J, Starker C, Fedorova E, Limpens E, Ivanov S, Bisseling T, Long S
(2010) A nodule-specific protein secretory pathway required for nitrogen-fixing
symbiosis. Science 327: 11261129

Wang L, Tian T, Deng Y, Ji J, Liang J, Guan Y, Li R, Huang X, Wang Y, Ning G, és
mtsai (2025) Plant glutamyl-tRNA reductases coordinate plant and rhizobial heme
biosynthesis in nitrogen-fixing nodules. The Plant Cell 37: koaf095

Wen L, Chen Y, Schnabel E, Crook A, Frugoli J (2019) Comparison of efficiency and time
to regeneration of Agrobacterium-mediated transformation methods in Medicago
truncatula. Plant Methods 15: 20

Wycoff K (1998) Effects of oxygen on nodule physiology and expression of nodulins in
Alfalfa. PLANT PHYSIOLOGY 117: 385-395

Xi J, Chen Y, Nakashima J, Wang S, Chen R (2013) Medicago truncatula esnl defines a
genetic locus involved in nodule senescence and symbiotic nitrogen fixation. MPMI
26: 893-902

Xiao TT, Schilderink S, Moling S, Deinum EE, Kondorosi E, Franssen H, Kulikova O,
Niebel A, Bisseling T (2014) Fate map of Medicago truncatula root nodules.
Development 141: 3517-3528

Yang WC, de Blank C, Meskiene I, Hirt H, Bakker J, van Kammen A, Franssen H,
Bisseling T (1994) Rhizobium nod factors reactivate the cell cycle during infection
and nodule primordium formation, but the cycle is only completed in primordium
formation. Plant Cell 6: 1415-1426

Young ND, Debellé F, Oldroyd GED, Geurts R, Cannon SB, Udvardi MK, Benedito VA,
Mayer KFX, Gouzy J, Schoof H, és mtsai (2011) The Medicago genome provides
insight into the evolution of rhizobial symbioses. Nature 480: 520-524

Yu W, Dai Y, Chen J, Liang A, Wu Y, Suo Q, Chen Z, Yan X, Wang C, Lai H, és mtsai
(2024) Upregulation of the glycine-rich protein-encoding gene GhAGRPL enhances
plant tolerance to abiotic and biotic stressors by promoting secondary cell wall
development. Journal of Integrative Agriculture 23: 3311-3327

Zhang Y, Chen L, Dai T, Sun R, Wen D (2015) Ammonia manipulates the ammonia-
oxidizing archaea and bacteria in the coastal sediment-water microcosms. Appl
Microbiol Biotechnol 99: 6481-6491

Zhou Y, Wang L, Rubio MC, Pérez-Rontomé C, Zhou Y, Qi Y, Tian T, Zhang W, Fan
Q, Becana M, és mtsai (2023) Heme catabolism mediated by heme oxygenase in
uninfected interstitial cells enables efficient symbiotic nitrogen fixation in Lotus
Jjaponicus nodules. New Phytologist 239: 1989-2006

86



OSSZEFOGLALAS

A pillangdsviragi novények ¢€s a talajlako rhizobium baktériumok szimbiotikus kapcsolata a
gyokérgiimok kialakulasahoz vezet, melyekben a baktériumok képesek a levegd nitrogénjét
ammoniava redukalni. M. truncatula modellnovényben a nitrogénkotés hatékonysagat és a
giimok élettartamat szdmos tényezd befolyasolja, beleértve a ndvény altal szekretalt
giimOspecifikus peptideket. Kutatasunk célja a szimbiotikus giimok id6 elétti oregedésének
(korai szeneszcencidjanak) vizsgalata, valamint egy kivalasztott glimdspecifikus glicinben
gazdag fehérje, a nod GRP3C gén funkcidjanak jellemzése volt. Eredményeink ravilagitanak
arra, hogy az altalunk vizsgélt mutdnsokban (dnf4, dnf7-2, TR183, TRV36, TR36) az
eredménytelen (nitrogénkotésre képtelen, Fix™) szimbidzisokban kozds jelenség a glimdk korai
oregedése. Tovabba, hogy a nodGRP3C gén kritikus szerepet jatszik a normal giimdéfejlédés

fenntartasaban.

