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1. BEVEZETES

Az él6 szervezetek egyik nélkiilozhetetlen alkotéeleme a nitrogén. A Fold szinte
kimerithetetlen mennyiségben tartalmaz nitrogént, ennek nagyobb része azonban a legtobb
é16lény szamara koézvetleniil nem hozzaférhetS, inert gazként van jelen a légkorben. Az
eukaridta él6lények altal hasznosithatdo kotott nitrogén viszont csak korlatozott mértékben all
rendelkezésre.

Az Okoszisztéma nitrogén-korforgalma igen szertedgazo folyamat. A nitrogéntartalmi
szerves vegyiiletek lebomlasa soran keletkez6 ammonia kézvetleniil hasznosithaté a névények
szamdra, ill. nitritté és nitrattd torténd atalakulas utan (nitrifikdcid) szintén hasznosulbat,
masrészt a nitrogén egy része visszajut a légkdrbe (denitrifikdcid). Az O6koszisztéma
nitrogénegyensiulydnak fenntartisihoz tehit a kotott nitrogén poétlasara, azaz folyamatos
nitrogénkétésre van szilkkség. A nitrogénkétés torténhet kémiai Gton (villamlas sordn keletkez6
nitrogén-oxidok, ammoniagyartas) és a mennyiségi szempontbdl sokkal jelentSsebb bioldgiai
uton.

A légkort 78%-ban alkoté nitrogéngazt csak néhdny mikroorganizmus képes
nitrogénforrasként hasznositani. A bioldgiai nitrogénkotés haromféle moédon valdésul meg a
természetben, aszerint, hogy a mikroorganizmusok (1) szabadon élve (pl. Klebsiella) vagy pedig
valamilyen tipust novény-mikroba kapcsolat keretein beliil, (2) asszociativ (pl. Azospirillum)
vagy (3) szimbiotikus kapcsolatban (pl. Rhizobium) végzik a nitrogén ammonidva torténd
redukalasit. A bioldgiai nitrogénkotés leghatékonyabb moddja az endoszimbidzis. Ennek soran
két evoliciosan tavol es§ szervezet, egy prokaridta (mikroszimbionta) €s egy magasabbrendd,
eukaridta él6lény (makroszimbionta vagy gazdandvény) kozott tobbszoros jelcserét kovetéen
egy egyediilallé kolcsonhatas jon létre. Ennek sordn a baktériumok a 1égkéri nitrogén

asszimilacidjat kovetGen nitrogénnel latjak el gazdanévényiiket, amely viszonzasként kiillonb6z6



széntartalmu vegyiileteket és a szabad oxigéntSl valéo védelmet biztositja a mikroszimbionta
partner szdmara. Ezért az olyan gazdandvények termesztése, mint a pillangdsviragu
takarmanynovények, nem igényel koltséges és kornyezetkarosité miitragyazast, valamint
vetésforgdban vald alkalmazéasuk noveli a talaj nitrogéntartalmat.

A szimbiotikus nitrogénkotés intenziv  kutatdsok targya a vildg szamos
laboratériumaban, egyrészt mert a tobb kommunikacios 1épést kovetSen kialakuld egyiittélés,
mint kiilonleges bioldgiai jelenség felkeltette a kutatok érdekl6dését, masrészt gazdasagi
jelent8sége miatt. E kutatidsok célja a két partner k6z6tti kommunikacié molekuléris szinti
megismerése, a szimbidzisban résztvevé gének jellemzése és funkcidjuk megismerése. A
kezdeti kutatisok az egyszeriibb szervezddési baktériumra irdnyultak, ezért szdmos, a
szimbidzist kialakité és fenntarté bakterialis gén ismert mar. A kolcsonhatasban résztvevd
novényi génekrdl azonban keveset tudunk, ezek megismerése még a kezdeti 1épéseknél tart.

Az MTA SzBK Genetikai Intézetének Lucerna Genetikai Csoportja ezért a Rhizobium
meliloti és a lucerna (Medicago sativa) gazdandvény kozotti szimbidzis kialakitasaért és
fenntartasaért felelés novényi gének megismerését és jellemzését tiizte ki célul, genetikai és
molekularis biologiai moddszerek felhasznalasaval. A genetikai megkozelitéssel torténd
vizsgalatokhoz sziikség volt egy részletes genetikai térkép elkészitésére. Egy lucerna
kapcsoltsagi térkép a szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevd gének vizsgalatdban, azok
térképezésen alapuld izolalasaban, illetve a lucerna agrondmiai tulajdonsagaiért felel6s lokuszok
azonositasaban, és igy a lucerna nemesitésében nagy segitséget jelent. Csoportunk ezért
elkészitette a lucerna genetikai alaptérképét (Kiss és mtsai 1993), melyet azota folyamatosan
tovabbfejlesztiink. Dolgozatom témadja a részletes genetikai térkép elkészitése és alkalmazasa, a
bors6 (Pisum sativum) kapcsoltsagi térképével torténd Osszehasonlitisa, €s egy szimbiotikus

nitrogénkotésben hibas lucerna mutans genetikai térképezése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Ebben a fejezetben tobb, egymastdl talan tavolabb esS biologiai témakort szeretnék
érinteni. Ezen latszolag egymastol tavol all6 bioldgiai témak rovid ismertetésére azért van
szikség, mert ezek kapcsolodasi pontjai szolgdltak elméleti alapul kutatasi témainkhoz és ezek
hatdroztdk meg az altalunk alkalmazott vizsgalati moddszereket. El6szor a Medicago
nemzetségrSl szeretnék dttekintést nyujtani, amely remélhetSleg segiti a dolgozatban leirt
eredmények kozotti eligazodast. Ezt kovetSen a csoportunk altal vizsgalt biologiai folyamatot
mutatom be roviden, majd pedig a genetikai térképezés elméleti hatterér6l és a novényi

genetikai térképek dolgozatom eredményeihez kapcsolodo teriiletérdl szélok.

2.1. A Medicago nemzetség

A lucerna (Medicago sativa L.) a kétszikiliek (Dicotyledonae) osztalyaba, a hiivelyesek
rendjébe (Fabales), a pillangosviragaak csaladjaba (Papilionaceae) és a Medicago nemzetségbe
tartoz6 gazdasagi haszonnovény. A Medicago nemzetségbe tobb mint 60 kilonbozd faj tartozik,
melyek eredetileg a mediterran régidoban honosak, de Spanyolorszagtél Kinaig, Szibériatol
Jemenig az Ovildgban igen széles korben, természetes médon fordulnak el§. A nemzetség
els6dleges géncentruma a Kaukézus vidékén, Eny-Iran és EK-Torokorszag teriiletén talalhats. A
nemzetségbe tartozo fajok alap kromoszémaszama x=38, kivéve négy éveld fajt, melyeknél x=7.
Harom természetes el6fordulast ploidiaszint figyelhetd meg: diploidok (2n = 2x = 16),
tetraploidok (2n=4x=132) és néhany faj esetén hexaploid (2n = 6x =48) formak. A tetraploidok
spontin moddon keletkeztek a diploid formakbdl, amikor a gamétaképz6dés soran a
kromoszémak megkett6z6dését nem kovette sejtosztodas. Altalanossigban elmondhaté, hogy a

tetraploid Medicago-valtozatok életerGsebbek, jobban képesek alkalmazkodni a kérmyezeti



feltételekhezhez mint diploid rokonaik, melyek altaldban csak elzart teriileteken fordulnak el6
(Quiros és Bauchan 1988, és Lesins és Lesins 1979a).

A Medicago nemzetségbe tartozé fajok kétharmada egynyari, melyeknél a magképz6dés
6nmegtermékenyités§ kovetSen zajlik le (autogamia). Az Oonmegtermékenyités miatt a fajok
nagyfoku egyontetlisége (uniformitisa) figyelhetd meg. E csoport egyik jellegzetes, a Foldkozi-
tenger vidékén honos faja a Medicago truncatula, amely napjainkra a szimbiotikus
nitrogénkotés vizsgalatanak egyik modellnovényévé vilt (Barker és mtsai 1990, Cook és mtsai
1997). A fajok maradék harmada éveld, naluk kilonb6z6 foki Gninkompatibilitis figyelhetd
meg. Az éveld fajoknal a sziromlevelek felnyilasat rovarok (foldi poszméh, lucerna-foldiméh,
stb.) indukéljak, igy ezek idegentermékenyit6k (allogamia), bar kis gyakorisaggal
6nmegtermékenyités is el6fordulhat. Az idegenbeporzas kovetkezményeként heterozigotasag és

nagyfoku polimorfizmus jellemzi Sket.

2.1.1. A Medicago sativa komplex

A termesztett lucerna mas diploid és tetraploid Medicago-valtozatokkal egyiitt a
Medicago sativa komplexbe tartozik. A komplex tagjai valamennyien ével6k, sziromleveleik
sarga, ibolya vagy a kett6 kozotti atmeneti szindek. A hiivelytermés alakja csigavonalban
feltekeredd vagy egyenes is lehet, benniik egy vagy tobb mag helyezkedik el. A komplex tagjai
egymassal keresztezhet6k, az azonos ploidiaszintli valtozatok kariotipusa azonos, kdzottik a
génkicserélédés akadalya egyediil a kiillonb6z6 ploidiaszint. Ez a gat is atjarhaté azonban, mivel
a diploid véltozatoknal, ritka esetekben, a meidzis soran szét nem valt kromoszémakat
tartalmazo gamétak is keletkezhetnek, igy nincs keresztezési akadaly a diploid és tetraploid
véltozatok kozott. A fenti ismérvek é€s egyéb citoldgiai és genetikai adatok alapjdn a
rendszertannal foglalkozo kutatok a komplexbe tartozd Osszes vdltozatot a Medicago sativa

alfajainak tekintik, és valamennyit az un. Medicago komplexbe soroljak (Quiros és Bauchan

10



1988; Lesins és Lesins 1979b). Mivel az alfajok keresztezGdhetnek egymadssal, ezért sokféle
morfolégiai tulajdonsiggal biré6 hibridvaltozat figyelhetd meg, melyek a nodvények
rendszerezését megnehezitik (Quiros é€s Bauchan 1988).

Csoportunkban a lucerna genetikai térképének elkészitéséhez hasznalt térképezd
populéciét a Medicago sativa komplexbe tartozé két diploid alfaj, a Medicago sativa ssp.
quasifalcata és Medicago sativa ssp. coerulea utédai alkottik. Ennek a két alfajnak néhany
morfoldgiai ismérve nagyon kiilonb6z8. A falcata alfajnak mind diploid, mind tetraploid
valtozatai ismertek, jellemzGje a sirga viragszirom, és az egyenes és a sarléalak kozott tobb
dtmeneti forméval jellemezhet hiivelyforma. Sok valtozatat tartjdk szamon, a quasifalcata
elnevezés is a falcata alfaj egy diploid vatozatat jeloli (Quiros és Bauchan 1988). A diploid és
tetraploid valtozatok a tizedik (Németorszag) és a nyolcvanadik (Szibéria) hosszusagi fokok, a
negyvenedik (a Fekete-tenger partvidéke) és a hatvanadik (E-Oroszorszig) szélességi korok
altal hatérolt teriileten Gshonosak (Quiros és Bauchan 1988; Lesins és Lesins 1979b). A falcata
alfaj elényben részesiti a sziraz sztyeppe nyujtotta feltételeket, hiivelytermése is az ilyen
korilmények kozotti elterjedéshez alkalmazkodott. Az ibolyaszinli viraga M. sativa diploid
forrhéjét M. sativa ssp. coerulea, tetraploid valtozatat pedig M. sativa ssp. sativa névvel illetjiik.
Elterjedési teriilete magéban foglalja a Foldkozi-tenger vidékét, a Kozel-Keletet, Kis-Azsiatol
kezd6d6en a Kaukizus vidékén it egészen Kozép-Azsiat, ahol meleg, sziraz, félsivatagos
kornyezetben tenyészik. A nyilt teriilleteken a szél altal gorgetve terjed jellegzetesen
feltekeredett hiivelytermése (Quiros és Bauchan 1988; Lesins és Lesins 1979b).

A szarmazastani kutatisok alapjan a komplex diploidjainak k6z6s Gse a Kaukdzus
vidékén élt, és nagyon hasonld lebetett egy mai, szintén a Medicago sativa komplexbe tartozo
diploid alfajhoz, a M. sativa ssp. glomeratahoz. E sarga viragu, felcsavarodott formaju
biivellyterméssel rendelkez névény populaciéibol térbeli izolaciot (ami valdszintileg a Fekete-
tengert a Kaszpi-tengerrel 0sszek6td kapcsolat lehetett) kovetSen alakult ki a két alfaj. A déli

populacié tagjai elvesztették xantofilltermel8 képességiiket, sarga flavonoid molekulai
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halvanysirga molekuldkka alakultak, melyek kés6bb a kék viragszint okozd antocianin
prekurzorai lettek. EbbSl a populdciébol alakult ki a coerulea alfaj. Az északi populacid
hiivelytermése az egyenes formaji termés iranydba mutaté szelekcidon esett at, ami jobban
megfelelt a fiives siksagokon torténé terjedésnek. Ennek a populaciénak az egyedei megtartottak
sarga viragsziniiket, és ez vezetett a falcata alfaj keletkezéséhez (Quiros és Bauchan 1988;
Lesins és Lesins 1979b). Nagy valosziniséggel a két diploid alfaj hibridje a zoldes, atmeneti
viragszinnel rendelkezd M. sativa ssp. x hemicycla, amely a természetben is eléfordul azokon a
teriileteken, ahol a két alfaj egymassal érintkezik. A diploid coerulea és falcata alfajok nagyobb
méretli viraggal, levélzettel és terméssel rendelkez6 tetraploid valtozatai is keresztezhetSk
egymassal, amely a M. sativa ssp. x varia alfajhoz nagyon hasonlé egyedeket eredményez
(Quiros és Bauchan 1988).

A lucerna a mérsékelt égov orszagaiban a legrégebben, kizarolag takarméanyozasi céllal
termesztett, fehérjében igen gazdag szilastakarminy. Az ével6, kék viragn, csavarodott
terméshiivelyt tetraploid termesztett lucerna (Medicago sativa L.) a M. sativa ssp. sativa
nemesitésének eredménye, de genetikai allomanyahoz minden bizonnyal a M. sativa ssp. falcata
is hozzajarult, ahogy azt néhany izoenzimmel végzett vizsgalat mutatta (Michaud et al. 1988). A
lucernat Kis-Azsidban, a Kaukézus kériili régiéban vontak termesztésbe kb. 8000-9000 éve, és
manapsag mar szinte az egész vilagon, Kinitdl az amerikai kontinensig, Skandindviatol
Ausztralidig termesztik (Michaud et al. 1988, Quiros és Bauchan 1988). Magyarorszagon
Tessedik Samuel honositotta meg a XVIII. sz. végén. Hosszu karégyokerei tobb méter mélyre
hatolnak a talajba, és igy hasznositani tudja a talaj alsobb rétegeinek vizkészletét, ezért a
hosszan tarté szaraz idGszakot is elviseli (Balint 1966). Nagy elénye, hogy a Rhizobium meliloti
talajlaké baktériummal szimbiotikus kapcsolatot képes kialakitani, s ez a talaj

nitrogéntartalmatol valo figgbségét csokkentette.

12



2.2. A szimbiotikus nitrogénkdités

Az él6viligban nagy viltozatossagban fordulnak el6 névények és mikroorganizmusok
kozott kialakuldé patogén, szaprofita és szimbiotikus kolcsénhatasok. Az egyik legintenzivebben
vizsgalt kolcsonhatds a Rhizobium baktériumok pillangésviragi novényekkel létrehozott
nitrogénko6td szimbidzisa. A szimbiotikus nitrogénkotés kialakitasaért és fenntartasaért felelSs
bioldgiai folyamatokkal szdmos részletes 6sszefoglaldo munka kimeritSen foglalkozik (Nap és
Bisseling 1990, Franssen és mtsai 1992, Verma 1992, Vijn és mtsai 1993, Schultze és mtsai

1994, Mylona és mtsai 1995, Geurts és Franssen 1996, Long 1996).

2.2.1. A szimbiotikus giimd kialakulasa

| A Rhizobium baktérium és pillangdésvirighi gazdanovénye (Medicago, Pisum, Melilotus
fajok, stb.) ko6zott sorozatos, molekuldris szinti jelcserét kovetSen mindkét partnerben
morfoldgiai és fiziologiai viltozasok kovetkeznek be, melynek végén egy kolcsonos eldnyokon
alapul6é egyiittélés jon létre. A szimbiotikus nitrogénkotés kialakulasa soran a gazdandvény
gyokerén a baktérium altal indukalt 0j szervek, gyokérgumdk jelennek meg, amelyekben a
baktériumok altal végzett nitrogénredukcid és asszimilacio folyik.

A szimbidzis jelcserével és a partnerek kolcsonds felismerésével kezdddik. A
pillangdsviraga novények folyamatosan olyan molekulakat (flavon és izoflavon vegyiileteket)
bocsatanak a rizoszféraba, melyeket a talajlakd Rhizobium baktériumok specialis
jelmolekulaként érzékelnek. A kibocsatott gazdaspecifikus Osszetételi flavonoid molekulak
egyrészt a novényi gyokér iranyaba vonzzék a baktériumokat, masrészt egy, a baktériumban
allandéan termel3dd fehérjével, a NodD fehérjével kapcsolatba keriilve a szabadon €16
baktériumban at nem irdd6, tn. giimdképzési (nodulacids vagy nod) gének transzkripcios

aktivatoraként mikodnek. A nod gének termékei valaszként egy molekulat, az in. Nod-faktort
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termelik a baktériumban, ami a tipkdzegbe kijutva a gazdandvényben elinditja azokat a
specifikus fizioldgiai és morfologiai folyamatokat, melyek a giiméfejlédéshez vezetnek. A
tisztitott Nod-faktor a szerkezeti analizis alapjan D-glikézamin -1,4-tetraszaharidnak bizonyult
(ritkabban elSfordulhatnak hirom vagy ot tagbol all6 molekulak is), amelynek harom
aminocsoportjahoz acetilcsoportok kapcsolédnak, a nem redukalé végen 1év6 glikozon talalhatd
negyedik aminocsoport pedig egy 16 vagy 18 szénatomszamu telitetlen zsirsavlanchoz kotédik
(Lerouge és mtsai 1990). Ez ut6bbi szénlidnchossza és telitetlen kotéseinek szama, a glikoz
molekuldkhoz kapcsolédé egyéb csoportok [pl. szulfat a Rhizobium melilotindl, mas fajoknal
acetil-, fukozil-, stb. csoportok (Schultze és mtsai 1994, Mylona és mtsai 1995)] hatdrozzak meg
a Nod-faktor gazdaspecificitasat.

A Rhizobiummal kontaktusba 1ép6 gazdanévényen az elsé mikroszképpal is lathato
vélaszreakcid a gyokérszOrgorbiilés. A mikroba megtapad a gyokérszOr felszinén, amely
pasztorbotszeri begorbiilésével magaba zarja a baktériumot. A baktériumok a gazdanévényben
egy sejtfalelemekbdl allo, a gydkér kozpontja felé folyamatosan épilé un. infekcids fonal
képzb6dését inditjak el, amelyben az 0sztdd6 baktériumok a gyokér szovetei felé vandorolnak.
Az infekcios fonal képzddésével egyidGben a gyokér kérgében néhany, mar differencialédott
sejt mitotikusan jra aktivalédik, €s osztoddsival létrehozza a gimdkezdeményt, vagy mas
néven primordiumot. Az osztédd kéregsejtek nyugalmi fazisbol osztédasi fazisba 1épését
feltehetGen a sejtekben a specifikus jelre bekdvetkez6 hormonegyensuly (citokinin/auxin arany)
megvaltozdsa idézi el6 (Hirsch és Fang 1994). A kéregsejtek mitotikus aktivdlodasa
mesterségesen is kivalthaté az auxintranszportot gatlé vegyiiletekkel (Hirsch és mtsai 1989) és a
citokinin szintézisében szerepet jatszo zeatin gént hordozdé Escherichia coli baktériummal
(Cooper és Long 1994), aminek kovetkeztében gimészeri képz6dmények indukalhaték a
novény gyokerén. EbbSl egy masik kovetkeztetés is levonhatd, mégpedig az, hogy a novény
rendelkezik a gumd kialakitasinak képességével, a folyamatot a Rhizobium specifikus

jelmolekuldja inditja el.
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A Nod-faktor elengedhetetlen a gimdképz6dés kezdeti lépéseihez, és a nbvényi
valaszreakciok kéziil j6 néhanyat a tisztitott vagy szintetizalt Nod-faktorok is képesek kivaltani.
Nod-faktor hozzaadas utan néhany perccel a gyokér epidermisz sejtjein plazmamembran
depolarizaciéo mérhet6 (Ehrhardt és mtsai 1992), majd azt kévetSen a citoplazmdban sorozatos
kalciumszint-valtozas figyelhetd meg (Ehrhardt és mtsai 1996). Ezutin gyokérszorgorbiilés,
majd par dra milva néhany ndévényi gén (ENODI2, Scheres és mtsai 1990a, ENOD40, Crespi és
mtsai 1994, peroxidaz gén, Cook és mtsai 1995) expresszioja és a kéregsejtek fent emlitett
mitotikus aktivalédasa figyelhetd meg Nod-faktor hatasira. Az a szignal transzdukci6s ut,
amelyen a baktériumtol induld jel eljut azokhoz a pontokhoz, amelyek kivaltjdk a fent emlitett
valaszreakciokat, eddig még felderitetlen.