Korai giimészeneszcencia Fix- mutans giimékben

Kiilonboz6 genetikai hibakkal rendelkezd M. truncatula Fix~ mutansokat vizsgaltunk (dnf4,
dnf7-2, TRV36, TR36, TR183), amelyek mind nitrogénkotésre képtelen giimdket fejlesztenek.
Valamennyi ilyen mutansvonalban a giimék mar joval a normélis ~4 hetes élettartam elott
degeneralodni kezdtek. A vad tipusti novényekben a giimoék folyamatosan névekedtek és 21
napig ¢életképesek maradtak, ezzel szemben a Fix™ mutansok giimdinek ndvekedése 1-2 hét utan
leallt, és hamarosan a szimbiotikus sejtek pusztuldsanak jelei mutatkoztak. A glimék mérete
kisebb maradt, a nitrogendz aktivitast jelzd nifH promoter::GUS expresszid pedig koran
lecsokkent ezekben a mutansokban. Mikroszkopos elemzéseink azt mutattak, hogy minden Fix~
mutans giimOben a normdlisan megnyult, differencidlt bakteroidok fokozatosan eltlintek,
helytiket pedig kisméretii, szaprofitikus jellegli baktériumok vették at. Ennek a folyamatnak az
idépontja mutatott kiilonbséget, mivel a dnf4, dnf 7-2, és TR183 mutansok esetében ez a
fertdzést kovetéen mar 17 nappal megfigyelhetd volt, a TRV36 és TR36 mutansok esetében
keésdbbi idOpontban, a fertdzést kovetd 21. napnal.

A korai szeneszcenciat morfologiai és sejtélettani jellemzok kisérték. Mar 7 napos korban tobb
mutans giimében lezarult a gdzcserét szabalyozd endodermisz réteg a giimd csucsan, ami
gatolhatja a gimd tovabbi ndvekedését. Ezzel 6sszefiiggésben a merisztéma mikodése 1d6 elodtt
leallt, a sejtosztoddasi és endoreduplikacids aktivitas drasztikusan csokkent a Fix~ gliimOkben.

Aramléasi citometrids vizsgalataink megerdsitették, hogy a mutins giimékben a magas
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ploidiaszamu (8C feletti) sejtmagok aranya jelentdsen kisebb a vad tipushoz viszonyitva,
jelezve az endoreduplikécios ciklusok korai lealldsat. A giimék rézsaszin szinét ado
leghemoglobin fehérje mennyisége is zavart szenvedett: a dnf4, dnf7-2 és TR183 mutdnsokban
a leghemoglobin génjeinek (Lb2, Lb3) mRNS-szintje és fehérjeterméke mar 2-3 héten beliil
drasztikusan lecsokkent. Ezzel szemben a késleltetett glimdfejlodést mutato TR36 és TRV36
vonalakban a leghemoglobin expresszid kezdetben alacsony volt, majd fokozatosan emelkedett,
ami korrelalt a szeneszcencia késleltetett megjelenésével.

Molekularis szinten kideriilt, hogy a korai giimoédregedésben a proteolitikus enzimek fokozott
aktivitasa jatszik kozponti szerepet. A Fix™ mutansok giimdiben az 6regedés korai markereinek
tartott cisztein-protedz gének (CP2, CP6), valamint mas lebont6 enzimek (chitinase 2, purple
acid phosphatase 22) transzkripcidja mar 7-11 napos korban szignifikdnsan megnott.
Ugyanakkor a szimbidzis fenntartdsdhoz sziikséges gének (NIN, SymCRK, RSD, DNF?2)
expresszioja nem emelkedett a mutans glimOkben — sdt, tobb esetben alacsonyabb volt a vad
tipushoz képest. A védekezési valaszokat jelzo PR10.1 gén sem mutatott indukciot a korai
szeneszcencia soran. Mindez azt jelzi, hogy a Fix~ glimoék pusztulasat nem a gazdandvény
immunvalasza valtja ki, hanem a giimé sajat, fejlddési szeneszcencia programja aktivalddik
tulzott mértékben. A nitrogénkotés ledllasa, a bakteroidok korai lebomlésa és a szeneszcencia-
markerek id6 eldtti expresszioja altalanos jelenségnek bizonyult a vizsgéalt mutansokban,
fiiggetlentil attol, hogy milyen génhiba okozta a Fix™ fenotipust. Ez a kozos kimenetel arra utal,
hogy ha a szimbidzis miikddése zavart szenved, a novény szinte mindig a giimdéfejlodési

program lezardsaval és a szovetek lebontasaval reagal.

A nodGRP3C gén szerepe a szimbiotikus giimdfejlodésben

A gtim0specifikus glicin-gazdag fehérjéket kodold nodGRP géncsalad tagjai a M. truncatula
giimOkben kifejezd6do kisméretii (50-100 aminosavas), szekrécids peptidek, amelyek pontos
funkcioja eddig kevésbé volt ismert. Kiilondsen a nod GRP3C (Medtr2g069245) gént emeltiik
ki vizsgéalatainkban, mivel korabbi transzkriptomikai adatok alapjan ez a gén mar a korai
giimo6fejlddés soran, az infekcids zona alsobb rétegeiben (ZIlp) erdsen expresszalodik.
Feltételezésiink szerint a nodGRP3C fehérje fontos szerepet tolthet be a korai bakteroid-
differencidci6 szabalyozasaban és a szimbidzis fenntartdsaban. A nodGRP3C peptid egy 98
aminosav hosszl, erdsen pozitiv toltésli (izoelektromos pont ~10,4) fehérje, amely egy N-
terminalis szignal szekvenciabol és egy glicinben gazdag C-terminalis doménbdl all. E

szerkezeti jellemzOk arra utalnak, hogy a nodGRP3C a szimbiotikus folyamat soran a
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szekréciés utvonalon a bakteroidok kornyezetébe jut, ahol kolcsonhatasba 1éphet a
baktériumokkal.

A nodGRP3C funkcidjanak felderitésére génmodositassal hoztunk létre M. truncatula
transzgenikus vonalakat. Antiszensz (géncsendesitd) konstrukcidval ~50%-kal cs6kkentettiik a
nodGRP3C gén kifejezddését a giimokben. Ennek hatdsara a giimok fejlodése sulyosan
kérosodott: a nodGRP3C hianyaban a giimoék kisméretiiek, gombolyliek és fehér szintiek
maradtak, benniik pedig drasztikusan lecsokkent a fertdzott (szimbiotikus) sejtek aranya. A
nodGRP3C nélkiil a szimbiozis csak kezdetlegesen indult be, bar a baktériumok behatoltak a
sejtekbe ¢és megnyulasnak indultak, a differenciacidé nem fejezddott be. A konfokalis
mikroszkopos elemzések kisebb bakteroid-sejteket mutattak ki az antiszensz glimékben, mint
a kontrollban, tovabba a bakteroidok ¢életképessége csokkent (sok elhalt bakteroidot figyeltiink
meg). Ennek kovetkeztében a nodGRP3C-csendesitett giimék nem voltak képesek
nitrogénkotésre. Mindez arra utal, hogy a nod GRP3C gén normal miikodése nélkiilozhetetlen a
szimbidzis fennmaradasahoz.

A nodGRP3C funkcié talzott fokozasat is tanulmanyoztuk ektopikus taltermeld (OE,
overexpresszios) vonalak létrehozasaval. Az LjUBQI0 konstitutiv promoéter ald helyezett
nodGRP3C gén bevitelével létrehozott stabil transzformans OE ndvények kiilséleg
egészségesek voltak, és glimdik kezdetben normalisnak tiintek. A fert6zés korai szakaszaban a
a tulzott nodGRP3C jelenléte eleinte nem gatolja a glimdoképzddést. A giimdk fejlédésének
késobbi fazisaban azonban stlyos rendellenességek jelentkeztek, az OE glimdékben a fert6zott
sejtek 1d6 eldtt degradalodtak. Mikroszkdpos vizsgéalatok a mitokondrium membréanjainak
torzulasat, a bakteroidok szétesését, a sejtekben pedig korosan sok keményitészemcsét
(amiloplasztot) mutattak ki, ami az anyagcsere sulyos zavardra utal. Transzkriptomikai
elemzéseink ravilagitottak, hogy a nodGRP3C OE glimékben szdmos védelmi és stresszvalasz
gén (pl. PR10 patogén-fehérje, defenzin) kdrosan magas szinten fejezddik ki, ami hiperszenzitiv
immunvalaszt és programozott sejthalalt valthat ki a giimd szoveteiben. Az OE glimdk
ultrastruktirdjaban ennek megfelelden az intenziv sejthalal jeleit figyeltiik meg, a szimbiotikus
sejtek mitokondriumai 6sszeestek és lebomlottak.

Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a nodGRP3C egy Ujonnan azonositott,
kulcsfontossagu szabalyoz6 eleme a nitrogénkotd giimok fejlodésének. Normal szinten
sziikséges a megfeleld bakteroid-differenciaciohoz és a giimd tartdos fennmaradasahoz,
ugyanakkor tulzott mennyiségben kéros, mert immunvalasz-szerli folyamatokat indit be. A

nodGRP3C tehat hozzdjarul az egyensuly fenntartdsdhoz a gazdandvény és a rhizobium
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baktérium egyiittmiikodésében. Kutatasunk segithet megérteni, miként illeszkedik ez a fehérje
a giiméfejlodés komplex molekularis mechanizmusaba, és felveti annak lehetdségét, hogy a

nodGRP3C modulalasan keresztiil a jovében befolyasoljuk a szimbidzis hatékonysagat.
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SUMMARY

The symbiotic interaction between legumes and Rhizobium bacteria represents one of the most
remarkable examples of a mutually beneficial plant—microbe association. During this process,
rhizobia colonize legume roots and initiate the formation of specialized organs, called root
nodules. These nodules provide a protected niche where bacteria differentiate into bacteroids
capable of reducing atmospheric nitrogen into ammonia, which is then assimilated by the plant.
In return, the plant provides photosynthetically derived carbon sources to support bacterial
metabolism. This symbiotic nitrogen fixation significantly contributes to global nitrogen
cycling and reduces the need for synthetic fertilizers, making it an ecologically and
agriculturally important process.