A gyOkérsz0r sejtjeit elhagyva az infekcidos fondl novekedése a giimékezdemény felé
iranyul, ahol az infekcids fonalak eldgaznak és annak sejtjeibe hatolnak. Az infekcids fonalbél a
baktériumok endocitdzissal a citoplazmaba jutnak, ahol egy novényi eredetii, un. peribakteroid
membrannal (PBM) hatiroldédnak koril, amely igy megakadalyozza a sejten beliil talalhato
Rhizobiummal szembeni novényi patogén reakciok kialakuldsat. A fert6zott n6vényi sejtekben a
baktériumok addig osztédnak, amig szinte teljesen ki nem toltik azt, mikdzben fokozatosan
megkezd6dik bakteroiddd, a Rhizobium baktérium nitrogénkotésre képes, endoszimbiotikus
formajava torténd atalakulasuk.

A giim§ kialakuldsa soran egy sor, csak a gim&ben, vagy ott intenzivebben kifejez6d6
névényi gén (Gn. nodulin gén) aktivalodik (Delauney és Verma 1988, Nap és Bisseling 1990,
Sanchez és mtsai 1991, Franssen €s mtsai 1992, Verma 1992, Schultze és mtsai 1994, Mylona
€s mtsai 1995). A baktérium és a novény kozotti kolcsonhatds korai szakaszaban, és a giimé
kialakulasa soran indukal6dé géneket korai nodulin (early nodulin; enod) géneknek nevezziik.
Ezek kozil szamos ismert, aktivalodasuk pontos helyér6l €s idGpontjarél viszonylag sok
informacié all rendelkezésre, azonban funkcidjukrol még keveset tudunk. Az eddig izolalt korai

nodulin gének egy része nagy valdszinlséggel sejtfal szerkezeti fehérjét (ENOD2, ENODS,
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ENOD12) kédol, vagy eddig pontosan meg nem hatirozott funkciéval rendelkezik (ENODS,

ENOD10, ENODA0).

2.2.2. Az érett giimé miikodése

Az allandé osztédasu (indeterminélt) giim8vel rendelkez8 névényeknél a baktériumok
kiszabadulaséval egyid6ben a giimSkezdemény néhany, a gyokér kozpontjatdl tavolabb esé
sejtrétege 4talakul kicsiny, citoplazmadis sejtekké, melyek késGbb a gimdé merisztémajat
alkotjdk (Nap és Bisseling 1990). A merisztéma folyamatos osztédassal és differencidlodassal
hozza létre a kifejlett giimd kiilonboz8 szoveteit. Az indeterminalt giimd kozponti szévetében a
merisztématol a giimd alapi része felé haladva, parhuzamosan a giimét alkot6 sejtek életkoraval,
6t kiilonb6z8 zoénat kiilonboztetnek meg (Franssen és mtsai 1992). A legkiviil es6,
baktériummentes osztddasi zénaban (1) allandé merisztematikus aktivitas figyelhet6 meg, az
infekciés zénaban (2) térténik a baktériumok infekcids fonalakbdl torténd kiszabadulasa,
endocitozisa és kérﬁlét‘;iik a peribakteroid membran kialakulasa. A korai szimbiotikus zéna (3)
fertdzott sejtjeiben zajlik a baktériumok osztédasa és bakteroidda torténd differencialédasa. A
kévetkez8, az un. nitrogénkotési zonaban (4) zajlik a 1égkori nitrogén ammoéniava alakitasa,
melyet a bakteroidok nitrogenaz enzime katalizal. A giimd alapi részéhez legkozelebb es6
oregedési z6ndban (5) a ndvényi sejtek és a bennik 1év§ bakteroidok fokozatos elhalasa
figyelhets meg.

A giim8 metabolizmusaban résztvevd késdi nodulinok miikddését a korai nodulinoknal
jobban ismerjiik. A kés6i nodulin gének egy része a szimbiotikus gimén kiviil a névény egyéb
szerveiben is kifejez6dik, de a gumdében megndvekedett expresszi6t mutat, vagy
guméspecikfikus formaval is rendelkezik. A nitrogén asszimilaciojaban résztvevd enzimek
koziil eddig a glutamin szintetazt (GS), glutamat szintazt (GOGAT), aszpartdt aminotranszferazt

(AAT) és az urikdzt; a gimd szénanyagcseréjében szereplé enzimek kozil a malat
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dehidrogenazt (MDH), a foszfoenolpiruvat karboxildzt (PEPC) és a szaharéz szintizt (SH)
azonositottdk. A kés8i nodulinok ko6zé tartoznak még a peribakteroid membrinnal (PBM)
kapcsolatban 1év6 fehérjék, példaul a szdéja nodulin-26, mely valdszinileg a PBM
ioncsatorndinak felépitésében vesz részt. A miikod6 giim6 szolubilis fehérjéinek 25%-at is
kitev8 leghemoglobin (Lb) biztositja a gim6 kozépsd részében a Rhizobium szamara a
mikroaerob komyezetet és az epergiaigényes nitrogénkotés szdmara  sziikséges
oxigénmennyiségef. Szdmos kés6i nodulin funkciéja még nem ismert, ezek kozé tartozik a

csoportunkban kordbban lucernabdl izolalt nodulin-25 gén terméke is (Kiss €s mtsai 1990).

2.3. Genetikai megkozelités a biolégiai folyamatok vizsgilatiban

A molekularis bioldgiai kutatasok célja az élGvilagban lejatsz6dé folyamatok és
jelenségek molekularis szinti feltarasa. Ebhez nélkiilozhetetlen a vizsgalt folyamatban résztvevé
fehérjék, illetve az azokat kédold gének ismerete. Novényi gének izoldlasara tobb lehetdség is
kinalkozik, ezek kozil talan a legegyszeribb modszer a génkonyvtirakban heterolog
hibridizacidés probakkal végzett keresés. A baktérium és éleszté mutinsokon névényi cDNS-
bankokkal végzett komplementalasi kisérletekkel, kimeritéses hibridizaci6 moédszerével,
transzpozon vagy T-DNS inszercié segitségével is izolaltak mar novényi géneket (Gibson és
Somerville 1993), azonban ezen moddszereknek kulonféle korlatai vannak, nem mindig
hasznalhatok sikeresen. Random c¢cDNS szekvenalassal tobb szaz gént azonositottak Medicago
truncatula n6vénybdl (Covitz és mtsai 1998). A leggyakrabban a gének eltéré expresszidjan (a
mRNS vagy a fehérje eltér6 megjelenésén) alapuld modszerekkel azonositottak egy adott
biologiai folyamatban feltételezhetGen résztvevd géneket. Ilyen elvek alapjan mikodik a
differencial hibridizacié moédszere, és az un. ,,differential display” technika (Liang és mtsai 1992
és 1993). E modszerek szerint kétféle, valamilyen tulajdonsig vagy kritérium alapjén

megkiilonboztethetd mintabol tisztitanak mRNS-t. A kiilonbség lehet kétféle szovet, eltéré
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fejlédési fazis, kOrnyezeti feltétel, stb. A szimbiotikus nitrogénko6tés soran kifejez6d6 gének
izolalasdhoz altalaban Nod-faktorral vagy baktériummal kezelt novényekbdl készitett cDNS
konyvtarbol izolaljak azokat a klonokat, amelyek a nem kezelt novénybdl készitett
génkonyvtarban nincsenek jelen.

A gének eltér6 expressziés mintdzatan alapulé biokémiai modszerekkel izolaltik a
szimbiotikus nitrogénkotés folyamén csak a giimdben kifejez6d6 eddig azonositott gének nagy
részét (Delauney és Verma 1988 és a 2.2.1. és a 2.2.2. fejezetben felsorolt gének). Az ily médon
izolalt génekr8l azonban csak annyit tudunk, hogy a vizsgalt folyamat soran kifejez6dnek, de
arra nincs bizonyiték, hogy abban részt is vesznek, és miikodésiik elengedhetetlen a bioldgiai
folyamat normalis lezajlasdhoz. J6 példa erre a differencialhibridizaciéval azonositott ENOD12
korai nodulin gén (Scheres és mtsai 1990a). Az elvégzett biokémiai és citologial vizsgalatok
szerint az ENOD12 gén mar a szimbiozis kezdeti 1épéseinél a giimSprimordium sejtjeibén és az
infekcios fonal befogadasara felkészils gyokérsejtekben is kifejez6dik, expresszidja tisztitott
NOD-faktorral is kivalthaté volt (Scheres és mtsai 1990a). Ezek alapjan az ENODI12 korai
nodulin génnek kulcsszerepet tulajdonitottak a szimbidzis kialakitisaban. A vildg szamos
laboratériumaban intenziv kutatisok tirgyat képezte szerepének pontos tisztidzasa. Genetikai
vizsgalatokbdl azonban kideriilt, hogy az ENOD12 gént nem hordozé ndvények szimbiotikus
nitrogénko6ts képessége nem kiilonbozott a vad tipust egyedekétSl, ami azt jelenti, hogy a gén
nem szikséges a szimbiotikus gimd létrehozasahoz (Csanadi és mtsai 1994). Ez a példa is
ravilagit arra, hogy egy biologiai folyamat feltarasahoz nagy segitséget nyujtanak a vizsgalt
folyamatban hibas mutansok és azok genetikai vizsgalata.

A mutaciot szenvedett gén izolalasira a térképezésen alapulé génizolalds (,,map-based
cloning”) nytjt lehetSséget. Ennek soran a muticio helyét a kapcsoltsagi térképen
meghatirozzédk, és a szorosan kapcsolt molekularis markereket hasznaljadk hibridizacios
probaként azon klonok azonositisiara, melyek a mutans gén és a szorosan kapcsolt marker

kozotti DNS szakaszokat tartalmazzak. Ennek a modszernek elengedhetetlen feltétele, hogy
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rendelkezésre alljon egy genetikai térkép, és a novény genomjat jol reprezentild, nagy DNS-
szakaszokat tartalmazé kényvtar, melyeket kiilonb6z6 klonozé vektorokban hoznak létre
(Monaco és Larin 1994). A mddszer egyik kulcspontja a minél kozelebbi marker megtalélasa,
mert kiildnben tobb sziz kilobazis hosszisigii DNS-szakaszon kell ,,genomsétaval” atjutnunk,
hogy elérjiink a kivant génhez. Az izolalt gén vad tipusi alléljanak a mutans egyed genomjaba
valé visszajuttatasiaval (genetikai komplementacid) bizonyithatjuk, hogy valéban a mutacidért
felelSs gént izolaltuk. Ezzel a modszerrel mar n6vényi géneket is azonositottak arpa, pa'radi'é:som
és Arabidopsis thaliana ndévénybdl (Giraudat és mtsai 1992, Martin és mtsai 1993, Bent és mtsai
1994, Leung és mtsai 1994, Meyer és mtsai 1994, Pepper és mtsai 1994, Grant és mtsai 1995,
Biischges és mtsai 1997, stb.). A mutdciét szenvedett gén azonositisa genetikai megkozelitéssel
hossz és faradsagos folyamat, viszont biztosak lehetiink abban, hogy az izolalt gén valéban
nélkiilozhetetlen a kérdéses bioldgiai folyamatban. Csoportunk ezért a térképezésen alapulo
génklonozas modszerét alkalmazza a szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevdé gének
azonositasara.

Ehhez a stratégidhoz tehat elengedhetetlenek a szimbiotikus nitrogénkdotés kialakitasara
nem képes mutans novények. Manapsag mar szaz felett van ezen névényi mutidnsok szama, de
ezekb6l a mai napig egyetlen-mutéciét szenvedett gént sem sikeriilt azonositani. Az egyik
legrészletesebben jellemzett szimbiotikus nitrogénkotd kapcsolat a lucerna (M. sativa) és a
Rhizobium meliloti k6z6tt 1étrejov6 egylittélés, ennek ellenére kevés szimbiotikus mutans ismert
eddig a lucernaban (Peterson és Barnes 1981, Kiss 1987). A termesztett lucerna idegenbeporzo
tetraploid névény, ami megneheziti az indukalt mutagenezissel torténé mutansok eldallitasat,
valamint a rajta végzett genetikai kisérleteket nagyon bonyolultta teszi. Ezért az utébbi években
a vildg szamos laboratériumédban az egynyari, 6nbeporz6 Medicago truncatuldval kezdtek
kisérletekbe, ami szintén a Rhizobium melilotival képes szimbidzist kialakitani. Szadmos
szimbiotikus mutanst is jellemeztek ebbdl a névénybsl (Bénaben és mtsai 1995, Sagan és mtsai

1995, Penmetsa és Cook 1997).
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2.4. Szimbiotikus nitrogénkotésben hibas novényi mutansok

A szimbiotikus giim§ 1étrehozésa egy tobb 1épésbdl allo Gsszetett folyamat, amely mind
a gazdanovény, mind pedig a baktérium genom szamos génjének Osszehangolt miikédését
feltételezi. Ha a szimbiotikus gimd kialakitasaban résztvevd valamelyik gén mutacié (ami lebet
természetesen eléfordulé vagy mutagenezissel indukalt) kovetkeztében funkcidjat nem képes
ellitni, akkor ezt a szimbiotikus folyamatban bekovetkezd fenotipusos valtozdsbol észlelhetjiik.
A megakadt giimé&fejl6désbbl kovetkeztethetiink arra, hogy a folyamat mely lépéseiben vehet
részt a muticiot szenvedett gén. Ezek alapjan a szimbiotikus nitrogénkétésben hibas névényi
mutinsokat - melyeket tobb 6sszefoglalé munka is részletesen targyal (Rolfe és Gresshoff 1988,
Caetano-Anollés és Gresshoff 1991, Phillips és Teuber 1992, Schultze és mtsai 1994) - harom
nagy kategoriaba oszthatjuk. |

Az egyik csoportba azok tartoznak, amelyeknél a fert6zési folyamatban bekdvetkez6
hiba kovetkeztében egyaltalan nem indul el, vagy igen korai stadiumban gatolt a giimSképz6dés.
Ezeket nevezzilkk Nod™ mutansoknak, melyek az eddig megfigyelt esetekben recessziv modon
oroklédtek. A giiméfejlédés kezdeti 1épéseinél két folyamat figyelhetd meg; gyokérszOrgorbiilés

€s a belsd kéregsejtekbdl a gydkérgimd-primordium keletkezése. A Nod  mutansok ko6zott

taldlunk olyanokat, melyeknél egyik vagy masik, esetleg mindkét folyamat hibat szenved [szoja
nod139-es (Mathews és mtsai 1989) és nod49 és nod772 indukalt mutansai (Rolfe és Gresshoff
1988), a borsoé sym2 (Geurts és mtsai 1997), a lucerna MnNC-1008 (Peterson és Barnes 1981), a
X borsé sym8 és sym9 (Markwei és LaRue 1992), és a Melilotus alba sym3 (Utrup és mtsai 1993)
mutansai].

A szimbiotikus nitrogénkotésben mutans novények kovetkezd kategériajat azok a
noévények alkotjak, amelyek képesek giimdk kialakitdsira, de ezekben vad tipust Rhizobium
jelenlétében sem megy végbe hatékony szimbiotikus nitrogénkotés. Ezek a szimbiotikus

nitrogénkotés szempontjabol ineffektiv’ (In vagy Fix) mutidnsok, melyeknek jellemzd
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fenotipusos tulajdonsaga a vad tipusi névényeken talalhaté giim6k szamanal joval tobb fehér,
leghemoglobin-hidnyos gim&, a nitrogénhianybol adédé klorotikus fenotipus (gyenge
novekedés, sargas levelek) és a viragzas elmaradasa. Minden vizsgéalt makroszimbionta partner

esetében leirtak mar Fix” mutdnsokat, melyek részletes jellemzése Kneen és LaRue (1988), Duc

és Messager (1989), Kneen és mtsai (1990), Utrup és mtsai (1993), Park és Buttery (1994),
Sagan és mtsai (1995), Bénaben és mtsai (1995), Imaizumi-Anraku és mtsai (1997), valamint
Caetano-Anollés és Gresshoff (1991) és Phillips és Teuber (1992) 6sszefoglalé munkaiban
taldlhaté meg. Az ineffektiv mutansok egy része tumorszerii, nem funkcionalé giimét képez,
méis részénél pedig a gimbk korai Oregedése figyelhetd meg (Sanchez és mtsai 1991).
Tetraploid lucernavonalakban azonositottdk az in,, in,, in,, inns mutinsokat (Peterson és
Barnes 1981), melyek mindegyike recessziv 6rokl6déstinek bizonyult. Dr. Kiss Gyorgy és
munkatirsai mutagenizalast kovetSen azonositottak diploid Medicago sativa ssp. coerulea
populicidban egy giimGfunkciéban hibas ndévényt (Kiss 1987), melyet Fix1-nek, majd kés6bb a
M. sativa nevezéktant kovetve McIN6-nak, a mutaciot szenvedett gént pedig fix1-nek illetve ing-
nak nevezték el. E muticio részletesebb jellemzése a 3.1. fejezetben talalhaté.

A gimdfejlédés soran a novény szabalyozza a keletkez giim8k szamat. Ez alol a
szabalyozas alol felszabadulé novények alkotjadk a mutansok harmadik csoportjat. Ezeken a
mutans ndvényeken a vad tipusnal lényegesen nagyobb szamu funkcionalé gumé fejlédik ki (un.
szuper giméz6k vagy Nod"™ mutinsok), még a tapkozeg egyébként gatldo hatasu, magas
nitrattartalma esetén is (Caetano-Anollés és Gresshoff 1991). Tobb pillangosviraga novényben
is azonositottak mar ilyen, a giim8szamot szabalyozé autoreguliciés mechanizmus sériilése
miatt keletkez6 mutiansokat (Jacobsen és Feenstra 1984, Carroll és mtsai 1985a és 1985b, Duc
és Messager 1989, Sagan és mtsai 1995, Szczyglowski és mtsai 1998).

Csoportunkban két, a szimbiotikus nitrogénkétésben hibds lucerna mutans részletes
vizsgalata folyik (Endre és mtsai 1996, 3.1. és 3.3. fejezet). Mindkét mutanst részletesen

jellemezték mar fény- és elektronmikroszkopos, valamint fizildgiai vizsgéalatokkal (Peterson és
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Barnes 1981, Dudley és Long 1989, Caetano-Anollés és mtsai 1993, Kiss 1987 és 1997), de
gének izolalasira van szikkség. A mutins gének azonositasat térképezésen alapulé génizolalassal
tervezzilkk megoldani. Ennek végrehajtasdhoz azonban sziikségiink volt a lucerna részletes
genetikai térképének elkészitésére. A genetikai térképezés alapjait, és a kapcsoltsagi térképek

elkészitésének menetét a kovetkezs fejezetekben ismertetem.

2.5. A genetikai térképezés

A diploid él6lények minden egyes ivarsejtje egy teljes haploid kromoszémakészletet
hordoz. A kromoszoémakon a magasabbrendii élGlények tobb tizezer génje linearisan
helyezkedik el, és igy csoportokba rendez8dve jutnak at az utédokba. E kapcsoltsagi csoportok
fizikai megjelenése tehat a kromoszémakészlet, igy a kapcsoltsagi csoportok szama megegyezik
az adott él8lény alap kromoszomaszamaval. A kapcsoltsigi csoportokon beliil a gének linedris
sorrendje genetikailag meghatarozhato, ezt nevezziik genetikai térképezésnek.