In M. truncatula, a widely used model legume, the success and efficiency of symbiotic nitrogen
fixation depend on a finely tuned developmental program, which coordinates nodule
organogenesis, infection thread progression, and bacteroid differentiation. However, several
genetic or physiological defects may compromise this program, leading to ineffective nodules
(Fix™), which are incapable of fixing nitrogen. Such nodules often undergo premature
senescence, a process that drastically limits their lifespan and function. While natural
senescence is a developmentally regulated event marking the end of nodule function after weeks
of activity, early senescence in Fix™ nodules represents a failure of symbiosis and an activation
of degradation pathways long before the natural termination point. Understanding the triggers
and molecular regulators of this process is crucial, since early senescence is a major factor
limiting nitrogen fixation efficiency.

The present dissertation addresses two central objectives. First, we aimed to characterize early
senescence in a set of M. truncatula Fix~ mutants with different genetic backgrounds, in order
to reveal common and divergent features of nodule degeneration. Second, we sought to
investigate the function of a specific nodule-expressed glycine-rich protein gene, nodGRP3C,
whose expression pattern suggested a role in bacterial infection and differentiation. By
combining histological, cytological, molecular, and transgenic approaches, we provide novel

insights into the molecular mechanisms that regulate nodule stability and lifespan.

Early nodule senescence in Fix- mutants

A panel of M. truncatula mutants defective in symbiotic nitrogen fixation was analyzed,

including the dnf4, dnf7-2, TR183, TR36V and TR36 mutants. Despite their diverse genetic
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defects, all lines developed Fix™ nodules that failed to sustain nitrogen fixation and underwent
premature senescence. Whereas wild-type nodules continued to grow for three weeks post-
inoculation and remained functional for up to four weeks, mutant nodules ceased growth within
1-2 weeks and displayed accelerated cell death.

Histological and reporter gene analyses provided detailed insights into this process. In wild
type, expression of the nifH promoter::GUS construct confirmed sustained nitrogenase activity
throughout the functional stages of nodule development. In contrast, Fix nodules exhibited an
early decline in nifH::GUS expression, consistent with the failure of effective symbiosis.
Microscopy revealed that elongated, differentiated bacteroids gradually disappeared, replaced
by small, undifferentiated bacterial cells resembling free-living saprophytes.

Although all mutants shared this premature senescence phenotype, the timing of degeneration
varied. In dnf4, dnf7-2 and TR183, hallmarks of cell death were detectable as early as 17 dpi,
whereas in TR36 and TRV36 senescence occurred around 21 dpi. Despite these differences, the
ultimate outcome was the same: the collapse of the symbiotic zone and the loss of nitrogen-
fixing activity.

Premature nodule senescence was associated with a series of morphological and cytological
changes. In several mutants, the apical endodermal barrier closed as early as 7 dpi, preventing
further oxygen diffusion and nodule expansion. Consequently, meristematic activity declined
rapidly, accompanied by a sharp reduction in cell division and endoreduplication. Flow
cytometry confirmed that the proportion of highly polyploid nuclei (>8C) was markedly
reduced compared to wild type, indicating the early cessation of endoreduplication cycles.
Another hallmark of early senescence was the disruption of leghemoglobin accumulation. In
wild-type nodules, leghemoglobins (Lb2 and Lb3) accumulate to provide the red coloration
typical of functional nodules. In Fix™ mutants, this accumulation was strongly impaired. In dnf4,
dnf7-2, and TR183, leghemoglobin transcript levels and protein abundance declined
dramatically within 2—-3 weeks. In TR36 and TRV36, leghemoglobin expression was initially
low but increased later, consistent with their delayed senescence phenotype. These findings link
hemoglobin metabolism to the developmental regulation of nodule longevity.

At the molecular level, early senescence correlated with the induction of proteolytic and
degradative pathways. Cysteine proteases (CP2, CP6) and other hydrolases (chitinase 2, purple
acid phosphatase 22) showed strongly elevated expression in Fix nodules as early as 7-11 dpi.
By contrast, key regulators of symbiosis maintenance (NIN, SymCRK, RSD, DNF2) did not
increase, and in some mutants were even downregulated compared to wild type. Interestingly,

defense-related genes such as PR10.1 were not induced, suggesting that premature senescence
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does not represent a pathogen-triggered immune response, but rather the misactivation of an
intrinsic developmental senescence program.

Collectively, these results reveal that diverse genetic defects converge on a common outcome:
when symbiotic nitrogen fixation fails, nodules are systematically terminated by the host plant.
This indicates that early senescence is not an incidental phenomenon but a robust, conserved

developmental response to symbiotic failure.

Functional analysis of nodGRP3C

Beyond the characterization of Fix~ mutants, we explored the role of nod GRP3C, a member of
the nodule-specific glycine-rich protein family. Transcriptomic data had revealed strong
expression of this gene in the infection zone of nodules (ZIIp), suggesting a role during early
bacteroid differentiation. The encoded peptide is a 98 amino acid, highly cationic protein (pl
~10,4) with an N-terminal signal sequence and a glycine-rich C-terminal domain, pointing to
its localization to the symbiotic interface between the plant and the bacteroid.

To examine its function, we generated transgenic lines with reduced or enhanced nodGRP3C
expression. In the antisense (AS) lines, nod GRP3C transcript abundance decreased by <50%,
resulting in severely defective nodules. These nodules remained small and white, with few
infected cells. Although bacteria entered host cells, differentiation was arrested and nitrogen
fixation did not occur. Confocal microscopy revealed smaller, less viable bacteroids,
highlighting the essential role of nodGRP3C in supporting bacteroid differentiation and
survival.

Overexpression (OE) lines were also established using the LjUBQ10 promoter. Interestingly,
initial stages of nodule development appeared normal, indicating that elevated nod GRP3C did
not interfere with early infection. However, during later stages OE nodules exhibited severe
abnormalities, including premature degradation of infected cells, collapsed membranes,
disrupted bacteroids, and excessive starch accumulation. Transcriptome analyses revealed
strong upregulation of stress and defense genes such as PR/0 and defensins, consistent with
immune-like activation and programmed cell death. Ultrastructural analysis confirmed
widespread mitochondrial collapse and cell death in symbiotic cells.

These findings highlight the dual role of nod GRP3C, while essential at physiological levels, its
overproduction disrupts cellular homeostasis and induces metabolic imbalance. Thus,

nodGRP3C is a critical regulator of the balance between plant and bacteroids.
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Conclusions and perspectives

In summary, this dissertation provides two major advances in our understanding of legume—

rhizobium symbiosis:

1. Early senescence as a common outcome of symbiotic failure: Diverse Fix~ mutants
consistently undergo premature nodule termination, regardless of the underlying genetic
defect. This demonstrates that early senescence represents a general developmental
response of the host to ineffective symbiosis.

2. NodGRP3C as anovel regulator of nodule development. Functional analyses reveal that
nodGRP3C 1is indispensable for successful bacterial differentiation and sustained
nitrogen fixation. However, its overexpression perturbs symbiotic balance, inducing cell

death and metabolic abnormalities.

Together, these findings emphasize that the regulation of nodule lifespan depends on a delicate
equilibrium between developmental, metabolic, and molecular pathways. By identifying
nodGRP3C as a key regulatory element and characterizing early senescence as a conserved
developmental program, this work advances our understanding of symbiotic stability and
efficiency. Future efforts to modulate such regulators may contribute to enhancing biological

nitrogen fixation and reducing dependence on synthetic fertilizers in sustainable agriculture.
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FUGGELEKEK

1. Fiiggelék. Kiegészit6 1. abra A PnifH::GUS riportergén aktivitasanak GUS-
festése vad tipusu és Fix- mutans giimékben.

17 dpi

21 dpi

Kiegészité 1. abra. Hisztokémiai GUS-festés va

A17 dnf4 dnf7-2 J5 TR183 TRV36 TR36
\_w Pge @

\\l

Y

d tipust (A17, J5) és Fix- mutéans (dnf4, dnf7-2, TR183,

TRV36 és TR36) novények giimoinek hosszmetszetein, a fertdzést koveto 17. és 21. napon (dpi). Méretarany:

0,5 mm.
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2. Fiiggelék. Primerlista

Gén
cpP2

CP6
PAP22
chitinase

NIN

RSD
symCRK
Dnf2
PRI0.1
408
cyclind2
ccs524

Lb2

Lb3
nodGRPIL

nodGRP3A4
nodGRP3C

nodGRP4

nodGRP3C
OE

Génazonosito
Medtr5g022560

Medtr4g079800
Medtr7g104360
Medtr6g079630

Medtr5g099060

Medtr7g063220
Medtr3g079850
Medtr4g085800
Medtr4g120970
Medtr3g013635
Medtr2g102520

Medtr4gl02510
Medtrig011540

Medtr5g081000
Medtr5g084260

Medtr2g069273
Medtr2g069245
Medtr5g081590

Medtr2g069245

Forward primer

CATCTTACCCTA
CTGCTTAAATGC

GCAATGATGGC
ATCTTATCCC
TTTTGCACCGGA
TTCTTCAC
CATTTCATCAAC
CCATGTTGG
CGGTTCTGAGAC
AATACTTTGC
GAAAGATGGAA
TACACCCAAAA
CcC

GATTTCTGTGTT
GAAGCTTGGCT

AGGCAATGCGT
TCAGAAGGCCT

CACGATTCATCG
AGAAAGCA

CCGCAAGGACT
GTTCAAGAT

CCTTCCTTCTAT
GATTGCTGCAT

TTGGCTGTTGGT
TTGGGTAAC
TTGGGAAGTAG
CCTATGATGCA
TGGAATGGTAC
GCGATTCAG
AGGGGGAAAGT
GATGGAAAC
AGACTGGGGAG
GCTCATTTT
TGTTCTTTATTT
GTGCCCTAATTC
T
GGGAACGTCCA
AGAGAAAGA
CGCTCTAGAATG
AAAATTAAACC
TTTTATC