A genetikai térképek nagy elméleti és gyakorlati jelentGséggel birnak. Az eukariéta
genomok komplexitdsuk miatt molekularis moddszerekkel ugyanis nehezen kezelheték, a
genetikai térképek azonban jelentGsen megkonnyitik ezek vizsgalatat, pl. lehetdséget
biztositanak a térképezésen alapul6 génizolalashoz (Id. 2.3. fejezet). Habar rovid idén beliil az
emberiség rendelkezésére fog allni néhiny eukariéta modellélSlény teljes szekvencidja (az
Arabidopsis thaliana 120 Mb nagysagh genomjabdl 50 Mb-nyi rész szekvencidja mar ismert, €s
elSrelathatéan 2000 végére a teljes genom szekvenciija az adatbankokban lesz; Meinke és mtsai
1998), a genetikai térképek a genomokban vald tijékozddashoz tovabbra is nélkillozhetetlenek
lesznek. A genetikai térképek segitségével meghatirozhatok a mennyiségi tulajdonsagok
(quantitative trait loci, QTL) kialakitasaért felelés lokuszok (Tanksley 1993), valamint a

gazdasagi és agronOmiai szempontbol fontos tulajdonsigokért felelds gének térképhelye. A
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kiilonb6z6 rokonsidgi viszonyban 1év8 élSlények részletes genetikai  térképeinek
Osszehasonlitasabol pedig azok genomszervez8désérdl kaphatunk informdaciot, s ez

szarmazastani kérdésekre is valaszt adhat.

2.5.1. A genetikai térképezés alapjai

A genetikai analizis alapjait Gregor Mendel tette le a mult szazad kozepén végzett
borsokeresztezési kisérleteivel (Rédei 1987 és Griffith és mtsai 1993a és 1993b). Ma mar
tudjuk, hogy az éltala megallapitott szabalyszeriiségek egy része csak fiiggetleniil 6roklédé
markerekre vonatkozik. Kiilonboz8 borsotulajdonsagok 6roklédésének kovetése sordn Mendel
megallapitotta, hogy egy tulajdonsag (pl. a borsé6 maghéjszine) kialakitasaért felels “oroklédési
faktor (ma mar tudjuk, hogy ez a gén) parosaval talalhat6 a szervezet testi sejtjeiben, az egyik
apai, a masik anyai eredeti. Azt is megallapitotta, hogy az ivarsejtekbe a tulajdonsagot
meghatarozo génparbol csak az egyik jut be, az ivarsejtek pedig véletlenszerlien egyesiilhetnek
zigotakka. Két eltérd, dominans-recessziv viszonyban 1év6 tulajdonsagot hordozé homozigéta
egyed keresztezését kovetGen létrejott els6 utédnemzedék tagjai egyonteti tulajdonsaguak
voltak, ezek keresztezésébdl szarmazo masodik utédnemzedékben pedig azt figyelte meg, hogy
mindkét sziilSi tulajdonsag megjelent 3:1 fenotipusos aranyban. Két vagy t6bb génpar a masodik
nemzedékben egymastol fiiggetleniil, szabadon kombinalodott, és a sziil6i elrendezés mellett
nem sziil8i elrendezésben is kapott tulajdonsagparokat. Két génpar esetén a négyféle fenotipusos
kategoriaba es$ egyedek szama 9:3:3:1 aranyban oszlott el.

A XX. szizad els6 éveiben W. Bateson ¢és R.C. Punnett illatos lednekkel és
cukorborsoval végzett kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy bizonyos tulajdonsagok
orokl6dése soran a masodik utédnemzedékben az egyes fenotipus-kategoridkba es6 egyedek
aranya jelentdsen eltért a 9:3:3:1 aranytol. A vizsgalt esetekben az eredeti szil6i

gamétatipusoknak megfeleld fenotipus-osztaly nagyobb volt az elméletileg vartnal, a nem sziil6i
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kategoria pedig kisebb. Azt tapasztaltak tehat, hogy a tulajdonsidgok szabad szétvalasat valami
akadalyozza, de a jelenség okat nem tudtdk megmagyarazni. A magyarazatot szaizadunk 10-es
éveiben T. H. Morgan és A. Sturtevant adta meg, akik Drosophilan végzett kisérleteik soran
hasonl6 jelenségre, azaz bizonyos gének alléljeinek egyiittes eléforduladsi gyakorisdganak
novekedésére figyeltek fel az utédokban. Magyarazatuk szerint a vizsgalt gének kapcsoltan
helyezkedtek el ugyanazon a kromoszoman, ezért egyutt orokldtek, és igy lett a sziil6i
allélkombinaciok szdma magas. Kisérleteikbdl arra kovetkeztettek, hogy a tulajdonsagok szabad
kombinalodasa csak a fiiggetlen kromoszomakon, vagy egy kromoszéma nagyon tavoli pontjain
1év6 16kuszokra igaz. A kapcsolt gének egyiitt 6roklédése viszont nem magyardzza meg a nem
szil6i allélkombinacidk jelenlétét. A morgani elképzelés szerint a nem sziil6i allélkombinédciok
a meiozis soran keletkeznek, amikor a homolég kromoszomaparok parosodnak egymadssal.
Ekkor kromoszémadarabok cserélédhetnek ki esetenként az atkeresztez8désnek (crossing-over)
nevezett folyamat soran, aminek kovetkeztében a kapcsolt gének alléljainak elrendez6dése
megvaltozik. Ennek az eredménye a létrejové uj, nem szil6i kombinacidk, vagy mas széval a
rekombinansok létrejotte. Az atkeresztez6dés megvalosulasara a homolég kromoszémaparok
parosodasa soran egy citologiailag is lathato szerkezetben, a kiazmaban lattdk a bizonyitékot.
Tobb génpar 6roklédését vizsgalva azt talaltak, hogy a rekombinans utédok szama igen valtozo
volt attol fuggden, hogy milyen géneket vizsgaltak. Egy adott génpar esetében viszont a
rekombinansok szama kozel allandonak adddott. Sturtevant dolgozta ki (Sturtevant 1913), hogy
a rekombinansok szazalékos értéke, mint mennyiségi tulajdonsag, miként alkalmazhaté két gén
egymastol vald tavolsaganak mérésére. Két gén egyiittoroklédésének gyakorisaga a koztik
bekovetkez6  rekombinaciok  gyakorisagatol,  tulajdonképpen az  atkeresztez6dések
gyakorisagatdl fugg. Két pont kozott bekovetkezd atkeresztez8dések —eléforduldasianak
valdszintisége pedig a pontok kozti tavolsaggal aranyos. Azaz, ha két gén kozel van egymashoz,
akkor a koztik fellép6 rekombinacid gyakorisaga kisebb, vagyis nagyobb gyakorisaggal

oroklédnek egyiitt; mig azok, amelyek tavolabb helyezkednek el egymastdl, ritkdbban
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oroklédnek egyiitt, mivel koztiik a rekombinaciés gyakorisig nagyobb. A rekombinansok
gyakorisiga tehat az aktudlisan vizsgalt gének tivolsagat tikrozi. Ezt a tavolsigot az
ugynevezett térképtavolsiggal fejezik ki, melynek mértékegysége T. H. Morgan tiszteletére a
centimorgan (cM). Megallapodas szerint 1 térképegység (1 cM) két marker kozott a genetikai
tavolsag, ha koztiikk a rekombinacids gyakorisag 0,01 (1%). A nagyobb tavolsagra 1évé 16kuszok
esetén a rekombinacids gyakorisag alapjan torténd tavolsagbecslés pontatlan, mert a két lokusz
kozott bekovetkez8 kettds atkeresztezGdések révén létrejovs, sziilGi allélkombinacidval
rendelkez8 egyedek nem keriilnek be a rekombindnsok kategdridjaba. Emiatt a rekombinacios
gyakorisagot mégsem lehet kozvetlenil tavolsagmeghatarozasra hasznalni, ehelyett egy un.
térképfuggvénnyel hatdrozzak meg a rekombinaciés gyakorisagbol az atkeresztez8dések szamat,
és abbdl a térképtivolsigot. A leggyakrabban hasznalt atszamitasi médszerek a Kosambi vagy
pedig a Haldane térképfiiggvények (Crow 1990).

Rekombinacios gyakorisagon tehat a két vizsgalt lokuszra nézve rekombinans gamétik
szazalékos aranyat értjiik az Osszes gamétira vonatkoztatva. A rekombindns és nem
rekombinans gamétdk szamanak meghatirozasara legtobbszor nem nyilik lehet8ség, hanem a
gamétak talalkozasibol létrejovoé utodoknak a vizsgalt 10kuszokra meghatarozott genotipusaibol
kovetkeztethetiink azok szdmara. Rekombinans gamétak egy masik rekombinans, vagy nem
rekombinans gamétaval torténd egyesiilésébdl ugyanis rekombinans utoéd keletkezik, és igy az
utddnemzedék vizsgalt 16kuszainak genotipusabol, azaz a kisérleti adatokbol hatdrozhaté meg a
rekombinacios gyakorisag.

Két vizsgalt 16kuszra heterozigota egyed keresztezését kovetGen a rekombinans és nem
rekombinans gamétak taldlkozasa az utodokban kilenc kiilonb6z6 allélkombinaciot eredményez
(Allard 1956, Ritter és mtsai 1990 és Kiss és Endre). A rekombinacids gyakorisag
figyelembevételével a keletkez6 gamétak gyakorisiga meghatarozhaté, a gamétak
gyakorisdgabol pedig az egyes allélkombinacidk létrejottének valoszinlisége is kiszamolhato.

Nem szabad azonban figyelmen kiviil hagyni azt a tényt, hogy mindkét 10kuszra heterozigéta
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fenotipust eredményezhet nem rekombinéans ivarsejtek, valamint két nem azonos genotipusi
rekombinans ivarsejt taldlkozasa is, azaz a heterozigé6ta konfiguraciorol tovabbi kisérletek nélkiil
nem donthetd el, hogy rekombinaciés esemény, vagy nem rekombiniciés esemény
kovetkeztében jottek-e létre (cisz vagy transz heterozigotak-e). Ezért a gyakorlatban a
rekombinaciés gyakorisagot ugy hatirozzak meg, hogy az egyes allélkombinaciok gyakorisagat
szamitjak ki a kisérlet soran kapott kiilonb6z6 utodkategoriakba esé egyedszamok alapjan, és
ezekbdl hatarozzak meg a rekombinacids gyakorisagot.

Két marker ko6zotti kapcesoltsig valosziniségének mérésére az un. LOD-értéket
hasznaljak (Lander és Botstein 1986). Ez az érték azon valdsziniiségek aranyanak a tizesalapu
negativ logaritmusa, amikor a két markert kapcsoltnak, illetve nem kapcsoltnak vessziik. Ennek
megfelelen LOD =3 érték azt jelenti, hogy a két marker megfigyelt genotipus-adatai ezerszer
nagyobb valdsziniiséggel fordulnak el akkor, ha a két marker kapcsolt, mintha nem lennének

kapcsoltak.

2.5.2. A rekombinicios gyakorisag becslése maximum-likelihood médszerrel

A rekombinacidés gyakorisigot altaldiban a maximum-likelihood (legnagyobb
valoszinliség) modszer alkalmazasaval becsiilik meg (Allard 1956 és Ritter és mtsai 1990). A
maximum-likelihood médszer hasznalhaté annak a becslésére, hogy egy konkrét adatsorozat
el6fordulasa milyen valtozo megvaldsulasa esetén a legvaldszinibb (Press és mtsai 1989). Ez a
rekombinaciés gyakorisag esetére leforditva azt jelenti, hogy egy kisérlet soran azt a
rekombinacids gyakorisagot fogadjuk el két lokusz kozotti rekombindciés gyakorisag valédi
értékének becslésére, amely esetén a megfigyelt konkrét adatok bekovetkezésének a
valdszinlisége a legnagyobb. Ilyenkor az adatokon egy keresztezést kovetGen létrejove egyes

genotipus-kategoriakba es6 egyedek szamat értjuk.
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A fent emlitett heterozigota egyedek keresztezésének példajat folytatva, ha a keletkezett
genotipus kategoridkba esd egyedszamot al, a2, a3, ...a9-cel jeloljik (Ritter és mtsai 1990), az
egyes genotipus kategéridk létrejottének valdsziniségét pedig p,, p,, Ps, ---Po-cel (Kiss és
Endre), akkor annak a valdszinlsége, hogy az al egyedszamu genotipus kategoéria al-szer
forduljon eld, a kategoria valosziniiségének (p,) az al-dik hatvanyaval egyenlG; annak a
valésziniisége pedig, hogy az a2 egyedszamu genotipus kategoria a2-szer kovetkezzen be, a
kategéria valOszintiségének (p,) az a2-dik hatvanyaval egyenl6, és igy tovabb. Annak a
valészinlisége (L) tehat, hogy egy kisérlet soran egy konkrét adatsorozatot kapjunk meg,

egyenlo az

a8 a9

_ . al al a3 ad as ab a7
L=p " xp,"" xps" Xp, " Xps~ Xps XPy" XPg X Py

szorzattal (Kiss és Endre). Az L valoszinliségi fuggvény maximumaénak megkeresésével
megkapjuk a rekombinacids gyakorisignak azt az értékét, mely mellett az adott kisérleti adatok
megvalosuliasanak a legnagyobb a valdszinlisége. Mivel egy nagyszami minta esetén a
kitevGben igen nagy értékek szerepelnének, és igy az egyenlet kezelése is nehézkesebb lenne,
ezért elGszO0r az egyenlet tizes alapu logaritmusat szamoljuk ki. Az igy kapott figgvény
maximumbelye nem valtozik. A log (L) valdszintiségi fiiggvény RF szerinti derivaltjat nullaval
egyenl6vé téve ki lehet szamolni a fiiggvény maximumat, és igy a rekombinacioés gyakorisag
legvaldoszinibb értékét. Ez persze kézi szamolassal nehéz és faradsigos munka, ezért
szamitogépes programok (Mapmaker, Joinmap, Linkage) segitségével hatarozzdk meg a

rekombinacids gyakorisagot.
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2.5.3. A genetikai térképek megszerkesztésének menete

Morgan és Sturtevant munkaibél tehat kideriilt, hogy az azonos kromoszéman talalhatd
gének a kéztiik 1év8 tivolsagtol fiiggben bizonyos gyakorisiggal egyiitt 6roklédnek. A
gondolatmenetet megforditva, az egyuttoroklédés gyakorisagabol, illetve a rekombinacids
gyakorisagbol kovetkeztethetiink két gén kozotti tavolsigra. Sok gén egymashoz viszonyitott
tivolsigit meghatirozva felallithatd az adott gének kozotti sorrend. A markerek ily moédon
kapcsoltsagi csoportokat alkotnak, reprezentalva a szervezet haploid kromoszomakészletét. A
kapcsoltsagi csoportok grafikus abrazolasa a kapcsoltsagi, vagy genetikai térkép.

Egy faj genetikai térképének elkészitése elméleti és gyakorlati szempontbdl is igen
nagy jelentGséggel bir. A genetikai térképek alkalmazdsa nagy segitséget jelent az eukaridta
genomok vizsgélatinal, mert komplexitdsuk miatt fizikailag nehezen kezelbet6k. Egy genetikai
térkép elkészitése harom f6 szakaszra bonthato:

(1) a szegregalo populacié eldallitasa

(2) az egyedek genotipusainak meghatirozasa a kiilonb6z6 markerekre

(3) az adatok analizisével végzett térképszerkesztés

(1) A térképezés elsS 1épése a térképezd populacio elBallitasa.a két kivalasztott sziil6i

vonal keresztezésével. Genetikai térképezésre csak a térképez6 populacié 'készitéséhez
felhasznalt két sziilGi egyed kozoétti genetikai kuldnbségek (polimorfizmusok) hasznalbatok,
mert csak ezek oOroklésmenete vizsgalhatd. Ezért célszerli olyan egyedeket valasztani a
térképez8 populacié eldallitasara, melyek a lehetd legtobb polimorfizmust szolgaltatjak.
Lényeges azonban, hogy a sziil6k keresztezésébdl életképes utdédgeneracio keletkezzen, ugyanis
genetikailag tdvol all6 sziil6k esetén genomatrendezGdési- és rekombinacios zavarok léphetnek
fel. A térképezés F,, F, szegregilo, visszakeresztezett populdcion, vagy pedig rekombinans

beltenyésztett vonalakon végezhetd (Kiss és Endre).
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(2) A genetikai térkép elkészitésének kovetkez8 1épése a térképezd populaciét alkotd
egyedek genotipusainak meghatirozdsa minél t6bb markerre nézve. Mint emlitettem, egy
térképez6 populicioban markerként csak a polimorfizmust mutaté tulajdonsagok johetnek
szamitasba. Ezek a markerek lehetnek morfologiai és molekularis markerek.

Hosszi ideig csak kiilonb6z6 természetes el6fordulast, vagy mutagén kezeléssel
eldallitott morfologiai kiilonbségeket (pl. virag-, termésszin, levélforma, stb.) tudtak térképezni.
Mivel ezek szama korlatozott, és térképezésiikk nehézkes (esetenként tobb populacio sziikséges),
ezért a klasszikus genetikai térképek megszerkesztése hosszi ideig vontatottan haladt. Az utébbi
10-15 évben a kiilonb6z6, DNS-polimorfizmusokon alapulé molekularis markerek (RFLP -
Botstein és mtsai 1980, RAPD - Williams és mtsai 1990, SCARs - Paran és Michelmore 1993,
AFLP - Vos és mtsai 1995, SSCP - Orita és mtsai 1989, stb.) elterjedésének koszoénhetSen a
genetikai térképek készitése nagy fordulatot vett, és mara szinte kivétel nélkil elkészilt az
Osszes, tudomanyos vagy gazdasigi szempontbdl jelentGs él6lény tobbé-kevésbé részletes
genetikai térképe. Legrészletesebb kapcsoltsagi térképpel a novények kozott a genetikai
vizsgalatok modellnovényévé valt Arabidopsis thaliana rendelkezik.

A molekularis markerek szamtalan el6nnyel rendelkeznek a klasszikus markerekkel
szemben, alkalmazasukkal részletes genetikai térképek készithet6k. A molekularis markerek
altal azonosithaté lokuszok szdma megegyezik a genomban taldlhaté gének szamaval, illetve
meg is haladhatja azt, mert alkalmazisukkal lehet6ség nyilt géneket nem tartalmazo
kromoszomarégiok térképezésére is. Sok molekularis marker térképezéséhez elegend6 egy
térképez8 populacid hasznalata, azaz egy () marker térképezéséhez nincs szikkség ujabb
keresztezésre és térképez6 populacié eldallitasara. Molekularis markerek hasznalatdnal nincs
kornyezeti hatds a markerekre nézve, és a mutans gének kolcsonhatisi probléméi is
elkeriilhet6k. A molekuldris markerek egy része (pl. az RFLP markerek) kodominans
kiértékelésd, szemben a morfoldgiai bélyegekkel, melyek altaldban dominans kiértékeléstiek.

Nem elhanyagolhaté elényik még, hogy a molekularis markerek lehetdséget biztositanak a
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kéryezetiikben 1év8, valamilyen szempontbdl érdekes gén(ek) klonozasara is (térképezésen
alapulé génizolalas).

(3) Az adatok analizise sordn az egyedek genotipusadatait markerparonként
Osszehasonlitjak, és meghatirozzak a két marker kozotti rekombinacios gyakorisdgot (melyet
mint emlitettem, altaldban a maximum-likelihood médszer alkalmazasaval végeznek el). A
markerek egymashoz viszonyitott helyzete a koztiik meghatarozott rekombinacids gyakorisagok
figyelembevételével dllapithatd meg. A kiilonb6z8 markereket tartalmazé kapcsoltsagi
csoportrészek a kozos markerek alapjan egybecsusztathatok, igy jonnek létre a kapcsoltsagi
csoportok. A bonyolult rekombinacidés gyakorisig meghatirozasa, a markerek egymashoz
viszonyitott helyzetének megallapitisa szamitogépes programokkal torténik. Ezt kovetSen a
kapcsoltsagi csoportokban a szomszédos markerek k6zotti rekombinacids gyakorisagi értékeket
a megfeleld térképfiiggvény alkalmazasaval térképtivolsidgokka alakitjdk, és a kapcsoltsagi

csoportok megrajzolasaval elkészitik a genetikai térképet.

2.6. Rokon fajok genetikai térképének osszehasonlitisa

A molekularis markerek kifejlesztésének koszonhetSen a nyolcvanas évektdl kezd6dSen
felgyorsult a részletes genetikai térképek készitése, és jelenleg mar rendelkezésre all a legtobb,
az emberiség szamara valamilyen szempontbdl fontos novény- és allatfaj kapcsoltsagi térképe.
A molekularis markerek lehetSséget adnak kiilonbozd rokonsagi foku fajok genetikai térképének
Osszehasonlitdsira. Az Osszehasonlitishoz olyan markerekre van szikség, melyek egyértelmiien
azonosithaték a vizsgalt genomokban, kdpiaszamuk alacsony, és kevésbé valtozékonyak.
Ezeknek a feltételeknek a géneket kodolé DNS-szakaszok felelnek meg legjobban, ezért
elsGsorban az ismert funkcioval rendelkez6 gének, és cDNS-bankok klonjainak (EST, expressed
sequence tag) térképezésével valdsithatdé meg a genomok Osszahasomlitisa. Természetesen

alacsony kopiaszam®, nem kodolé DNS-szakaszok is hasznalhatok a vizsgalatokhoz annak
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figyelembevételével, hogy ezek valtozékonysaga nagyobb, mint a kédolé DNS-részeké. Az
Osszevetéshez hasznilt DNS-szakaszok azonositisira a DNS-szakasz szekvencidjat hasznaljak
(STS, sequence-tagged sites, Olson és mtsai 1989), ami alapjan az adott marker egyértelmien
felismerhet6 és jellemezhetd a vilag kiilonb6z6 laboratériumaiban.

Az 6sszehasonlitisok a novényi genomok szervezddésének sokkal konzervaltabb
tulajdonsagairdl arulkodtak, mint azt régebben gondoltak (Gale és Devos 1998). A
térképoOsszehasonlito vizsgalatok valaszt adhatnak rokon és kevésbé rokon élSlények genom
szervez0désének azonossagara, illetve azok valtozasara az evolicié folyaman, és az igy
megallapitott rokonsagi fokok OsszevethetSk a klasszikus rendszertani eredményekkel. Szamos,
tobbé-kevésbé rokon novényfaj genom szervezddése kozott mutattak mar ki hasonlésagot
(Schwarzacher 1994, Gale és Devos 1998 dsszefoglalé munkai), és az egér és az emberi genom
hasonlosagarol is kozoltek eredményeket (Eppig és Nadeau 1995). Az egyre tobb €161ény mind
jobb megismerésére inditott genomprogramok olyan nagy mennyiségi adatot termelnek, melyek
hamarosan attorést hoznak, €s kiszélesitik az €161ények genomszervez6désérdl és evolucidjarol
eddig rendelkezésiinkre a1l ismeretanyagot.

A noévényi genetikai térképek Osszehasonlitasanak egyik elsé példdja a Solanaceae
csaladba tartoz6 paradicsom, paprika és burgonya vizsgalata volt. Mindharom névényfaj haploid
kromoszémaszama 12, ¢és ko6zés RFLP-probakkal készitett genetikai térképeiknek
Osszevetésébdl kideriilt, hogy a paradicsom és a burgonya kapcsoltsagi csoportjai nagyfoku
hasonlosagot mutattak, eltérésként csupan négy paracentrikus inverziét talaltak (Bonierbale és
mtsai 1988; Gebhardt és mtsai 1991, Tanksley és mtsai 1992). A paradicsom, és a szintén a
Solanaceae csaladba tartozé paprika kapcsoltsagi térképe szintén sok azonos markersorrendi
kromoszomaszegmentet tartalmazott, de az 6sszehasonlitasbol az is kideriilt, hogy sokkal t6bb
genetikai atrendez6dés kovetkezett be evolucios elvalasuk 6ta, mint a paradicsom és a burgonya

esetében (Prince és mtsai 1992).
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A kaposztafélék kapcsoltsagi csoportjainak Osszehasonlitisa soran nagy kiterjedési
konzervalt markersorrendii kromoszémarészeket azonositottak (Lagercrantz és Lydiate 1996). A
vizsgilatok arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy egy hat alapkromoszoémaszdmu 6sbdl
kiilonféle duplikaciés eseményeket kovetGen alakultak ki az eltéré kromoszomaszamu Brassica
nigra (n = 8), B. oleracea (n = 9) és B. rapa (n = 10) fajok. Az egyarant a keresztesviraguak
kozé tartozd Arabidopsis €s Brassica fajok genomjainak hasonlosagarol is kozoltek mar
adatokat (Lagercrantz és mtsai 1996 és Lagercrantz 1998). Feltételezésiik szerint az Arabidopsis
genom szerkezetében és komplexitisiban nagyon hasonlit a Brassica fajok Gsének feltételezett
diploid 8si noévényhez. Eredményeik alapjan arr6l szamoltak be, hogy a diploid Brassica
genomok valdssziniileg egy 6si Arabidopsis névény génkészletének megharomszorozodasaval,
majd azt kévetSen annak kilonféle genetikai atrendezddésével keletkeztek.

Az egyszikii novények genomosszehasonlitisa talan gazdasagi jelentGsége miatt a
legintenzivebben vizsgilt teriilet. Homolog markerek konzervalt sorrendjét mutattak ki buza és
arpa (Van Deynze és mtsai 1995), kukorica és Sorgum fajok (Pereira és mtsai 1994) és tobb
gabonaféle (Ahn és Tanksley 1993, Ahn és mtsai 1993; Kurata és mtsai 1994; Moore 1995;

Devos és Gale 1997, Foote és mtsai 1997) kozott.
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3. ELOZMENYEK

3.1. Egy ineffektiv lucerna mutans izolalisa és jellemzése

Kiss Gyorgy és mtsai szimbiotikus nitrogénkotésben mutans diploid lucerna névények
izolalasa céljabdl Medicago sativa ssp. coerulea magpopulaciét kobalt izotép (®Co)
sugarzasanak vetettek ala (Kiss 1987). A magpopulaciébol felnevelt novényeket 6nbeporoztak,
és az igy keletkezett novényeket szimbiotikus nitrogénkotési képességiikre tesztelték. Izolaltak
egy mutaciot (Fix1) hordozé névényt, amely ko6tott nitrogént nem tartalmazé tapkézegben és
gazdabaktérium (AK631; Putnoky és mtsai 1990) jelenlétében mutatta a nitrogénhidny
jellegzetes tineteit (klorézis; Isd. 2.2.5. fejezet). Kotott nitrogént tartalmazé tapkézegben
(viragfold) a mutans novény a vad tipusit novényekhez hasonld, normalis fenotipust mutatott,
azaz a mutdcié nem a nitrogén-anyagcsere valamely enzimét érintette, hanem valéban a
nitrogénkot6 guimd milkodésében keletkezett zavar. Vegetativ szaporitast kovetGen a ndvény
Fix™ tulajdonsagat megtartotta, keresztezési kisérletekbdl pedig kiderilt, hogy a monogénes
tulajdonsagu mutdciét recessziv médon Srokitette (Kiss 1997).

A fény- és elektronmikroszképos vizsgalatok szerint az infekcios fonalak csokkent
hatékonysaggal lépnek be a novényi sejtekbe, a vad tipushoz viszonyitva kevesebb a fert6zott
sejt. A baktériumok bakteroidda alakulasa latszolag rendben lezajlik, azonban a bakteroidok
szama gimonként kevesebb, mint a vad tipusi gimdben. A vizsgalatok alapjan a Fix1 mutdns
fenotipusa hasonlitott a tetraploid lucernaban leirt in, és in, mutidnsokhoz (Vance és Johnson
1983), amelyek szintén a gimo sejtjeinek korai dregedését mutattak (Kiss 1997).

A kiilonb6z6 vizsgédlatok azonban nem vezettek a mutdciot szenvedett gén (fix1, ill.
késébb ing) funkcidjanak alapos megismeréséhez, amiben a gén klonozasa, szekvencidjanak

ismerete nagyban segithet. A gén klonozasdhoz a genetikai térképezésen alapulé génizolalas
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tiint megoldasnak, amihez az elsd 1épés a diploid lucerna genetikai térképének megszerkesztése

volt.

3.2. A diploid Medicago sativa genetikai alaptérképének megszerkesztése

A novényi partner szimbiotikus nitrogénkotésben betoltott szerepének alaposabb
megismerésére - a genetikai megkozelités jelentségét felismerve - csoportunk mér évekkel
ezel6tt megkezdte egy lucerna kapcsoltsagi térkép megszerkesztését. A MTA SzBK Genetikai
Intézetének Nitrogénkotd Csoportjaban a szimbiotikus nitrogénkotés tanulmanyozisa a
termesztett lucerna (M. sativa ssp. sativa) és a Rhizobium meliloti partnereken folyt. A
termesztett lucerna idegenbeporzo, tetraploid névény, és ilyen populicion egy genetikai térkép
megszerkesztése nagyon bonyolult, ezért mas megoldast kellett keresni. Legmegfelelébbnek a
Medicago sativa komplexbe tartozo diploid novények alkalmazasa tiint, melyek kozeli rokonai a
tetraploid lucernanak (Lesins és Lesins 1979b; Quiros és Bauchan 1988), azzal és egymassal
keresztezhetSk, és miikodé szimbidzist adnak a csoportban mar régéta hasznélt Rhizobium
meliloti 41 és AK631 gazdabaktériumokkal (Kiss 1987). A térképez6 populicié 1étrehozasahoz
sziikséges két szul§ kivalasztasa soran a dontés egy diploid, kék viragi M. sativa ssp. coerulea
(a termesztett lucerna legkdzelebbi rokona) (Mcw?2) és egy szintén diploid, sarga virdga M.
sativa ssp. quasifalcata egyedre (Mqk93) esett. A két, a Medicago sativa komplexbe tartozo
alfajokhoz tartoz6 egyed keresztezhetd volt egymassal, a koztiik 1év6 evolicios tavolsag viszont
biztositotta a térképezéshez sziikséges genetikai kulonbozdségeket (polimorfizmusokat). A két
szil6 keresztez€sébdl elballitott F, generacio tagjai zoldes, atmeneti viragsziniek voltak. Az F,
generacio egy tagjanak, az F,, jeld novénynek az 6nbeporzasaval hoztuk létre az F, szegregalo
populédciot (alaptérképezd populacio). A szegregalé populacié egyedeinek 89 morfologiai,
izoenzim, RFLP és RAPD markerre meghatdrozott genotipusa alapjan szamolt kapcsoltsagi
értékek figyelembevételével késziilt el a diploid lucerna genetikai alaptérképe (Kiss és mtsai

1993). A genetikai térképet nyolc kapcsoltsagi csoport alkotta, ami megfelelt a Medicago sativa
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komplexbe tartozé lucernik alapkromoszéma szamanak. A kapcsoltsidgi csoportok 659 cM
genetikai tavolsagot fedtek le a diploid lucerna genomjabdl. A haploid genom méretet (In=1x=
1.0X 10°bp) figyelembe véve 1 cM genetikai tivolsagra atlagosan igy 1500 kb hossziisagu fizikai
tavolsag jutott. Az alap kapcsoltsagi térkép lehetséget biztositott szamos giimdspecifikus, vagy

giimGben intenziven kifejez6d6 gén térképhelyének megallapitasara is (Kiss és mtsai 1993).

3.3. A fix]1 (iny) mutans gén térképezése

A fix] mutins gén térképhelyének meghatarozasdhoz a genetikai kisérieteket
csoportunkban Csanadi Gyula kezdte el. A mutins gén térképhelyének azonositdsdhoz egy
szegregald populaciot hoztunk létre a kék viragy, ineffektiv Fix1 ndvény €s a sarga viragu, vad
tipusi Medicago sativa ssp. quasifalcata k93 (Mqk93) novények keresztezésével, és a
keletkezett F, populacié F,,, és F,, jell tagjainak onbeporzisaval. A szegregilé populdcio
egyedeit teszteltiik nitrogénkotési hatékonysagukra, ami alapjan kivalasztottunk 10-10 Fix™ és
Fix" fenotipusu egyedet. A 10-10 egyed 6ssz DNS-ét elegyitettiik, un. ,Jkupacokat” hoztunk
létre. A két ,kupac” DNS-eivel és tiz nukleotid hosszisdgi primerekkel PCR reakciokat
végezve (Bulked Segregant Analysis; Michelmore és mtsai 1991) a Fix  tulajdonsiaghoz
szorosan kapcsolt RAPD markereket kerestink. Az igy kapott OE7X RAPD marker fragment;jét
hibridizaciés probaként hasznilva, az alap térképez6 populacion az OE7X marker a hetedik
kapcsoltsagi csoport (LG 7) 1285 és L83 RFLP markerei k6zé térképez6dott (Kiss 1997 és Dr.

Csanadi Gyula személyes kozlés).
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4. CELKITUZES

Az MTA SzBK Geﬁetika Intézetének Lucerna Genetikai Csoportjaban zajlo kutatisok
célja a szimbiotikus nitrogénko6tésben szerepet jatsz6 novényi gének megismerése és jellemzése.
Ehhez a munkahoz csoportunk elengedhetetlennek tartotta egy részletes lucerna genetikai térkép
elkészitését. Ezért a dolgozat témajat képez6 vizsgalatok elinditasakor a kovetkez6 feladatokat
tliztik magunk elé:

1. A madr elkésziilt lucerna genetikai alaptérkép (Kiss és mtsai 1993) tovabbi telitése

molekularis markerekkel.

2. A szimbiotikus nitrogénkotésben szerepet jatszo, illetve annak soran kifejez6d6 gének
térképhelyének megallapitasa. Ezzel valaszt kaphatunk ezen gének kopiaszdmardl, és
elhelyezkedésiikr6l a genomban. A szimbiotikus nitrogénkotés sordn specifikusan
kifejez6d6 gének felhasznilhatok a pillangés virdga ndvények genomjanak
Osszehasonlitasara.

3. Minél tobb ismert funciéval rendelkez gén térképhelyének megallapitasa, amelyek a
lucerna kapcsoltsagi térképét a késGbbiekben alkalmassid tehetik mas rokon és
kevésbé rokon fajok genetikai térképével valoé 6sszehasonlitasra.

4. Rendelkezésiinkre alltak olyan DNS-kionok, melyek térképhelyét mas diploid lucerna
térképez6 populaciokon szintén meghataroztak. Ezek segitségével terveztiik az eddig
kozolt lucerna kapcsoltsagi térképek 6sszehasonlitasat.

5. Mivel részletes lucerna genetikai térkép nem allt korabban rendelkezésre, ezért nem
volt lehetGség a lucerna és egyik kozeli rokona, a borsé genomjanak
Osszehasonlitisara. Ezért az altalunk elkészitett diploid Medicago sativa térkép
segitségével terveztik azonos markersorrendii régidk azonositasat a lucerna és a borso

kapcsoltsagi csoportjain.
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6. Csoportunk a fix] mutins gén azonositasit térképezésen alapulé génizolalassal tervezi
végrehajtani. Ennek kezdeti 1épéseit a korabban betérképezett fix] mutins gén
térképhelyének pontositasa, tovabbi kapcsolt markerek keresése, a mutaciod
finomtérképezése jelenti, melyek elvégzését szintén tervbe vettiik.

A genetikai térkép markerekkel t6rténd telitése soran hamarosan azzal a jelenséggel talaltuk
magunkat szembe, hogy néhany Gjonnan térképezett marker kiilonb6z6 kapcsoltsagi csoporton
elhelyezked6 markerekhez mutatott ers kapcsoltsagot [pl. az ujonnan térképezett U286 marker
kapcsoltsdga az alaptérkép (Kiss és mtsai 1993) hatos (LG VI) és hetes (VII) kapcsoltsagi
csoportjan taldlhato GS és 1589 markerekhez]. Ezen kiilonb6z8 kapcsoltsagi csoporton 1év, és
a hozzijuk kapcsoloddo 1) markereknél a heterozigéta genotipusok erfteljes tulsalyat
tapasztaltuk. Feltételezésiink szerint a genotipusok jelentdsen torzult szegregicids ardnya
torzitotta a kapcsoltsagi értékeket, aminek kovetkeztében a heterzigéta egyedek tulsulyaval
jellemezhetd ) markerek t6bb kapcsoltsdgi csoportba voltak sorolhaték. Ezért a kovetkez6
tovéabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

7. Befolyasolja-e a torzult szegregicids arany (a heterozigota genoﬁpusok talsalya) a
kapcsoltsagi értékeket, és ha igen, akkor hogyan lehet a zavaré hatast kikiiszobolni?

8. A korabban megdllapitott kapcsoltsagi csoportok (Kiss és mtsai 1993) azonosak-e az
ujbol elvégzett genetikai analizis soran kapott kapcsoltsagi csoportokkal?

9. A novényi egyedfejlédés melyik fazisiban torténik meg a heterozigéta genotipusu

egyedek feldasulasa?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A szegregaloé populacié elfallitasa, a ndvények fenntartiasa

Az diploid lucerna genetikai alaptérképének elkészitéséhez hasznélt szegregalod
populacié tagjai két diploid (2n=2x=16) Medicago sativa alfaj keresztezéséb6l szarmaznak. Egy
kék viraga Medicago sativa ssp. coerulea (Mcw2) egyed pollenjeivel megtermékenyitett sirga
viragh Medicago sativa ssp. quasifalcata (Mqk93) egyed utodai alkottdk az atmeneti, zoldes
viragszini F|4 nemzedéket. Az F,, egyedi novény dnbeporzasaval elGallitott egyedek képezték a
masodik (F,) utédnemzedéket, melynek 137 egyede szolgédlt térképezd populacioként. A
novényeket iiveghazi koérilmények kozott 22-27 °C-on napi 16 oras megvilagitis mellett,
viragfoldet tartalmaz6 cserepekben neveltiik.

Az ineffektiv szimbiotikus nitrogénkotést okoz6 fix1 (ing ) mutins gén térképezését a kék
viragh, Medicago sativa ssp. coerulea alfajhoz tartozd, szimbiotikus nitrogénkotésben hibas
Fix1 (McING6) mutans (Kiss 1987) és a sarga viragu, szimbiotikus nitrogénkoétésben vad tipust
Mqk93 egyedek keresztezésébdl létrehozott F,,, és F, egyedek Onbeporzasabol szarmazod
szegregald populacion végeztuk el. A lucernamagok csiraztatasat és a novények nevelését
kezdetben steril korilmények kozott végeztik. Ezért a magok felszinét el6szor alkoholos
Oblitéssel, és 5 perces, 0.1%-os higanyklorid oldatban tortén6 mosassal sterilizaltuk. Ezt
kovetGen a magokat steril desztillalt vizzel tobbszor mostuk, majd steril vizben hagyva
duzzasztottuk. A csiraztataishoz a magokat desztillilt vizes 1%-os agar lemezre helyeztiik, a
csirazé magokat pedig 1 % agart tartalmazo nitrogénmentes Gibson (Gibson 1980) tapkozeget
tartalmazo csovekbe tettik. A fent leirt Giveghdzi kérulmények kozott neveltuk 3-4 hétig a

novénykéket, melyeket ezutdn viragfoldbe iltettiink at.
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5.2. A szimbiotikus nitrogénkotés hatékonysagianak meghatarozasa

A fix] allélt tartalmazé szegregald populacid egyedeinek szimbiotikus nitrogénkotési
hatékonysagit novényi tesztben hataroztuk meg. A populéci;ﬁ' egyedeibGl 4-4 hajtasrész
levagasaval, és azok nitrogénmentes tapkozegben (perlit) térténd gyokereztetésével vegetativ
szaporitast készitettiink. A hajtasokat AK631 (Putnoky és mtsai 1990) baktériumtorzzsel
inokuladltuk kétszer a teszt els6 két hetében. A TA tdptalajon, és 30 °C-on felndvesztett
baktériumot Gibson tipfolyadékban (Gibson 1980) felszuszpendaltuk (10%-10° sejt/ml), és ebbsl
a szuszpenziobdl par cseppet adtunk a gyokerez6 hajtasokhoz. A perlitben 1év6 vegetativ
klonokat desztillalt vizzel, illetve hetente egyszer nitrogénmentes Gibson tapfolyadékkal
locsoltuk. A névényi tesztet két honap utan értékeltik ki, a szimbiotikus nitrogénkotésben hibas
egyedeket a klorotikus (2.2.5. fejezet) fenotipus megjelenése alapjan kiilonboztettiikk meg a vad

tipusu egyedektdl.

5.3. A DNS-analizis médszerei

A kovetkezd fejezetekben ismertetett modszereken kiviil hasznalt egyéb DNS-technikikat a

Maniatis és mtsai (1982) altal leirt utmutatasok alapjan hajtottuk végre.