Reverse primer

AACTAGAAACCATGAT
GAATGTAGC

TACACAAGCATAATCA
CAATTTAC
CCAACACCACTACCCA
AGGA
TTGTTGGATTCAGCTCC
AATG
GGCACCCTCTGCACCTT
GAACAG

AACTTGACCTGGGTCG
TCAGA

ACATCAGAAGTGAACT
CTCTGCAA

CGACACCGAACTGAGA
TAGTCA

GGGTTGGAACCAATTT
GAAC

TATCGGTCCATTCTGGA
AGC

CATGGGTGGCTTGACT
GATCT

GTTCCAACAGCAAGAT
GAGTA
CCAAATTTAACCCATT
GCCTTCT
CCCAAAGTAGCATCTC
CCAATACT
CCACCACCTCCCATCTT
TC
TTTGCACCTTTTTCATG
TGC

TGGATGACTCGATTAC
CACAAT

CCTCCTATCAAAAACC
CTTCG

CCGGGTACCTCATGGA
AGTCGTCCTC

Referencia
Pérez Guerra és
mtsai., 2010
Pérez Guerra és
mtsai., 2010

Xi és mtsai., 2013

Xi és mtsai., 2013
RT-gPCR

Berrabah és mtsai.,
2023

Berrabah és mtsai.,
2023

Berrabah és mtsai.,
2023

Berrabah és mtsai.,
2023

Nagymihaly és
mtsai., 2017
Pellizzaro és mtsai.,
2014.

Kuppusamy és
mtsai., 2004.

RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR

RT-qPCR
RT-qPCR

RT-qPCR

GRP3C taltermelés,
Xbal-Acc651

3. Fiiggelék. A bakteroid differenciacio leallasanak kvantitativ elemzése a
giilmokben

Al7

7 dpi

atlag
(Osszesen
%0)

SzOras

10 dpi 15 dpi 17 dpi 21 dpi
atlag atlag atlag atlag
(Osszesen (6sszesen (6sszesen (Osszesen

%) szOras

%) szOras %)

szoras %) szoras
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0-2 um
2-4 pm
4-6 um
6-8 um
8-10 um
>10 um
>2 um