5.3.1. DNS-izolailas friss levélbél, Southern-hibridizacié

A total novényi DNS-t friss, fiatal hajtasokbdl izolaltuk a Dellaporta és munkatérsai
(1983) altal kidolgozott mddszer szerint. Novényi egyedenként 10-15 ng izolalt DNS-t négy
kiilonb6z6 restrikciés endonukledzzal (EcoRI, EcoRV, Hindlll és Dral) emésztettink az
enzimet forgalmazé cégek (Amersham, Fermentas és Promega) altal biztositott pufferben. Az

emésztett DNS-fragmenteket 1.1 %-os agar6z gélben valasztottuk el Tris-acetdt puffer

39



jelenlétében (Maniatis és mtsai 1982). Az elvalasztott DNS-fragmenteket kapillaris médszer
(Southern 1975) alkalmazisival Hybond-N membrinra (Amersham) transzferaltuk. A
restrikcios endonukleazzal torténd emésztéssel, vagy polimeraz-lancreakcioval (PCR) készitett
DNS-fragmenteket Feinberg és Vogelstein (1983) éltal kidolgozott moédszerrel a-[**P}dCTP
izotoppal jeloltiik. A prehibridizicios és hibridizacios oldatként is szolgalé C + G pufferben
(Church és Gilbert 1984) végeztiikk a hibridizaciét 12-16 6ran keresztiil a probaként hasznalt
fragmenttSl (heterolég vagy homolég) fuggben 55 vagy 60 °C-on. A filtereket a hibridizaci6
h8mérsékletén mostuk hiromszor hisz percig, el8szér 0,1 % SDS-t és 1,0 % SSPE-t, aztin 0,1
% SDS-t és 0,5 % SSPE-t, végiil pedig 0,1 % SDS-t és 0,1 % SSPE-t tartalmaz6 oldatban. A
filtereket 1-10 napig autoradiografaltuk -70 °C-on, vagy pedig ,phosphor image analyser” (PIA)

kazettaban exponaltuk.

5.3.2. DNS-izoldlds lucernamagokbél és csirandvényekbdl

Az F,, novény tovabbi Onbeporzisabol keletkez6 magvakbdl és csirandvénykékbdl
(amelyek igy tulajdonképpen a térképezé populacid kiterjesztését alkottdk) Ossz DNS-t |
izolaltunk Chelex® 100 (Bio-Rad. Richmond, CA) gyanta segitségével a Walsh és mtsai (1991)
altal kidolgozott mddszer kis mddositasaval. A magvakat és a fiatal névénykéket egyenként
kvarchomok és 300 pl 5%-os Chelex® 100 jelenlétében eldorzsoltiik, vortexes keverés utan a
feliiluszot atszivtuk egy masik csGbe, és 56 °C-on tartottuk egy éjszakan at. Masnap vortexelés
utan 10’ forralas kovetkezett, melyet Gjabb keverés, majd 3’ centrifugalas kovetett 15000 rpm
fordulatszamon. A feliilluszot masik cs6be mértik, és ebbdl 5-5 pl-eket hasznaltunk templatként

az alabbiakban ismertett specifikus polimeraz lancreakcids kisérletekben.

40



5.3.3. PCR amplifikacié

Genomikus DNS-szakaszok polimeraz-lancrekci6 (PCR) segitségével t6rténd
amplifikalasahoz a fent emlitett DNS-izolalasi modszerekkel készilt novényi DNS-t hasznaltuk

templatként. Random amplifikalt polimorf DNS (RAPD) markerek (Williams és mtsai 1990)
elBallitisa a kovetkezd 25 ul térfogath reakcidelegyben tortént: 1 x Taq polimeraz puffer-
(Promega); 2.4 mM MgCl,; 200 uM dATP, dCTP, dGTP és dTTP; lng/ul templat DNS; 0.2
pmol/ul primer és 1 U Taq polimerdz (Promega). A reakcidelegyet 20 pl ésvényoléjjal (Sigma)
fedtiik le a parolgas megakadalyozasira. A programozhaté termosztitban (LEP Scientific, MJ
Research és Hybaid Omn-E) a kovetkez6 hdmérsékleti ciklusokat 35-sz0r ismételve végeztiikk az
amplifikaciot: 94 °C 5 masodperc; 37 °C 1 perc és 72 °C 1 perc. A RAPD markerek
azonositisahoz nagyrészt az Operon cégtSl (Operon Technologies, Alameda, California, USA)
vasarolt 10 bazis hosszisagh oligonukleotidokat hasznaltuk. Ezeken kiviil az AP8B (5’
TCGTCACTGA 3’) és APSE (5> TGGTGACTGA 3’) primerek alkalmazasaval allitottunk el
RAPD markereket.

A specifikus korillmények kozott végzett PCR-hoz ugyanezt a reakcidelegyet hasznaltuk,
kivéve, hogy a MgCl, koncentracié 1.5 mM volt. Az amplifikiciokat az alabbi id6- és
hémérsékleti paraméterekkel hajtottuk végre: 94 °C 30 mésodperc; majd a primerekt6l fuggéen
55, 60 vagy 65 °C 1 perc és 72 °C | vagy 2 perc. A 35-szor ismételt ciklusok utdn a reakcidkat
egy 4 perces polimerizicios lépéssel zartuk 72 °C-on. A specifikus amplifikacioval detektalt
polimorfizmusok elGallitasahoz hasznalt primerek listaja a 5. tdblazatban talalhato.

Az amplifikacidk termékeit 2.0 %-os, 0.5 pg/ml EtBr-ot tartalmazé agar6z gélben
vélasztottuk el, a DNS-t UV-megyvilagitassal tettik lathatova, és Fortepan 200 filmeken

dokumentéltuk a kapott mintazatot.
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5.3.4. PCR-termeékek klonozasa és szekvendlasa

A 2.0 %-os gélben elvalasztott PCR termékeket agar6z kockaval kivagtuk és QIAEX
(Qiagen GmbH, Németorszag) fragment izoldld moédszerrel tisztitottuk. Mivel a Tagq
polimerazzal késziilt PCR fragmentek 3’ végeiken nagy gyakorisaggal hordoznak egy tilnyulo
adenin bazist tartalmazé nukleotidot (Mead mtsai 1991), ezért nukleotidok jelenlétében a
Klenow fragment 3’—% 5’ exonukledz aktivitisat kihasznilva tompa végiivé alakitottuk a
fragmenteket (Maniatis és mtsai 1982). Az igy kezelt fragmenteket Hincll restrikcios enzimmel
emésztett M13mp19 fag vektorba ligaltuk. A szekvenalast Sanger és mtsai (1977) szerint leirt

modszer szerint végeztiik.

5.3.5. Az egyszalii DNS konformaciéjan alapulé genotipus meghatarozas (SSCP)

Néhany esetben az egyszali DNS konformacidjaban rejld kiilonbségeket igyekeztiink
felhasznalni az un. SSCP (single-stranded conformation polymorphism) technikaval (Orita és
mtsai 1989). Ezzel a modszerrel hataroztuk meg a CalmodB, a Myo-f§ és néhiny egyednél a
CycMs4 markerek esetében a genotipusokat. Az analizalandé fragmentet, dltalaban a PCR

reakcié 1/20-ad részét vizzel 100 pl-re higitottuk, ammoéniumacetattal és etanollal (0,5 tf 7.5M

NH,acetat és 2,5 tf 96 % etanol) kicsaptuk, majd 7 pl an. stop pufferben (95% formamid, 20mM
EDTA, 2% xiléncianol és 2% bromfenolkék) felvettik. Az oldatban 1évé DNS-t 90 °C-on
denaturaltuk, majd a mintat rogton jégre tettik, és a gélre vald felvitelig ott is taroltuk. A
mintdkat 10%-os nativ poliakrilamid gélen (akril:biszakril 50:1) futtatuk hidegszobaban a
vizsgalt fragment méretétdl fliggben 150 és 280 V fesziiltség kozott 10-24 o6ra idGtartamig.

A gélen megfuttatott DNS-fragmenteket ezistfestéssel tettiik lathatova a kovetkez6
modszer szerint: a gélt el6szor egy 6ran keresztiil fixaltuk 50% metanolt, 12 % ecetsavat €s

0,02 % formaldehidet tartalmazo oldatban. Ezt 3 x 20’ 50%-os etanolban torténo mosas, majd
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0,02 %-o0s Na-tioszulfat oldatban térténo két perces elokezelés kovette. A gélt azutan haromszor
oblitettilk desztillalt vizben, 20 percig festettikk 0,2%-0s AgNO;-oldatban, 1jbdl 6blitettiik
desztillalt vizben, majd 3-5 percig 200 ml elohivé oldatban (12 g Na,CO,, 100 ml 37%
formaldehid, 80 ml 1% Na,S,0,) kezeltik. A desztillalt vizben torténo mosast kovetoen 10
perces fixélas kovetkezett 50% metanolt és 12 % ecetsavat tartalmazé oldatban. A gélt ezutan 1
6raig 10%-os glicerinoldatban &ztattuk, majd két celofin kozott buborékmentesen

megszaritottuk.

5.4. A markerek nevezéktana, szarmazasa

Morfolégiai markerek: A kék viragszint meghatiroz6 markert ant (antocianin), a sarga

viragszint meghatiroz6 markert pedig xant (xantofill) roviditéssel jeloltik. Az ind (indigokek) a
kék viragszin egy jellegzetes szinarnyalatat jeloli, pmr (powdery-mildew resistance) pedig a
lisztharmatrezisztenciat. Az ezenkivill térképezett négy madsik morfolégiai bélyegre, a
torpenovekedés és a ragados levél fenotipusra a dw és stl (sticky leaves) roviditéseket, a
hiivelytermés alakjat és szinét befolyasold I6kuszokra pedig a ps (pod shape) és a pc (pod
colour) jeloléseket hasznaltuk.

RFLP markerek: Restrikcids fragmenthossz polimorfizmusok (RFLP) azonositisara ismert (6.
tablazat) és nem ismert funkcidju lucerna vagy borsé ¢cDNS- és genomi DNS-fragmenteket
hasznaltunk. Azokat a cDNS-fragmenteket, melyeket Brummer és mtsai (1991) ill. Gyoérgyey és
mtsai (1991) készitettek, U ill. L elStaggal jeloltiik. Az Echt és mtsai (1994) altal térképezésre
hasznalt klonokat, melyek egy genomi génbankbol szarmaztak W, azon klonokat pedig,
melyeket egy, a csoportunkban kordbban készitett genomi génbankbol (Kiss et al. 1993)
valogattunk, CG roviditéssel jeloltikk. Az IT26-74/1, IT26-74/2 és GR1 markereket az 1T26-74,
illetve a GR1 jelii borsoklonokkal (Ellis és mtsai 1992 és 1993) azonositottuk. A Tipl és 2

markereket egy lucerna kiméra cDNS-klonnal térképeztiik, amely a szekvenciaanalizis alapjan
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egy tonoplaszt fehérjét (Tip; tonoplast intrinsic protein) és egy h&sokkfehérjét kodol (hsp80)
(Kevei Zoltin személyes kozlés). Az ismert funkcidju fehérjét kodolé cDNS-klénokat tobb
laboratériumbol kértiik el, ezek hivatkozasa a 6. tblazatban talalhato (87-88. o.).

Szidmos olyan ismert funkcioju gént is térképeztiink RFLP-vel, melyekhez specifikus

amplifikdciéval készitett probakat hasznaltunk. A probakészitéshez hasznalt primerek az 5.
tablazatban (86. o.) vannak felsorolva.
PCR markerek: A legtobb random amplifikalt polimorfikus markerek (RAPD) (Williams és
mtsai 1990) azonositisdhoz - melyeket O elGtaggal jeldltiink - Az Operon cégtdl vasarolt 10
bazis hosszisagu oligonukleotidokat hasznaltuk. Az ezeken kiviil azonositott ARAPD markerek
nevei a megfelel$ primerekre (AP8B - 5° TCGTCACTGA 3’ és AP8E - 5 TGGTGACTGA 3’)
utalnak.

Néhiny RAPD fragmentnek meghataroztuk a szekvenciajat, és a szekvencia alapjan
specifikus, 18-20 nukleotid hossziisigh primereket szintetizaltattunk. Az ezekkel a primerekkel
végzett amplifikacié soran az egyik marker (AP8B12 - LG 2) kodominansnak bizonyult (5.
tablazat). Ezt a modszert (SCARs - sequence characterized amplified regions) Paran és mtsai
(1993) hasznaltak el6szor, és egyrészt alkalmas lehet dominans RAPD markerek kodominanssa
tételére, masrészt bizonytalan kiértékelési RAPD markerek genotipusinak egyértelmiibb

meghatarozasara.

5.5. A genetikai kapcsoltsag meghatarozasa, az adatok analizise

A komputerrel torténd genetikai analizishez az egyes genotipus-kategéridkat
karakterekkel kodoltuk. Az anyai, ill. apai homozigotakat 1-sel, ill. 3-sal, a heterozigotakat 2-sel
jeloltiik. Az anyai dominans (azaz a nem apai homozigéta) ill. az apai dominans (nem anyai
homozigdta) genotipusoknak az 5, ill. 4 szamok feleltek meg, a nem ismert genotipusokat pedig

0-val jelSltiik. A meghatarozott genotipusok adatait Excel-tablazatban taroltuk, oly médon, hogy
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a tablazat oszlopaiban a térképez8 populacié egy-egy egyedének genotipusait tiintettiik fel, a
tablazat sorai pedig a térképezett markerekhez tartozé genotipusokat tartalmaztik. Ennek
megfelelden egy bizonyos oszlop és egy bizonyos sor metszéspontjaban a megfelelé novényi
egyed genotipusat taldlhattuk meg az adott markerre nézve. Ez a tablazat kezelhetd volt a
Mapmaker/Exp 3.0 szamitogépes program szamadra, valamint ezt hasznaltuk a szintérkép

elkészitéséhez is (Kiss és mtsai 1998 és 5.5.4. fejezet).

5.5.1. A genetikai térkép elkészitése a Mapmaker/Exp 3.0 szimitogépes programmal

A genetikai markerek kozotti kapcsoltsdgi viszonyok vizsgalatara, és genetikai térképek
szerkesztésére széles korben alkalmazzak a Mapmaker/Exp 3.0 szamitégépes programot
(Lander és mtsai 1987, Lincoln és mtsai 1992). Csoportunkban is ezt a programot hasznaltuk az
alap és részben a tovabbfejlesztett genetikai térkép elkészitéséhez (Kiss €s mtsai 1993). A
markerek analizise soran kideriilt, hogy a Mapmaker/Exp 3.0 szamitogépes program 6nmagaban
nem haszndlhaté a lucerna nyolc kapcsoltsagi csoportjanak kialakitisahoz, azonban az
EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK MEGVITATASA c. fejezetben leirt vizsgalatok nagy
mértékben tamaszkodnak erre a programra, ezért hasznalatinak menetét a kovetkezOkben
részletesebben taglalom.

Els6 1épésként a genotipusadatokbol egy a Mapmaker/Exp 3.0 program (Lincoln és mtsai
1992) szdméra olvashaté fajlt kellett késziteni, mely tartalmazta a szegregilé populaci6
egyedeinek genotipusadatait (a mar ismertetett szamkarakterekkel, 5.4. fejezet) a vizsgilando
markerekre nézve. Ezt kovetSen az Osszes vizsgilandé markerrel Gn. kétpontos analizist
végeztunk (,two-point’ parancs), azaz paronként tutkoztettik az Osszes markert a tobbivel, és
meghataroztuk a program segitségével a markerek kozotti rekombinaciés gyakorisagokat
(recombination fraction; RF), valamint az egyes RF-értékekhez tartozd, a markerek

kapcsoltsaganak valoszintiségét jellemzd, un. LOD értékeket (1d. 2.3.1. fejezet). A program az
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RF-értékeket a maximum-likelihood médszer (Allard 1956 és 2.3.2. fejezet) alkalmazasaval
hatdrozza meg, ezt a modszert neveztik a késébbiekben ,klasszikus” maximum-likelihood
szerinti RF-szamitisnak. Kovetkezd 1épésként a markereket csoportokba osztottuk (,group”
parancs) kiilonb6z8 csoportositasi (maximalis RF vagy genetikai tivolsag és LOD) hatarértékek
megadasaval. A program azokat a markereket rakja egy csoportba, melyek kdzott a szamolt RF
és/vagy LOD értékek a megadott RF és LOD hatarértéken beliil esnek. A csoportositis
,athidalé” jellegl, ami azt jelenti, hogy ha ,A" marker kapcsolt ,B" markerhez az adott
hatarértékek esetén, ,B” marker pedig ,C’ markerhez, akkor az ,A”, ,B” és ,C" markerek
egyarant egy kapcsoltsagi csoportba keriilnek, még ha az adott csoportositdsi hatarértékek esetén
az ,A” és ,C" markerek nem is bizonyultak kapcsoltnak. Altalanosan elfogadott csoportositasi
hatarérték nincs, mert ez a vizsgalt rendszertdl fiiggGen valtozhat, de a novényi genetikai
térképek szerkesztése soran a leggyakrabban hasznalt értékek a RF=0.3 vagy 40 cM genetikai
tavolsdg, az indulasi LOD-alapérték pedig éltalaban 3. Miutin a markereket csoportokba
osztottuk, a markerek sorrendjének megallapitasa kovetkezett a csoportokon beliil a program
.compare” és ,order’ parancsaival. A szamitogépes program a megadott markerek minden
lehetséges sorrendjére megad egy maximum-likelihood moédszerrel szamolt valdsziniliségi
értéket, melyek koziil természetesen a legvaldszinibbet fogadtuk el a markerek lehetséges
sorrendjeként. Gyakorlati szempontbodl érdemes volt hat és tiz kozotti szami markert vizsgalni,
mert tobb marker esetén a nagyszamu adatot nehezen kezelte a szamitogép (N szdmu markernek
N!/2 sorrendje lehetséges). Egy csoport markereit tehat kisebb alcsoportokra osztottuk,
melyeken belill meghataroztuk a markersorrendet, majd pedig atfed6 markerek segitségével az
alcsoportok markereibdl osszeallitottuk a kapcsoltsagi csoport markereinek sorrendjét. Végiil a
szomszédos markerek ko6zotti RF-értékeket a Haldane térképfiiggvény segitségével
atszamitottuk genetikai tdvolsagokka, és ezek alapjan megrajzoltuk a kapcsoltsagi csoportokat a

CorelDraw 4.0 szamitégépes program segitségével.
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5.5.2. A torzult szegregaciés arany vizsgalata x’-prébaval

A genetikai kisérletekben gyakran hasznalt statisztikai médszer a x’-proba a kisérleti és a
vart adatok eltérésének vizsgélatira. A y’-probaval megallapithatd, hogy mi a valdsziniisége egy
megfigyelt esemény vart értéktSl vald eltérésének a véletlennek koszonhetSen (Griffiths és mtsai
1993a). Kisérleteinkben a genotipusok szegregalasi aranyat és azok eltérésének okait teszteltiik.
A nullhipotéziseinket a véart elméleti értékeknek megfelelSen allitottuk fel: kodominans
markerek esetén a genotipusok 1:2:1 elméleti szegregalasi aranya, 1:1 allélgyakorisig és az
allélgyakorisagok p?:2pq:q® arany szerinti véletlen talalkozasa (Id. lentebb). A x* értékeket a
tényleges adatokbol szamoltuk a kovetkez6 altalanos képlet szerint:

K~-V)?
2:2( V)

4

, ahol K= a kapott érték, V' = a vart értékeket jelentette.

Sziikség volt még egy adat, a szabadsagfok(ok) (df) ismeretére is. Ez a kovetkez6képpen
hatirozhaté meg: df = (a szamitishoz hasznalt osztilyok szdma - 1). A y* értékek és a
szabadsasigfokok ismeretében 7y’ tiblazat (pl. Kom és Korn 1975) alkalmazasaval
megbecsiiltik annak a valdsziniségét (p), hogy a kapott eredmények milyen valdsziniliséggel
fordulnak elS, ha nullbipotézisiink jo. Szignifikancia-szintként p = 0.01 (1%) valoszintségi
értéket hasznilva az ez alatti valodsziniségi értékek elGfordulasa esetén nullhipotézisiinket
elvetettiik, és szignifikans eltérésnek fogadtuk el a bekovetkezett eseményt.

El6szor azt vizsgaltuk, hogy a genotipusok szegregalasi aranya mennyire tér el az elméleti
1:2:1 hasadési aranyoktél. Ekkor az F, generacioban az 9sszes egyed Y4-ének anyai homozigodta,
masik Ys-ének apai homozigota, felének pedig heterozigota genotipusinak kellene lennie egy
kodominans marker 6rokl6dését figyelve. Az 1:2:1 szegregildsi aranyt a x’,, probaval

teszteltiilk, amelyet a Figgelékben (9.1. fejezet) tiintettunk fel.
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Annak eldéntésére, hogy a torzult szegregicios arinyok a gamétdk kiilonb6zd
életképességének, és ennek kdvetkeztében az allélek nem egyenld megjelenési gyakorisaganak
(gametikus szelekcid), vagy pedig a keletkez§ zigotak (és késébb a novényi egyedek) nem
egyenlS életképességének (zigotikus szelekcié) a kovetkezménye-e, tovabbi x’-probakat
végeztiink Pham és mtsai (1990) elgondoldsai alapjan. Egyenld allélgyakorisig esetén az Osszes
gamétak egyik fele ,A”, a masik fele pedig ,a" genotipusu. A gametikus szelekcio tesztelésére a
X’ am Probat hasznaltuk (9.1. fejezet).

A genotipus-gyakorisigok p*:2pq:q* arany szerinti eloszlasanak (random talalkozasanak)
tesztelésével kaphatunk informaciot a zigotikus szelekcioé meglétérdl, ahol p az ,A” allél, q pedig
az ,a" allél gyakorisaga (Pham és mtsai 1990). Az allélgyakorisigok szamitisdhoz hasznalt
képletek és a zigotikus szelekcio tesztelésére hasznalt proba (x’,,,) szintén a 9.1. fejezetben
talalhato.

Azokban az esetekben, amikor mind a gametikus, mind a zigotikus szelekcidra végzett
x2-probak szignifikans eltérést mutattak (pl. LG 5 néhany markere), Lorieux és mtsai (1995)

gondolatmenete alapjan a szelekciot zigotikus tipusinak tekintettiik.

5.5.3. Specifikus maximum-likelihood egyenletek hasznalata
5.5.3.1. Eletképességi értékek meghatirozasa

Lorieux és mtsai (1995) specifikus maximum-likelihood (ML) egyenleteket dolgoztak ki
kiilonboz8 szelekciotipusok el6fordulasa esetén dominans és/vagy kodominans markerek kozotti
rekombinaciés gyakorisagok (RF) meghatirozasisra. A kilénb6z8 genotipusi egyedek
egymashoz viszonyitott | ¢letképességének meghatirozasahoz szintén ML-egyenleteket
fejlesztettek ki. A szelekceio tipustol és a vizsgalt markert§l figg6en az RF-et és az életképességi

értékeket az egyes genotipus-kategoridkba es6 egyedek szamabdl becsiil6é harom, négy vagy ot
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ML-egyenletet megoldasi modszeriik szerint egyidejiileg kell megoldani (Lorieux és mtsai
1995). Kodominans markerek és zigotikus szelekcid esetén az egyidejileg 6t egyenlet
megolddsa azonban meghaladta az alkalmazott algoritmus (5.5.3.2. fejezet) és a szamitogép
kapacitasat. Néhany markerpar esetén ugyanis az egyenletek egyidejii megoldasaval az egyes
markerekre kiszamolt életképességi értékek nagy szorast mutattak. Ezért a koénnyebb
kezelhetSség kedvéért egyszertisitést vezettiink be, és az életképességi értékeket nem a ML-
moddszer szerint szamoltuk ki, hanem azokat el8szor markerparonként hatiroztuk meg a
rendelkezésre 4&llé6 egyedek genotipusadatai alapjan. Az egyszerisitett szdmolassal kapott
életképességi értékek viszont nagy pontossaggal kozelitették a ML-egyenletekkel szamolt,
szOrast nem mutato életképességi értékeket. Ezt kovetéen a megfeleld életképességi értékek
behelyettesitése utdn oldottuk meg a rekombinacids gyakorisag meghatirozasara kidolgozott
specidlis maximum-likelihood egyenleteket. Az életképességi értékek kiszamitdsahoz hasznalt

képleteket a Fiiggelékben (9.2. fejezet) tiintettiik fel.

5.5.3.2. A rekombindciés gyakorisagok kiszamitasa specifikus maximum-likelihood

egyenletekkel

A markerek ko6zotti rekombinaciés gyakorisigok (RF) meghatarozasat specialis
maximum-likelihood (ML) egyenletek (A.6, A.7, A.8 és A.9 egyenletek; Lorieux és mtsai 1995)
felhasznalasaval is elvégeztiik. Az egyenletekbe a markerekre kiszamitott életképességi
értékekeket behelyettesitettik, és ezutdn szdmoltuk ki a rekombinaciés gyakorisagot a ML-
figgvény maximumanak meghatirozasaval. A megfeleld RF megtalalasdhoz el6szor kezdeti
becslést végeztiink. A kezdeti becsiilt értékt6l elindulva az iterativ Nelder-Mead (simplex)
algoritmus alkalmazasaval jutottunk el a pontos maximumhoz. A folyamat végrehajtasihoz a

Matlab (The MathWorks, Inc. Natick, Mass. USA) szamitdgépes programot hasznaltuk.
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Adataink vizsgalata sordn a kettes kapcsoltsagi csoport (B csoport vagy LG 2)
markereinél keriiltink szembe azzal a problémaval, hogy olyan markerek ko6zott kellett
rekombinacios gyakorisdgot (RF) becsiilniink a specifikus ML-egyenletekkel, amikor az egyik
marker genotipusainak arianya gametikus, a masik pedig zigotikus szelekcié kovetkeztében
szenvedett torzulast. Lorieux és mtsai (1995) kozleményiikben nem adtak megoldast az ilyen
esetekre, ezért ezekben az esetekben a markersorrend meghatirozashoz a ,klasszikus” ML
alapjan (Allard 1956) szamolt rekombinacios gyakorisigokat hasznaltuk. A megéllapitott
markersorrend utin pedig a szomszédos markerek kozott a genetikai tdvolsagokat a
szelekciotipusoknak megfeleld specialis ML-egyenletekkel szamoltuk ki. Ha két szomszédos
marker genotipusainak szegregdlasi ardnya kilonb6z6 szelekcidtipusoknak készonhetSen torzult
(pl. L591-W170 és W170 - U107), akkor mindkét szelekciotipusra kidolgozott specidlis ML-
egyenletekel kiszamoltuk az RF-okat (ezek kozott kis eltérés volt), és ezek atlagabol szamolt

értékkel hataroztuk meg a koztiik 1év6 genetikai tavolsagot.

5.5.4. A markerek sorrendjének megallapitisa szintérkép segitségével

A szegregald populacid egyedein térképezett tobb szdz marker sorrendjének
megallapitasira, és az adatok vizsgalatira egy, a csoportunkban kifejlesztett modszert, a
szintérképezést (Kiss és mtsai 1998) hasznaltuk. Ehhez az Excel tablazatban elhelyezett (5.5.
fejezet) térképezend6 markerek genotipusadatait szinekkel kddoltuk. Az anyai homozigdta (1-
es) genotipust sarga, az apai homozigota (3-as) genotipust pedig bibor szinnel helyettesitettiik, a
M. sativa ssp. quasifalcata és M. sativa ssp. coerulea szilSk sarga és kék viragszinének
megfelel6en. A heterozigotdk szine sotétzold, a nem apai homozigétaké (5-6s) vilagoszold, a
nem anyai homozigéta genotipusoké (4-es) pedig acélsziirke lett. A hidnyz6 genotipusokat (0)
vildgossziirkével jeleztiik. Ezek utdn az Excel tiblizat sorait egymas ala rendeztiikk a lehetd

legkevesebb rekombinacio feltételezésével, és igy megkaptuk a szintérképet.
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A szintérképbe 0j lokuszok behelyezését konnyedén, matematikai szamitasok nélkiil
végezhettiik azon markerek kozé, ahova a térképezendd 10j l6kuszt a lehetséges legkevesebb
rekombinacios eseménnyel tudtuk beilleszteni (Kiss és mtsai 1998). A szintérképezés a
génsorrend megallapitasara alkalmas, a genetikai tavolsagok becslése a lathaté rekombinansok
megszamlalasaval végezhetS el. Kozeli markerek esetén a genetikai tavolsidg viszonylag jo6l
becsiilhetd az észlelt rekombinaciok szdmaval. A pontos genetikai tavolsdg kiszamitasahoz
tovabbra is sziikség volt a markerek kozotti rekombinacids gyakorisaigok meghatarozasara, és a
térképfiggvények alkalmazasara. A szintérképezést hasznaltuk hibas adatbevitel, és kisérleti
hibak kiszirésére is, valamint olyan genetikai kisérletekhez, ahol a megfeleld genotipusa

egyedek kivalogatasara volt szikség.
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6. EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

r__zr

6.1. A diploid lucerna alaptérképének tovabbi markerekkel torténd bévitése

A diploid lucerna els§ genetikai térképe (alaptérkép) csoportunkban készilt el 89
morfoldgiai, izoenzim és molekularis bélyeg felhasznalasaval (Kiss és mtsai 1993). Célunk egy
részletes genetikai térkép létrehozasa volt, ezért a térképezési munkat tovabb folytattuk, és egyre
t6bb molekularis marker helyét hatdroztuk meg a mar elkészitett kapcsoltsagi térképen.

A térképez6 populacié egyedeinek cDNS- és genomi DNS-prébikkal DNS-DNS
hibridiz4cié soran, polimeraz lancreakcioval torténé amplifikalassal vagy SSCP modszerrel tobb
szaz markerre nézve meghatiroztuk a genotipusat. A markereket genotipusadataik alapjan a
Mapmaker/Exp 3.0 szamitogépes program segitségével helyeztik el (5.4.1. fejezet) az
alaptérkép nyolc kapcsoltsagi csoportjan. Az 0j markerek térképezése soran felfigyeltiink arra a
jelenségre, hogy bizonyos markerek az alaptérkép killonboz6 kapcsoltsigi csoportjain
elhelyezked6 lokuszokhoz egyarant erds kapcsoltsagot mutattak [pl. az U286 marker és az
alaptérkép (Kiss és mtsai 1993) hatos (LG VI) kapcsoltsagi csoportjan 1évé GS markere koz6tt a
kapcsoltsagi értékek RF=0.106 és LOD 11.2, a hetes (VII) kapcsoltsagi csoporton talalhaté
L589 marker esetében pedig RF=0.077 és LOD 16.38 voltak (3. tablazat)]. Ezért felvetédott
annak a lehetsége, hogy néhany korabban megéllapitott kapcsoltsigi csoport
markerosszetételében pontatlansagok fordulnak eld. A jelenség tisztazasa érdekében a markerek
genotipusadatait és kapcsoltsdgi  viszonyaikat alaposabb vizsgalatnak veteﬁﬁk alé.
Kivalasztottunk 121 kodominans kiértékelésii markert (1. tablazat) - melyeket a késSbbiekben
vazmarkereknek neveztiink - és ezekkel elolrdl kezdtikk a térképezési munkat. Olyan RFLP
markereket szemeltiink ki, melyek kozott rekombinacié volt, és azért valasztottunk kodominans
kiértékelési markereket, mert ezek tobb informaciot szolgaltatnak a rekombinaciés

eseményekr6l, mint a dominans markerek. A térképez6 populaci6 egyedeinek
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genotipuskiértékeléseit a 121 vizmarkernél Gjra ellendriztiikk, az esetleges hibas (szintérkép;
5.5.4. fejezet) vagy kétértelmi genotipusokat 0jra megallapitottuk, majd az adatok analizisével
bataroztuk meg a kapcsoltsagi csoportok szamat. A 121 vazmarker genotipus adatait a

Fuggelékben (9.3.fejezet) tintettiik fel.

1. tablazat. A kivalasztott 121 kodominans vazmarker és azok genotipusainak szegregacios aranya.

A markereket a kapcsoltsagi csoportokon beliil megallapitott sorrendjitk szerint tiintettiik fel. A kapcsoltsagi
csoportok (LG 1, LG2,LG 3,LG4,LG 5, LG 6, LG 7 és LG 8) megegyeznek az 1. dbran jelolt 4, B, G, H, F, C, D
és E csoportokkal. Az a,a, genotipus az anyai homozigétakat, az a,a, genotipus a heterozigbtikat, az a,a, genotipus
pedig az apai homozigoétakat jeloli. A x?,, oszlopban a zigotikus szelekcidra, x’,,, oszlopban a gametikus
szelekciobra, y’,.,, oszlopban pedig a genotipusok szegregiciojanak torzulasira végzett x’-teszttel kapott értékeket

soroltuk fel. * = 1% szignifikancia szint
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149

LG 1 (A csoport) LG 2 (B csoport) LG 3 (G csoport) LG 4 (H csoport)
Vazmarker Vazmarker Szegregacios arany x'ng X'gam Xsegr zogregacios arany  'yg  gam  Asege  VaZmark Szegregacios arany 1’ng g Xsege VaZmarker Vazmarker Szegregacios ariny 1wy g Xsesr
szama neve 242,:212;: 23, szama neve 242:213;13,2; szama neve 242412y2;12,2; szama neve 2y24:212;:2,8;
1 AAT2 24:74:39 120 328 447 20 u2120 28:47:42 4.00 3.35 7.87 39 U515A 29:45:44 6.13 286 951* 50 NOD22B 40:63:24 001 403 4.04
2 LbMsil 035 314 334 21 EST3 23:50:43 144 6.90* 9.10 40 L313 29:47:45 547 324 9.26* 51 L408BAC 45:68:24 004 644 645
3 u237 044 209 240 22 AP8B12 23:68:46 006 7.72* 7.73 41 uzs 30:66:44 035 206 251 52 p—tubulin 48:58:23 0.56 9.69* 11.00*
4 uso 018 137 151 23 u73 23:68:45 010 7.12* 712 42 LAP2 27:69:41 0.04 286 2.87 53 NOD1G 46:61:22 005 8983* 931*
5 Wi151 25:66:30 104 041 141 24 UBBA 20:66:40 070 6.35 6.63 43 CG11 26:71:40 031 286 3.04 54 U466 47:68:18 072 12.65* 12.71*
6 u779 28:82:27 532 001 534 25 PRX 20:77:40 3.02 584 7.95 44 OD3E 25:78:34 283 118 3.82 55 U131 48:63:19 0.05 12.84* 13.06*
7 CG5 28:79:25 515 014 5.26 26 L591 15:81:32 10.64* 4.52 13.55* 45 us87 24:63:35 021 198 211 56 W157A 49:58:19 0.07 14.29* 15.08*
8 cGs 28:81:23 692 038 7.20 27 w170 12:58:35 2.70 10.08* 11.23* 46 GSb 25:60:35 0.01 1.67 1.67 57 L23 54:70:13 205 24.54* 2461*
9 cG1 32:74:20 433 229 6.3 28 u107 10:75:35 11.29* 10.42* 17.92* 47 ORSI 26:77:31 3.05 037 336 58 OA17A 55:67:11 229 29.11*29.12*
10 us02 35:71:20 258 357 5560 29 U212A 7:87:34 22.87* 11.39* 27.92* 48 NMs25 23:80:27 6.99 025 7.17 59 SKDH1 47:78:12 6.52 17.88* 20.52*
1 Med1 30:80:21 6.76 124 7.66 30 U305 4:87:26 34.33* 8.27* 36.04* 49 LAP1 23:89:25 12.29* 0.06 12.33* 60 us4 45:68:14 244 1513* 15.77*
12 Enod2 28:82:21 855 0.75 9.06 31 L408BD 3:109:24 56.07* 6.49 55.93* 61 oQ3B 45:73:14 384 14.56* 16.05*
13 oaQsB 29:74:22 4.41 0.78 5.02 32 NOD22A 11:96:19 35.39* 1.02 35.59* 62 U40A 44:78:15 5.06 12.28* 14.91*
14 L234 29:82:19 941 154 1043* 33 PEPC 11:99:21 3546* 1.53 35.79* 63 uesB 44:73:14 4.07 13.74* 1546 *
15 NOD14 32:78:20 575 222 742 34 us99 12:81:21 21.08* 142 21.63*
16 L391 32:86:19 9.76* 247 11.41* 35 CG6 16:95:18 28.89* 0.06 28.91*
17 CAD5A 31:79:15 10.16* 4.10 12.81* 36 U189A 17:84:19 19.24* 0.07 19.27*
18 L56 32:89:16 13.79* 374 16.01* 37 CADSB 17:87:21 19.35* 0.26 19.46*
19 Chi 32:86:17 11.35* 333 1347+ 38 L295 18:94:19 24.81* 0.02 2482*
LG 5 (F csoport) LG 6 (C csoport) LG 7 (D csoport) LG 8 (E csoport)
Vazmarker Vazmarker Szegregacios arany 1wg Ygam  Ysegr zogregacios arany 1wy Xlgam Asegr  VaZmarker Vazmarker Szegregacios arany X'ng Xgam Ksegr VaZMarker Vazmarker Szegregacios arany X'ng X'gm  Xsegr
szama neve 242412122222, szama neve a,ay:242,:222, szama neve a2y:212,12,2, szama neve ayay:248;:3,3,
64 UB9A 27:80:25 595 0.06 6.00 80 w2s4 21:86:17 18.72* 0.26 18.84* 94 us2g 22:72:30 342 1.03 4.26 1 L590 26:83:22 943* 024 960*
65 U584B 23:88:24 1246* 0.01 1247* 81 OY16E 20:94:16 26.04* 0.25 26.12* 95 u23s 19:75:30 5.96 195 7.40 112 u161 27:80:21 818 0.56 8.56
66 F30H 19:79:22 1210* 0.15 12.18* 82 uss 6:109:12 65.91* 0.57 6577* 96 L500 15:73:31 741 430 10.43* 113 CG18 29:86:11 19.51* 514 21.94*
67 CycliiMs 18:90:20 21.16* 0.06 21.19* 83 Gsa 6:121:10 80.79* 0.23 80.71* 97 L59 14:86:31 14.74* 441 17.24* 114 us94 30:83:10 183* 6.50 21.54*
68 u224 13:93:18 31.30* 040 3140* 84 OW13B 6:115:8 79.16* 0.06 79.14* 98 U291 7:107:17 54.19* 1.53 54.11* 115 L482 21:103:2 57.06* 5.73 56.52*
69 CG13 9:98:24 3489* 344 3569* 85 OAD16A 3:124:4 104.52 0.02 104.51* 99 ue2 1:112:6 93.35* 042 93.07* 116 u281 20:107:4 56.77* 3.91 56.50*
70 Enod40 11:101:22 3591* 1.81 36.31* 86 uss3 4:107:5 82.82* 0.02 82.81* 100 u286 2:121:6 99.39* 0.25 99.23* 117 u11s 22:108:4 55.15* 4.84 55.01*
71 U202 6:90:32 27.89* 10.56 * 31.69 * 87 OF20A 9:114:3 69.82* 0.00 69.82* 101 u74sB 4:102:7 73.52* 0.16 73.44* 118 0G8A 25:93:18 18.75* 0.72 19.10*
72 ALD 6:87:33 25.22* 11.57* 29.86 * 88 U328A 21:90:14 24.70* 0.78 24.98* 102 usé 5:106:7 74.98* 0.07 74.95* 119 u3ss 26:81:20 9.85* 057 10.21*
73 u70 7:95:27 33.44* 6.20 35.05* 89 u1294 24:80:18 12.08* 0.59 1243* 103 0Cc13B 6:113:9 75.22* 014 7517* 120 us158 28:70:24 270 026 292
74 GSc 8:93:27 30.22* 564 31.92* 920 L27A 23:96:18 22.29* 0.36 2245* 104 oaQsm 5:115:9 79.42* 0.25 79.33* 121 UBGA 28:80:29 386 0.01 388
75 LbMmsi 7:97:30 3240* 7.90* 34.76* 91 u1208 28:84:18 11.70* 1.54 1265* 105 L589 6:120:10 79.85* 0.24 79.76*
76 U151 8:87:29 24.52* 7.141* 21.27* 92 ue3 23:99:15 27.77* 0.93 28.09* 106 uss 9:100:13 50.14* 0.26 50.13*
77 uz26 4:94:32 34.68* 12.06 * 37.94* 93 U784A 21:89:15 22.82* 0.58 23.05* 107 L285 10:110:16 52.41* 0.53 5241*
78 [oc:] 4:92:33 32.54* 13.04* 36.49* 108 Med2 16:89:18 24.64* 0.07 24.66*
79 CalmodA 3:96:33 37.61* 13.64 * 40.91* 109 ue9 18:93:18 25.19* 0.00 25.19*
110 L83 29:90:14 18.29* 3.38 19.99*

1. tibldzat.