Jemalong S

0-2 um
2-4 pm
4-6 um
6-8 pm
8-10 um
>10 um
>2 um

dnf4

0-2 um
2-4 pm
4-6 um
6-8 um
8-10 um
>10 um
>2 um

10,9 1,7
15,3 2,2
40,8 2,9
30,6 3,0
2,4 0,6
0 00

89,1

7 dpi
atlag

(6sszesen
%) szOras
129 2,0
199 3,1
32,4 45
299 2,8
49 0,5
0 0,0

87,1

7 dpi
atlag

(Osszesen
%) SzOras
11,8 1,7
21,7 3,0
39,2 4,4
24 4,2
33 1,1
0 0,0

88,2

26 08
14,3 2,2
364 3,3
343 3,9
11,0 2,8

1,4 0,7
97,4

10 dpi
atlag
(Osszesen
%) szOras

59 1,2

84 19
26,1 3,1
43,8 4,8
15,3 4,2

05 05
94,1

10 dpi
atlag
(6sszesen

%) SZOTas
12,8 3,3
22,0 3,0
348 1,6
26,9 2,6

3,5 0,7

0,0 0,0
87,2

52 1,1
11,0 1,6
37,5 4,0
393 4,1

6,1 2,2

09 038
94,8

15 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTras

1,0 0,5

91 1,8
32,1 1,5
46,7 6,3
10,5 3,1

0,7 01
99,1

15 dpi
atlag
(6sszesen

%) SZOTas
33,8 3,3
28,9 4,7
254 3,1
10,0 1,2

1,9 09

0,0 0,0
66,2

41 0,9
129 1,5
37,1 24
38,7 4,6

64 1,1

08 0,3
95,9

17 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTras

25 05

50 1,2
33,8 14
44,7 5,3
12,8 2,8

1,2 0,5
97,5

17 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
79,4 11,2
109 2,4

7,1 1,4

2,6 0,7

0,0 0,0

0,0 0,0
20,6

58 0,8
10,7 1,6
35,7 1,2
40,7 7,9

6,6 0,6

04 04
94,1

21 dpi
atlag
(Osszesen
%) SZOTas

1,6 04

48 1,3
354 6,6
43,9 3,2
13,2 1,3

1,1 1,0
98,4

21 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
96,5 3,0

24 0,9

1,1 0,6

00 0,0

00 0,0

00 0,0

3,5
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dnf7-2

7 dpi
atlag
(Osszesen
%) szOras
0-2 um 15,7 3,3
2-4 pm 23,2 4,6
4-6 um 38,5 2,3
6-8 um 20,4 1,6
8-10 um 2,2 0,7
>10 um 0 00
>2 um 84,3
TR36
7 dpi
atlag
(6sszesen
%) szOras
0-2 um 10,8 1,8
2-4 pm 22,5 2,8
4-6 um 33 4,4
6-8 pm 28,5 3,5
8-10 um 51 1,8
>10 um 0 00
>2 um 89,1
TRV36
7 dpi
atlag
(Osszesen
%) SzOras
0-2 um 31,9 39
2-4 pm 23 3,2
4-6 um 26,7 1,6
6-8 pm 16,5 4,0
8-10 um 1,9 0,7
>10 um 0 00
>2 um 68,1

10 dpi
atlag
(Osszesen
%) szOras
13,5 3,2
31,3 2,8
31,1 3,2
219 4,6
22 04
0,0 0,0
86,5
10 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
6,0 1,7
139 1,2
44,3 4,9
31,3 4,8
45 09
0,0 0,0
94,0
10 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
11,0 1,7
25,5 49
39,8 3,0
18,0 3,9
20 0,3
0,1 0,2
85,4

15 dpi
atlag
(Osszesen
%) SZOTras
358 6,3
29,0 2,9
25,7 2,7
9,0 1,3
05 04
00 0,0
64,2
15 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
9,0 1,1
13,3 1,9
40,9 4,5
33,7 3,6
3,1 0,7
0,0 0,0
91,0
15 dpi
atlag
(Osszesen
%) SZOTas
13,2 24
30,8 4,6
36,0 1,7
18,0 2,9
2,0 0,6
0,0 0,0
86,8

17 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
67,7 8,5
11,0 1,0
10,1 0,8
9,1 2,2
2,1 0,6
0,0 0,0
32,3
17 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
24,0 3,4
25,8 4,4
35,0 2,6
12,0 2,0
3,0 1,1
0,0 0,0
75,8
17 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
44,7 6,3
29,0 1,9
18,2 2,4
8,0 1,7
0,1 0,2
0,0 0,0
55,3

21 dpi
atlag
(Osszesen
%) SZOTas
96,0 1,6
2,8 0,5
1,2 0,5
00 0,0
00 0,0
00 0,0
4,0
21 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
71,6 6,6
11,0 2,2
10,5 3,1
59 1,5
1,0 0,9
00 0,0
28,4
21 dpi
atlag
(6sszesen
%) SZOTas
88,5 5,6
75 1,1
3,0 08
1,0 0,9
00 0,0
00 0,0
11,5
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TR183

7 dpi 10 dpi 15 dpi 17 dpi 21 dpi
atlag atlag atlag atlag atlag
(Osszesen (6sszesen (Osszesen (6sszesen (Osszesen
%) szOras %) SzOTras %) SZOTras %) SZOTas %) SZOTas
0-2 um 92 1,6 141 1,6 37,2 3,4 68,7 5,9 93,2 3,2
2-4 um 18,7 1,6 25,6 49 25,0 3,2 16,8 2,0 43 0,9
4-6 um 47,1 4,4 32,6 34 24,8 1,7 13,0 2,8 2,1 05
6-8 um 23,6 3,5 23,3 2,7 11,0 2,2 1,5 0,6 04 04
8-10 um 1,4 1,2 44 1,3 20 0,3 0,0 0,0 00 0,0
>10 um 0 00 00 0,0 00 0,0 0,0 0,0 00 0,0
>2 um 90,8 85,9 62,8 31,3 6,8
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4. Fiiggelék. A giimokbdl izolalt sejtmagok DNS-tartalmanak kvantitativ elemzése

7 dpi

2C
4C
8C
16C
32C
64C
>8C

7 dpi

2C
4C
8C
16C
32C
64C
>8C

11 dpi

2C
4C
8C
16C
32C
64C
>8C

11 dpi

2C
4C
8C
16C
32C
64C
>8C

A17
atlag szoras
21,9 1,8
55,0 0,3
10,7 0,6
4,2 1,6
53 1,6
2,8 2,3
12,4
J5
atlag szoras
18,1 0,1
54,6 2,3
13,3 1,2
51 0,7
55 1,0
3,4 3,0
13,9
A17
atlag szoras
14,1 1,0
60,2 29
10,7 0,4
54 1,4
5,8 1,0
3,8 4,3
14,9
J5
atlag szoras
15,3 0,4
59,3 2,3
11,3 0,9
53 1,9
55 1,1
3,4 4,1
14,1