6.2. A vazmarkerek csoportokba osztasa

A 121 véazmarker genetikai analizisét a Mapmaker/Exp 3.0 szamitégépes programmal
(Lander és mtsai 1987 és Lincoln és mtsai 1992) kezdtikk el. A kapcsoltsagi csoportok
elkészitéséhez elGszor kétpontos analizist végeztink a 121 vézmarker esetében, ami 7260
rekombinacids gyakorisigot (RF) és hozzijuk tartoz6 LOD-értéket eredményezett. Ezen
kapcsoltsigi értékek alapjan a 121 véazmarker csoportokba osztisat tobbszor elvégeztik a
szamitogépes programmal a csoportositdsi paraméterek, a LOD-érték 3 és 17, és a maximalis
genetikai tavolsag 10 és 40 cM kozotti véltoztatasival (2/a. tablazat). Indulasként (LOD 3 és
max. genetikai tivolsiag 40 cM) harom csoportot kaptunk, majd a paraméterek szigoritasaval az
analizis - a vartnak megfeleléen - egyre tobb csoportot eredményezett. A csoportositasi
kritériumok szigoritaisit LOD 17 és 10 ¢cM max. genetikai tavolsignal fejeztik be, amelyek
alkalmazasaval a 121 vazmarker hiisz csoportot alkotott.

Egy bizonyos maximalis genetikai tavolsagi és LOD-értéknél végzett csoportositas
esetén keletkezett csoportok Osszessége adja a tdblazat egy elemét. Mivel a lucerna haploid
kromoszémaszama nyolc, ezért azokat az elemeket vizsgaltuk meg részletesebben, amelyeknél a
vazmarkerek csoportokba osztasa nyolc csoportot eredményezett. Az alkalmazott kapcsoltsagi
hatarértékeknél hirom (8%7), illetve nyolc (8*") esetben kaptunk nyolc-nyolc csoportot;
haromszor a LOD 13 és 20-30 cM maximalis genetikai tdvolsagi hatarértékek hasznalata esetén
(Blokk 8/I; vilagossziirke drnyékolas a 2/a. tablazatban), nyolcszor pedig 15 ¢cM max. genetikai
tavolsagnal és LOD 3 és 10 kozotti értékeknél (Blokk 8/II; sotétszirke arnyékolas a 2/a.
tablazatban). A két blokkban talalhat6 elemek nyolc-nyolc csoportjat részletesen analizéltuk, és
kidenilt, hogy az egy blokkba tartoz6 elemek csoportjaiban a markerdsszetétel megegyez6 volt,
azaz a 8% 8° és 8" jelid csoportok, valamint a 8, 8%, 8°, 8% 8¢, 8% és 8" csoportok
markerosszetételben egymdéssal megegyeztek. A két blokk elemeiben 1év6 csoportok

Osszehasonlitisakor viszont kiderilt, hogy az egyik blokk elemeinek csoportjai csak részben
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egyeztek meg markerosszetételben a masik blokk elemeinek csoportjaival, néhany csoport
markerosszetétele eltér8 volt (1. dbra). Mivel a kapott nyolc-nyolc csoport markerdsszetétele
részben nem volt azonos, ezért nem lehetett megallapitani, hogy a Blokk 8/I vagy Blokk 8/II

elemeinek (1. abra) nyolc csoportja, vagy egyik sem képviselte a lucerna nyolc kapcsoltsagi

csoportjat.
a.

LoD

M 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17
40 3[4 4 4lls sl|[e 6][7 7 _7]1[lon onl[ro1] 13
30 3dl 4 4 4|5 s|le 6|7 7| 8 |91 or|l101]| 13

L - -— —— —
25 4 4 4 4|5 5|6 6 ||l7 7| 8 |91 o91|lion] 13
20 4 4 4 4[5 s|l6 | 6]|l7 7 |8 91 91 ||101] 13
15 = 9/11 9/ f9/n—}+1 01 10/1I 1011 14
10 19 19 (19 19 19 19 20
Blokk 8/II Blokk 8/1

b.

7 — 81 — 91 — 10/1

3 =4 —=5 —6
T gl —= 9 — 10/II

2.tablazat. A vazmarkerek csoportokba osztisa a Mapmaker/Exp 3.0 szamitdgépes program ,group” parancsaval.
a. A csoportokat a ,group” parancs paramétereinek (LOD-értékek és a markerek kozti maximalis tavolsagok)
lépésenkénti valtoztatasaval alakitottuk ki. A kulonbozd paraméterek esetén létrejott azonos markerdsszetételd
nyolc csoportot tartalmazé elemeket vilagos- és soététsziirke szinekkel arnyékoltuk (Block 8/1 és Block 8/II). A
rovid nyilak a csoportok egymasbél valo képz8désének iranyat jelolik.

b. A csoportok egymasbdl vald alakuldsinak (a. rész) egyszer(sitett sémaja. A 9/, 10/1 és a 9/II, 10/11 jeld
csoportok a 8/I-es illetve a 8/II-es blokk csoportjaibol kialakulé csoportokat jelzik.

Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk a létrejott csoportok markerdsszetételét minden
egyes csoportositasi hatarértéknél (1. abra és 2/b. tablazat). Az 1. abran a konnyebb
kovethet6ség kedvéért a csoportokon beliil a markereket a kés6bbiekben megallapitott
markersorrend alapjan sorakoztattuk fel. A LOD-érték novelésével €s a maximalis genetikai

tavolsag csokkentésével a markerek egyre tobb csoportot alkottak. A harom csoportot



tartalmazé elemekt6l a hat csoportot tartalmazé elemekig a csoportok széma vagy nem valtozott,
vagy pedig eggyel nétt a csoportositasi feltételek 1épésenkénti szigoritasaval (1. abra és 2/b
tablazat). Ezekben az esetekben az azonos szamu csoportot tartalmazé elemekben a csoportok
markerosszetétele mindig azonos volt. Uj csoport minden esetben a legnagyobb markerszamu
csoportbol vald kivilassal keletkezett. A csoportositasi feltételek tovabbi szigoritasakor a hat
csoport kétféleképpen oszlott tovabb a csoportositasi kiiszobértékekt6l fuggéen. Ha a LOD-
értéket noveltitkk 20 és 40 cM kozotti maximalis genetikai tavolsag esetén, akkor el6szor hét,
majd nyolc csoport (Blokk 8/I) keletkezett (I. jeli ut az 1. abran), és mint az el6z6ekben
kideriilt, ez a nyolc csoport (8% 8" és 8") minden esetben egyforma osszetételi volt. Ha a
maximalis genetikai tivolsagot 15 cM-ra csokkentettikk, akkor kozvetleniil nyolc csoport
keletkezett (II. jelii Gt az 1. abran). Az 8, 8", 8°, 8¢, 8°, 8 és 8" jeli elemek alkottik a Blokk 8/1II-
t, amelyekben a csoportok azonos markerdsszetétellel rendelkeztek. A kétféle modon keletkezett
nyolc-nyolc csoport markereit 6sszehasonlitva kideriilt, hogy mig az A4, B, F, G és C, jeli
csoportok azonos voltak, addig a tobbi csoport eltérS osszetételd volt, mert a Blokk 8/I esetében
C\D, E és H csoportok, a Blokk 8/II esetében viszont C,DE, H, és H, csoportok keletkeztek (1.
dbra). Erdekes médon mindkét esetben megfigyelhet volt egy négy markerbél 4ll6 kis csoport
(C,) létrejotte, amelyik a CD vagy pedig CDE csoportbol valt ki (1. abra). Emellett egy-egy
nagyszamu markert tartalmaz6 csoport is keletkezett (C,D és C,DE), ezért meriilt fel a gyanu,
hogy esetleg a 1étrejott nyolc csoportot tartalmazé elemek egyike sem reprezentilja a lucerna

valodi nyolc kapcesoltsagi csoportjat.
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1. 4bra. A Mapmaker/Exp 3.0 szamitégépes program ,group” parancsival kiilénbdz8 csoportositisi paramétereknél
azonositott csoportok markerdsszetétele.

Az oszlopok egy adott LOD-értéknél és maximalis tdvolsagnal megallapitott vAzmarkerek csoportjait dbrazoljak. A
csoportok kialakitdsahoz hasznalt csoportositasi paraméterek a 2/a tiblazatban talalhatdk. A csoportok jeldlései (4,
B, C, D, E, F, G és H) a késdbbiekben a specidlis ML egyenletekkel (Lorieux és mtsai 1995) kialakitott nyolc
kapesoltsigi csoportot jelentik (Id. 6.2.3. fejezet). A kétféle modon létrejovSé nyolc kapcesoltsigi csoportot
tartalmazé elemek tjat a nyilakon 1év8 I és II szAmozasok jelzik. Az oszlopok drnyékolasinak intenzitisa az adott
régiéban talalhaté markerek genotipusainak torzult szegregicids arinyat (a heterozigotak tilsilyat) tikrdzi (1d. még
1. tiblazat). A vazmarkerek szamozasa az 1. tiblazatban talalhat6 sorszamoknak felel meg.

Mivel nem lehetett egyértelmien nyolc kapcsoltsagi csoportot kialakitani a
Mapmaker/Exp 3.0 program ,group” parancsaval, ezért visszatértiink azokhoz az elemekhez,
amelyekben a kapott hat csoport (4, B, CDE, F, G és H) markerosszetétele azonos volt a
csoportositas paramétereitSl fuggetlenil. Ezeken a csoportokon beliil igyekeztiink meghatarozni
a Mapmaker/Exp 3.0 program megfelel$ parancsaival a markerek sorrendjét. Amig az 4, B, F, G
és H csoportok esetén a markersorrend egyértelmiien megallapithato volt, addig a CDE csoport
esetében ellentmondasba iitkoztiink a markersorrend meghatarozasakor. A CDE csoportba
tartozé markerek kozotti kapcsoltsagi értékek a 3. tablazat jobb fels6 haromszogében talalhatok.
A szamolt kapcsoltsagi értékeket nem tiintettilkk fel abban az esetben, amikor az RF egyenl6
vagy nagyobb volt mint 0.3, ezekben az esetekben gondolatjel szerepel a kapcsoltsagi értékek
helyett. A jobb atlathatésag kedvéért a 3. abran a CDE csoport markerei a kés6bbiekben
megallapitott sorrend szerint vannak feltiintetve. Az adatokat analizalva jol lathatd, hogy néhany
marker (pl. U286, U62, U553, OF20A, stb.) nagyon sok markerhez, masok (pl. U829, U336,
stb.) pedig kevés markerhez mutattak kapcsoltsagot. A CDE csoporton beliil a sok marker kozo6tt
megfigyelt alacsony kapcsoltsigi és magas LOD-értékek alapjan arra gyanakodtunk, hogy
valamilyen eddig figyelembe nem vett tényez0, és nem a markerek kozotti nagy genetikai
tavolsig lehetett az oka annak, hogy nem tudtunk ellentmondismentesen nyolc kapcsoltsagi

csoportot kialakitani.
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3. tablazat. A CDE csoport (1d. 1. 4bra) vazmarkereinek kapcsoltsagi értékei.

A vazmarkerek fiiggbleges és vizszintes taldlkozasi pontjaiban a kéztik 1év8 rekombinicids gyakorisigokat
tintettik fel. A klasszikus maximum-likelihood (Mapmaker/Exp 3.0 szdmitdogépes program) egyenlet alapjan
szdmolt rekombinacids gyakorisigok (RF; a cellakban 1év8 felsd értékek) a hozzajuk tartozé6 LOD-értékekkel ( a
celldkban 1év8 alsé adatok) a tablazat felsS hiaromszogében talalhatok. A 0,3-nél nagyobb RF és 3-as LOD-értéknél
kisebb érték esetén az adatok nincsenek jeldlve (dupla gondolatjelek). A zigotikus szelekcidra kifejlesztett specialis
ML egyenletekkel (Lorieux és mtsai 1995) szdmolt rekombinacios gyakorisigok a tablazat alsé hidromszdgében
vannak felsorolva. A tiblizatban a markereket a kapcsoltsigi csoportokon belil megallapitott sorrendjuk szerint
tiintettiik fel.

A korabbi genetikai térképen (Kiss és mtsai 1993) szereplé markerek alapjan az A, B, F,
G és H csoportok megfeleltek a lucerna egyes (LG 1), kettes (LG 2), harmas (LG 3), négyes
(LG 4) és 6t6s (LG 5) kapcsoltsagi csoportjainak. EbbS] kovetkez&en a sok markert tartalmazé
CDE csoport rejthette a tobbi hianyz6 kapcsoltsagi csoportot, amelyek valamilyen oknal fogva

nem valtak szét.

6.3. Nyolc kapcsoltsagi csoport kialakitasa
6.3.1. Torzult szegregaci6s arany a térképezett markereknél

A diploid térképez6 populacion korabban térképezett markerek egy részénél mar
megfigyelhetd volt a genotipusok szegregicids aranyanak a vart elméleti 1:2:1 aranytdl valo
jelentds eltérése (Kiss és mtsai 1993). A torzult szegregacio jellemzdje, hogy egy markerre
nézve a homozigdta vagy a heterozigéta genotipusu egyedek aranya jelentGsen megvaltozik az
elméleti aranyhoz képest. Az utédpopulicié egyedeinek egyes markerek esetén tapasztalt torzult
szegregacios aranya a szil6i gamétak, vagy a belSlik létrejové zigotak megvaltozott
életképességének a kovetkezménye, ami igy bizonyos utodok kiszelektalodasahoz vezet. Attol
fiiggben, hogy a szelekcidé mikor kdvetkezik be, megkiillonboztetiink gaméta vagy zigoéta szinten

lezajl6 szelekcidt. Egy adott markerre a szelekcid tipusa szdmszerden is meghatirozhato két

egymast kovetd x’-tesztb8l (Pham és mtsai 1990; Lorieux és mtsai 1995), ahol a gametikus
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szelekcié bekdvetkeztét az allélek gyakorisiganak egyenl8ségével, a zigotikus szelekcid
lezajlasat pedig az allélek fuggetlen kombinalddasaval tesztelik (1d. Fuggelék 9.1. fejezet).

A térképezett 121 vazmarkernél is elvégeztiik a szegregaci6 torzulasat teszteld x’-probat,
ami alapjan megallapithaté volt, hogy a vazmarkerek egy része is jelentGsen torzult szegregacios
aranyt mutat (1. tiblazat). A bekovetkezett szelekcid tipusanak meghatarozasakor az is kideriilt,
hogy a torzult szegregicié a négyes kapcsoltsigi csoportban (LG 4; H csoport) talalhatd
markerek kivételével zigotikus szelekcié kévetkezménye (1. tiblazat). A négyes kapcsoltsagi
csoportban talalhaté markereknél megfigyelt szegregacis arany torzuldsa a szamitasok szerint
gametikus szelekcié eredménye. A megfigyelt zigotikus szelekciok esetén a heterozigdta
genotipusu egyedek az elméletileg vartnal nagyobb megjelenési aranya, azaz jobb életképessége
volt jellemz3. A legkifejezettebb szegregacios aranytorzulast a CDE csoportba sorolt markerek
esetében tapasztaltuk (1. abra és 1. tablazat), abol szinte az Osszes markernél a heterozigota
genotipusu egyedek elméletinél jelentGsen nagyobb ardnya volt megfigyelhets. A megfigyelt
jelenség felvetette annak lehetGségét, hogy a genotipusok er8sen torzult szegregicids aranya
Osszefuggésbe hozhatd azzal a problémaval, hogy a markereket nem tudtuk egyértelmiien nyolc
valédi kapcsoltsagi csoportba sorolni, illetve a CDE csoporton belill egyértelmi

markersorrendet nem lehetett megallapitani.

6.3.2. A torzult szegregacios arany hatasa a kapcsoltsagi értékekre

Azon tények alapjan, hogy a CDE csoporton beliil nem lehetett megalapitani egyértelmi
markersorrendet, és a genotipusok erGsen torzult szegregacios aranyat mutaté markerek jelentds
része a CDE csoportban gyiilt Gssze, arra gyanakodtunk, hogy a heterozigéta genotipusok
talsilya befolyasolja a kapcsoltsagi értékeket. Megvizsgaltuk néhany, a CDE csoportba tartozo
marker kapcsoltsagi viszonyait oly modon, hogy azoknak az egyedeknek a szamat lépésenként

eggyel csokkentettiik, amelyek a két vizsgalt markerre heterozigéta genotipusuak voltak (un.
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Jheterozigota kapcsolat’). Minden egyes lépésnél a MapMaker/Exp 3.0 programmal
(.klasszikus” ML-becslés) meghatiroztuk a markerparok kozott a rekombindciés gyakorisagot,
amelyeket néhiany markerpar esetében a szamolashoz hasznalt egyedszam fiiggvényében
abrazoltunk (2. ibra). A vizsgalathoz az egymashoz igen erSs kapcsoltsigot mutato (3. tablazat)
U286, U291, U62, U745B és OADIGA markereket hasznaltuk, melyeknél csak nyolc,
huszonnégy, hét, tizenegy és hét homozigéta genotipustu egyedet azonositottunk (1. dbra). A
vizsgalat kezdetekor, amikor az osszes egyedet hasznaltuk a rekombinaciés gyakorisag
meghatarozasahoz, 0.06, 0.08, 0.065 és 0.013 RF-értékeket kaptunk az U286/0OADI16A,
U286/U291, U286/U745B és U286/U62 markerparok esetében. A ,heterozigéta kapcsolat’-ok
csokkentését addig folytattuk, amikor mar csak a két markerre megegyez6 homozigota
genotipusu (Gn. ,homozigéta kapcsolat”) és az eltér8 genotipusi egyedek adatai maradtak az
adatsorban. Az U286/OAD16A markerpar kapcsoltsiga teljesen megszint (RF=0.5), amikor az
egyedszam elért egy bizonyos hatdrértéket (tizenkilenc ,heterozigota kapcsolat” harminchirom
egyedbdl). Az RF-meghatarozast tizennégy egyednél hagytuk abba, amikor mar tobb
,heterozigota kapcsolat’-tal rendelkezd egyedet nem tudtunk kivenni az adatsorbdl. Az
U286/U291, U286/U745B és U286/U62 markerparok esetében az RF meghatarozast huszonhat
(RF=0.37), tizenhat (RF=0.41) és kilenc (RF=0.17) egyednél fejeztiik be (2. abra). Ezekben az-
esetekben tehat az Osszes ,heterozigota kapcsolat” kivétele utin is kapcsoltak maradtak a
markerparok. A fenti eredmények alapjan feltételezésiink szerint az U286/U291, U286/U745B
és U286/U62 markerparok kapcsoltak, az U286/OAD16A markerpar pedig valosziniileg nem
kapcsolt, csak a heterozigota genotipusok tilsulya torzitotta a rekombinacids gyakorisag
.klasszikus” ML-becsléssel meghatirozott értékét. Feltételeztiik, hogy ezen torzult RF-értékek

kovetkeztében genetikailag egyébként nem kapcsolt markerek is keriilhettek a CDE csoportba.
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2. abra. Az U286/0OADI16A (sotétkék négyzettel jelolve), U286/U291 (vilagoskék kor), U286/U745B (piros
héromszog) és U286/U62 (zold kér) markerparok kozoétt szamolt rekombinaciés gyakorisdgok abrazolasa a
,heterozigbta kapcsolatok” lépésenkénti elhagyasa utdn. Az azonos homozigéta genotipust egyedek (,homozigota
kapcsolat”) szamat a gorbék melletti els8 szdm jelzi. A vizsgilat végére a kiilonboz8 markerpérok esetében
tizennégy, huszonhat, tizenhat és kilenc egyed maradt csak, amelyek azonos homozigéta, vagy eltér8 genotipustiak
(homozigbta-homozigéta; homozigdta-heterozigéta) voltak (gérbék melleti masodik szam). A rekombinacios

gyakorisagokat a Mapmaker/Exp 3.0 szdmitégépes programmal hataroztuk meg.

A fent leirt eredmények alapjan feltételezésiink szerint a CDE csoporton belil a
kapcsoltsagi viszonyok tisztazhatok olyan mddszerrel, amely a torzité hatést kikiiszoboli. Ezért
az irodalomban utdnanéztiink olyan lehetséges modszernek, amely feltételezésiink szerint preciz
és szabatos megoldast jelenthet a probléma kezelésére. Szamos vizsgélat iranyult mar a torzult
szegregacids aranynak a kapcsoltsagi értékekre gyakorolt hatasanak felderitésére. Bailey (1949)
zigotikus szelekci6 esetén tanulméanyozta dominans markerek kozott a kapesoltsagi viszonyokat,
Heun és Gregorius (1987) pedig szintén domindns markerek esetén vizsgédlta a torzult

szegregicios arany hatésat a kapcsoltsagi értékekre mind gametikus, mind zigotikus szelekeio
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esetén. Lorieux és mtsai (1995) azonban specialis maximum-likelihood (ML) egyenleteket
dolgoztak ki a rekombiniciés gyakorisag (RF) és az életképességi faktorok becslésére torzult
szegregéacids aranyt mutaté dominans és kodominans markerek esetén mindkét szelekciotipusnal
F, szegregalo populacioban. Kozleményiik szerint szikkség van a RF és az €letképességi értékek
egyideji figyelembevételére a vizsgdlat soran, mert az egyes rekombians kategéridkba esd
egyedszdm (a mért adat) egyarant fiigg a rekombinaciés gyakorisdgtol és az €letképességi
értékekt6l. A fent emlitett vizsgilatok ramutattak, hogy a torzult szegregiciés arany erds
befolyassal lehet a rekombinaciés gyakorisig becslésére, ezért a 121 vazmarkert tovabbi
alaposabb vizsgalatnak vetettiik ala.