N

W W wwwwZz W W wwwwZz W W W www

W W wwwwZ

dnf4
atlag szoras
19,3 0,9
56,5 0,8
12,3 0,7
4,6 1,1
4,1 0,4
3,1 2,6
11,8
TR183
atlag szoras
20,0 1,4
55,2 1,0
12,4 0,6
4,5 1,6
50 1,3
29 3,3
12,4
dnf4
atlag szoras
15,0 1,0
60,4 1,9
11,1 0,9
51 1,6
52 0,5
3,2 3,5
13,6
TR183
atlag sz0oras
14,8 3,1
64,1 3,6
12,2 0,3
4,2 1,3
34 0,3
1,4 1,9
8,9

W W wwwwZz W W wwwwZz W W wwwwz

W W wwwwZ

dnf7-2
atlag szoras
17,6 1,5
55,7 2,6
12,4 1,0
4,9 1,6
6,0 1,4
3,5 3,1
14,3
TRV36
atlag szoras
20,1 2,6
57,5 2,4
12,9 0,2
4,3 1,2
3,4 0,3
1,9 0,8
9,5
dnf7-2
atlag szoras
13,5 1,5
63,6 2,2
121 0,5
4,3 1,7
4,3 0,7
2,2 2,4
10,7
TRV36
atlag sz0oras
14,7 5,6
62,7 4,8
10,0 0,8
3,9 1,7
4,8 1,1
3,9 3,1
12,6

W W wwwwZz W W wwwwz W W wwwwz

W W wwwwZ

TR36
atlag szoéras
20,6 0,5
54,1 1,6
12,3 0,6
49 1,2
54 1,1
2,7 2,7

13,1
TR36
atlag széras
18,9 1,4
56,6 2,2
9,8 0,8
45 1,6
5,6 1,1
4.6 52

14,7

W W wWwwwow

W W W wwow
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15 dpi A17

atlag
2C 10,0
4C 63,4
8C 10,4
16C 53
32C 5,2
64C 57
>8C 16,2
15 dpi

atlag
2C 10,9
4C 60,5
8C 10,4
16C 54
32C 7,3
64C 54
>8C 18,1

szoras

0,5
4,1
1,9
3,2
1,8
7,5

szoras

0,4
4,0
1,3
1,9
22
6,8

W W wwwwZ

W W wwwwZ

atlag

atlag

dnf4
szoras N
18,5 23 3
64,9 34 3
11,5 0,3 3
3,1 0,5 3
1,2 0,8 3
0,6 06 3
5,0
TR183
szoras N
18,2 29 3
64,8 31 3
12,4 04 3
29 0,6 3
1,2 0,3 3
0,5 0,2 3
47

dnf7-2
atlag szoras
18,2 1,0
66,3 1,2
10,9 1,2
2,8 0,4
1,3 1,0
0,4 0,5
4,5
TRV36
atlag szoras
12,9 5,8
63,6 3,5
9,4 0,8
5.2 3,2
5,0 1,3
3,9 29
14,0

N

3

3

3

3

3

3

TR36

N atlag szérds N
3 179 1,6 3
3 599 2,5 3
3 10,3 0,6 3
3 4,8 1,6 3
3 4,5 0,3 3
3 2,6 2,3 3

11,8

5. Fiiggelék A transzkriptomikai kisérlethez felhasznalt vonalak és csoportositasuk

Minta neve (abraknak megfelel6en)

control 10
control 11
control 12
GRP3COE 1
GRP3C OE 2
GRP3COE 4
GRP3C RNAi 3
GRP3C RNAi 13
GRP3C RNAi 14

Csoport
control
control
control
GRP3C OE
GRP3C OE
GRP3C OE
GRP3C RNAi
GRP3C RNAi
GRP3C RNAi

Genotipus/vonal

R108
R108
R108
R108
R108
R108
G2
G2
G2

Forrasazonositd(k)
R108/8
R108/22+23
R108/3
25/3; 25/4
26/3; 26/5
13/8; 24/20; 25/2
G2 2a/2/22
G2 1a/2/5
G2 1a/2/4

6. Fiiggelék A disszertacioban bemutatott transzkriptomikai vizsgalatok teljes
eredménye (nyers
génexpresszios listak) a dolgozat terjedelmi korlatai miatt nem kertiltek kozvetlentil

csatolasra.

adatok,

normalizalt expresszios

Az adatok szabadon letolthetoek az alabbi linken keresztil:
https://www.dropbox.com/scl/fi/a48qemk9ufu2vebb5q344/6sz_fuggelek.docx?rlkey=

értékek és

differencialis

0im713i2x0j6m1pmaxc8sQomy&st=yp1wkk8p&dI=0
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https://www.dropbox.com/scl/fi/a48qemk9ufu2vebb5q344/6sz_fuggelek.docx?rlkey=0jm7f3i2x0j6m1pmaxc8s0omy&st=yp1wkk8p&dl=0
https://www.dropbox.com/scl/fi/a48qemk9ufu2vebb5q344/6sz_fuggelek.docx?rlkey=0jm7f3i2x0j6m1pmaxc8s0omy&st=yp1wkk8p&dl=0