Lorieux és mtsai (1995) meghatiroztik zigotikus szelekcié esetén egy elméleti
populaciéra a klasszikus ML-becsléssel (Allard 1956) kiszamolt rekombinéaciés gyakorisig
eltérését az altaluk kidolgozott specialis ML-becsléssel szamolt rekombinaciés gyakorisigoktol.
Olyan életképességi értékek ésetén, amikor egy adott markernél a heterozigéta egyedek
életképessége tizszerese volt a homozigéta egyedekének (amely megkozelitéleg azonos a CDE
csoport legtorzultabb szegregiciés aranyt mutaté markereinél el6fordulé életképességi
értékekkel), a klasszikus modon t6rténé RF becslések jelentsen kisebb értéket eredményeztek,
azaz a markerparok viszonya a szorosabb kapcsoltsag felé tolodott el. Ezek alapjan arra
gyanakodtunk, bogy a CDE csoportban taldlhatd, a heterozigota genotipusok dominancidjaval
jellemezhetS torzult szegregicios aranyt mutaté markerek k6z6tt (azaz amikor a ,heterozigéta
kapcsolatok” szama igen nagy volt) a kapcsoltsagi értékek a valosnal nagyobb kapcsoltsagot
(kisebb rekombinaciés gyakorisigokat) mutattak, és ezek a kisebb rekombinaciés gyakorisagok

zavartak a valos kapcsoltsagi csoportok kialakitasat, illetve a markersorrend meghatarozasat.
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6.3.3. Az erdsen torzult szegregiciés aranyt mutaté markereket tartalmazé kapcsoltsagi

csoportok meghatiarozasa

Azért, hogy az erGsen torzult szegregacids arany rekombinacios gyakorisagra gyakorolt
zavard hatasat kikiiszoboljik, a Lorieux és mtsai (1995) altal zigotikus szelekciora és
kodominans markerekre kidolgozott egyenletek segitségével becsiiltik meg a CDE csoport
markerei kozott a rekombinaciés gyakorisagi értékeket. Az igy kiszamolt RF-értékek a 3.
tablazat bal als6 haromszogében taldlhatok. A rekombinécids gyakorisag hatarértékét 0.3-nél
meghuzva, a CDE csoport markereit egyértelmiien harom kiil6nallé kapcsoltsagi csoportra (C, D
és E) tudtuk szétosztani. Osszehasonlitva a CDE csoport markereinek az 1. tibldzatban felsorolt
x értékeit a markerek kozott a klasszikus ML-médszerrel szamolt RF-értékekekkel (3. tablazat),
jol lathatd, hogy a kiilonbozd kapcsoltsagi csoportokban 1évd, szélsGségesen sok heterozigéta
genotipusi egyeddel jellemezhet6 markerek kozott alacsony rekombinacids gyakorisagi
értékeket kaptunk a klasszikus ML-moédszerrel torténd szamolas esetén. Ezek a kozeli
kapcsoltsigot jelentS rekombindciés gyakorisagok mesterségesen dsszetartottik a genetikailag
egyébként nem kapcsolt markereket, és ezeken keresztiil a kiilonallo kapcsoltsagi csoportokat.

A specifikus ML-egyenletek (Lorieux és mtsai 1995) azokban az esetekben is
hasznalhatok, amikor a torzult szegregicios arany nem annyira jelentds, hanem kézelebb van az
elméleti szegregiciés aranyhoz. Ilyen esetekben . az életképességi értékek is az egyhez
kozelitenek, vagy idedlis esetben elérik azt, és igy a szdmolt rekombinacids gyakorisagok is
kisebb eltérést mutatnak (vagy megegyez$ értéket adnak) a klasszikus ML-egyenletekkel
szamoltakhoz képest. A tobbi csoport (4, B, F, G és H) esetében is, abol lehetett (Id. 5.4.3.2.

fejezet), meghatiroztuk a vazmarkerek kozoétti RF-értékeket a y? tesztekkel megallapitott
X gallap

szelekcié tipusnak (1. tablazat) megfelel6 specifikus ML-egyenletek alkalmazasival. Azt
talaltuk, hogy e csoportok markerei egyiitt maradtak, nem estek szét tovabbi csoportokra.

Példaként az 6t6s kapcsoltsagi csoport (LG 5) vézmarkerei kézott a zigotikus szelekcidra
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kidolgozott specifikus ML-egyenletekkel szdmolt rekombiniciés gyakorisigok vannak
feltiintetve a 4. tablazat bal alsé haromszogében. Az el6z6ekben meghatarozott 4, B, F, G és H
csoportok tehat valds kapcsoltsagi csoportoknak bizonyultak, a specialis ML-dal szamolva a
vazmarkerek k6zotti rekombinaciés gyakorisdgok csak kis mértékben valtoztak meg. A CDE
csoportbdl létrejott harom, valamint az el6z6leg meghatarozott 6t kapcsoltsagi csoporttal igy
nyolc kapcsoltsagi csoportot (4, B, C, D, E, F, G, H) azonositottunk, melyek val6sziniileg a
lucerna nyolc haploid kromoszomajanak felelnek meg. A vazmarkerek sorrendjét a csoportokon
beliill a kozottik a szelekcidtipusnak (1. tablazat) megfeleld specifikus ML-égyenletek

alkalmazasaval kiszamolt rekombinacios gyakorisagok alapjan hatiroztuk meg.

4. tablazat. Az F csoport (LG 5) vazmarkereinek kapcsoltsigi értékei.

A klasszikus maximum-likelihood (Mapmaker/Exp 3.0 szimitégépes program) egyenletek szerint szamolt
rekombinacids gyakorisdgok (RF; fels§ értékek) a hozzajuk tartozd6 LOD-értékekkel (alsé adatok) a tablazat fels
haromszogében talalhatok. A 0,3-nél nagyobb RF és 3-as LOD-értéknél kisebb értékeket a 3. tablazathoz hasonléan
nem jeloltik. A zigotikus szelekcidra kifejlesztett specialis maximum-likelihood egyenletekkel (Lorieux et al.
1995) szamolt rekombinicidés gyakorisigok a tiblizat alsé haromszégében vannak feltiintetve. A 3. tablazathoz

hasonléan a markereket a kapcsoltsagi csoportokon beliili sorendjiknek megfelelGen helyeztiik el a tablazatban.
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89

LG 5| U8SA | U584B | F30H |CyclliMs| U224 CG13 | Enod40 | U202 ALD u7o0 GSc LbMSI U151 u26 CG9 | Calmod
0.027 0.068 0.077 0.127 0.200 0.212 - - - - - - - - -
U89A 41.40 26.93 25.51 15.87 8.24 7.42 - - - - - - - - -
0.031 0.035 0.045 0.097 0.159 0.170 0.285 0.274 - - - - - - -
U584B 34.84 32.82 20.01 11.65 10.58 3.42 3.70 - - - - - - -
| 0.076 0.042 0.013 0.066 0.135 0.138 0.237 0.231 0.247 0.274 0.294 0.280 - - -
F30OH 39.44 23.81 13.28 12.84 5.05 5.23 4.03 2.51 2.08 2.31 - - -
0.089 0.057 0.017 0.048 0.117 0.123 0.215 0.209 0.229 0.264 0.285 0.280 - - -
CyclliMs 28.34 15.73 15.08 6.12 6.34 4.88 2.83 2.33 2.40 - - -
0.150 0.125 0.088 0.070 0.070 0.088 0.154 0.160 0.182 0.207 0.232 0.241 0.267 0.275 0.276
U224 22.82 19.62 10.43 9.77 7.62 5.56 4.08 3.62 2.35 1.94 215
0.231 0.200 0.174 0.163 0.110 0.016 0.088 0.092 0.106 0.128 0.141 0.138 0.161 0.169 0.171
CG13 40.13 20.51 19.80 17.06 13.72 12.18 11.87 9.7 8.84 9.03
0.245 0.215 0.179 0.172 0.137 0.026 0.099 0.106 0.118 0.140 0.153 0.161 0.175 0.176 0.183
Enod40 19.02 17.74 15.36 12.43 11.00 9.77 8.51 8.23 8.05
- - 0.283 0.273 0.216 0.130 0.144 0.004 0.034 0.075 0.099 0.107 0.139 0.156 0.146
U202 - - 44.16 33.25 23.21 19.32 17.40 13.07 11.18 12.45
- - 0.274 0.263 0.219 0.134 0.151 0.006 0.039 0.080 0.106 0.109 0.136 0.153 0.144
ALD - - 31.32 22.20 18.03 16.99 13.44 11.29 12.58
- - - - 0.262 0.162 0.180 0.051 0.058 0.039 0.062 0.077 0.112 0.128 0.119
u7o - - - - 31.25 26.33 22.21 16.32 14.11 15.45
- - - - 0.294 0.191 0.207 0.109 0.115 0.060 0.033 0.045 0.079 0.099 0.092
GSc - - - - 34.33 29.17 22.07 18.39 19.73
- - - - - 0.211 0.227 0.144 0.151 0.096 0.050 0.008 0.053 0.076 0.078
LbMSI - - - - - 43.42 29.26 23.83 23.46
- - - - - 0.199 0.229 0.150 0.150 0.113 0.066 0.012 0.048 0.071 0.074
U151 - - - - - 28.94 23.84 23.45
- - - - - 0.243 0.260 0.203 0.198 0.170 0.119 0.081 0.072 0.021 0.024
u26 - - - - - 37.89 37.10
- - - - - 0.251 0.259 | 0.22598 | 0.220 0.191 0.146 0.114 0.104 0.033 0.004
CG9 - - - - - 45.64
- - - - - 0.258 0.273 0.216 0.210 0.183 0.139 0.120 0.110 0.039 0.006
Calmod - - - - -

4. tablazat.




A C, D, és E csoportok és az el6z6 genetikai térkép (Kiss és mtsai 1993) kapcsoltsagi
csoportjainak k6zds markereit 6sszehasonlitva kideriilt, hogy ezek a csoportok a lucerna hatos,
hetes és nyolcas kapcsoltsagi csoportjainak felelnek meg (LG 6, LG 7 és LG 8). Néhany marker
masik kapcsoltsigi csoportba keriilt, ugyanis az el6z6 térkép VI-os kapcsoltsigi csoportjaba
tartozo hat marker (L590, L482, CG19, TMs2, ASN és U82) a nyolcas (LG 8), az el6z6 VIII-as
kapcsoltsagi csoport harom markere (L500, L59 és AP8b4) pedig a genetikai térkép hetes
kapcsoltsagi csoportjanak (LG 7) lett tagja. A korabban meghatarozott kapcsoltsagi csoportok
(Kiss és mtsai 1993) hibas markerosszetételét a torzult szegregacids aranyok rekombinacios
gyakorisagot befolyasold hatasa, €s a markertelitettség hidnya okozta.

A vazmarkerek kapcsoltsigi adatainak vizsgalatabol tehat kiderilt, hogy a heterozigéta
genotipusok tulsulyaval rendelkez6 vazmarkerek kozott a klasszikus ML szerint szédmolt
rekombinicids gyakorisigok az er8sebb kapcsoltsigot jelentS értékek felé tolodtak el. Ezek a
kapcsoltsagi értékek olyan mértékben torzulhatnak, hogy az egyébként nem kapcsolt, de jelentds
szamu heterozigéta genotipussal rendelkez6 markerek kozott is szoros kapcsoltsagot taldlunk.
Ezt a hamis kapcsoltsigot is eredményez§ hatast ki lehetett kiisz6b6lni azokkal a specialis ML-
egyenletekkel (Lorieux és mtsai 1995), melyek figyelembe veszik a vizsgalt markerekre
kiilonb6z6 genotipusa zigotak életképességét, és igy alkalmazasukkal pontosabb rekombinécids

értékek hatarozhatok meg.

6.3.4. Az erdsen torzult szegregiciés aranyt mutaté markerek kapcsoltsagi viszonyainak

vizsgalata szintérkép segitségével

A CDE csoportban taldlhaté markerek kozotti kapcsoltsagi viszonyokat egy harmadik
modszerrel, az ugynevezett szintérképezéssel (Kiss és mtsai 1998) is vizsgaltuk. A 3. abra
kozepén taldlhaté U286 és OADI6A markerek a heterozigéta genotipusok erételjes

dominanciajaval jellemezhet torzult szegregacios aranyt mutattak (1. tablazat). A két marker a
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klasszikus moédon szamolt kapcsoltsagi értékek alapjan erSs kapcsoltsagot mutatott (RF=0.122,
LOD 10.01; Mapmaker/Exp 3.0; 3. tablazat), a ,heterozigota kapcsolatok” csbkkentésével
végzett vizsgilat (2. dbra) és a zigotikus szelekciora kidolgozott képlet alapjan szamolt
rekombinaciés gyakorisdg szerint viszont nem kapcsoltnak bizonyultak. A szintérképezés
szintén cafolja a két marker kapcsoltsagat, mivel a két marker esetében egyetlenegy megegyez6
homozigéta genotipusi egyed (in. ,homozigdta kapcsolat’) sem figyelheté meg a térképezd
populaciéban. Ugyanakkor ezeket a markereket a megfelel§ kapcsoltsagi csoportokba helyezve
(LG 6 és LG 7) a markerek szamos ,homozigéta kapcsolata” (U286-U62, U286-U745B és
OAD16A-OW13B, OAD16A-US553) igazolja a valos kapcsoltsagot, és igy ezen markerek
megfeleld helyzetét a kapcsoltsagi csoportokon beliil. A szintérképezés tehat lehetdséget adott
arra, hogy a ,homozigéta kapcsolatok” kihangsilyozasaval gyorsan és hatékonyan tisztazzuk
azon markerek kapcsoltsdgi viszonyat, amelyek kozott a nagyszamu heterozigota genotipusa
egyed torzitotta a klasszikus ML-mddszer alapjan meghatdrozott rekombinacios gyakorisagokat.
A torzité batas kikiisz6bolésével a markerek kapcsoltsagi viszonyainak meghatirozasara a
szintérkép gyorsabb, egyszeribb és latvanyosabb analizist biztositott, mint a specialis ML-
egyenletekkel végzett rekombinacios gyakorisig meghatarozasan alapulé vizsgalatok.

Az U286, U62 és U745B vazmarkerek kapcsoltsagi viszonyainak vizsgalatdban szintén a
szintérképezés (Kiss és mtsai 1998) nyijtott segitséget. Az U286 és U745B markerek kozott a
klasszikus” ML-egyenlettel szamolt rekombinicids gyakorisag RF=0.065, a specialis ML-
egyenlettel szamolva pedig RF=0.295. Azonban az U286 marker két szomszédos markere (U62
és U745B) egymassal er6sebben kapcsolt (a ,klasszikus” ML egyenlet szerint RF=0.06, a
specialis ML-egyenlet szerint pedig RF=0.277), mint az U286 és az U745B markerek (3.
tablazat). A Mapmaker/Exp 3.0 szamitogépes program ,compare” parancsaval végzett
markersorrend-meghatarozas alapjan viszont az U62 - U286- U745B4 markersorrend tint
legvalészinibbnek akkor, ha a szomszédos markerek genotipusadatait is hasznéltuk a markerek

sorrendjének megallapitasdéhoz. Mivel a specialis ML-egyenletekkel szamolt RF-ok alapjan a
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markerek sorrendjének meghatarozasat nem tudtuk szamitégéppel automatikusan elvégezni,
ezért a jelenséget a szintérképezés modszerével alaposabban megvizsgaltuk. Kideriilt, hogy az
U62 -U745B - U286 markersorrend esetén tizenegy, mig az U62 - U286- U745B markersorrend
esetén a 70-es és 113-as szami novényeknél megfigyelbeté két ,sziget” 1étét kellett
feltételezniink. A ,szigetek” kialakuldsa vagy egy nem rekombinans és egy, a széls6 markerek
kozott bekovetkezett kettds rekombinacios eseménybdl keletkezett gaméta, vagy a széls6
markerek kozott két killonboz8 helyen bekovetkezett rekombinaciés eseménybdl szarmazd
gamétak talélkozéséval magyarazhaté. Azaz a ,szigetek” létrejottéhez mindenképpen két
rekombinaciés eseménynek kellett bekovetkeznie. A kétszeres rekombinacidk eléfordulasa egy
adott additiv szakaszon ritkabb, mint az egyszeres rekombinaciok el6fordulasa (Orosz 1979), és
a kettds rekombinacids események kovetkeztében keletkez6 rekombindns egyedek a legritkabb
rekombindns kateglriaba tartoznak. Az U62 - U745B - U286 markersorrend esetén a tizenegy
kettds rekombindcios esemény feltételezése mellett csak harom egyszeres rekombinacios
eseményt azonosithattunk, mig az U62 - U286- U745B markersorrend esetén a két kettSs
rekombinacidés esemény mellett tizenkettd egyszeres rekombinacidés eseményt figyelhettiink
meg, ami alapjan az U62 - U286- U745B markersorrend tiint a legvaldsziniibbnek (3. abra). A
ritka kett8s rekombinacids eseményeket a ,szigeteken” kiviil es6 markerek maximum-likelihood
mddszerrel (két pontos térképezés) torténd analizisekor nem vesszik észre, a szintérképpel
torténd analizis azonban lehetdséget biztosit harom (vagy tobb) marker egyideji vizsgalatira

(harompontos térképezés), és igy azok kapcsoltsagi viszonyainak tisztazasara.
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3. dbra. A legtorzultabb szegregiciét mutatd vdzmarkerek térképezése szintérkép (Kiss és mtsai 1998)
segitségével. Az abran a térképez& populacié 137 névényének hatos és hetes kapcsoltsagi csoportok (LG 6 és LG 7)
vhzmarkereire meghatrozott genotipusait tintettiik fel kiilonbdz8 szinekkel jelolve. A sarga, a z6ld és ibolya
szinek az anyai homozigdta, heterozigota és apai homozigdta genotipusokat jelolik. A matrix fels6 részén a
szegregilé populicié egyedeinek sorszdma lathatd. A szintérkép jobb szélén taldlhato szamok a kérdéses két
marker kozotti azonos homozigbta genotipus egyedek szimat (,homozigéta kapesolat”) jelzik. Az abra

részletesebb magyarizata a 6.2.4. fejezetben talalhato.

6.4. A genetikai térkép elkészitése, kiegészité markerek illesztése a viztérképbe

A kovetkez8 1épés egy részletes, markerekkel siirlin telitett genetikai térkép
létrehozasahoz tovabbi markerek illesztése az elkésziilt, nyolc kapcsoltsagi csoportot tartalmazé
vaztérképbe. Ezért a kovetkezGkben tobb, mint 800, féleg dominans kiértékelésii marker
(késSbbiekben tovabbi marker) helyét hataroztuk meg a térképen. Ezek a markerek nemcsak egy
részletesebb genetikai térkép létrehozasit tették lehetdvé, hanem segitségiikkel arra a kérdésre is
valaszt kerestiink, hogy a 121 vazmarkerrel 1étrehozott kapcsoltsagi csoportok valéban a lucerna
nyolc kapcsoltsagi csoportjat képviselik-e, vagy esetleg a tovabbi markerek térképezése
megvaltoztatja a kapcsoltsagi viszonyokat.

Azt tapasztaltuk az el6z6 lucerna genetikai térkép (Kiss ¢és mtsai 1993)
megszerkesztésénél, hogy a torzult szegregacios aranyt mutaté markerekhez szorosan kapcsolt -
markereknél is bizonyos foku torzult szegregicios arany volt megfigyelbets. Ezt a jelenséget
feltételezhettiik a tovabbfejlesztett térkép esetén is, ezért az el6z8ekben vazolt nehézségek a
kapcsoltsagi viszonyok tisztazasdban a LG 6, LG 7 és LG 8 vazmarkereihez kapcsol6dé tovabbi
markerek térképezésénél is problémat jelentettek volna. Ezért a Mapmaker/Exp 3.0
szamitogépes program igy nem volt hasznalhaté Onalléan a kiegészitd markerek kapcsoltsagi
csoportokba osztasara, a megoldast jelentd specialis ML-egyenletekkel pedig nem tudtunk
automatizaltan nagyszamt markert csoportositani, igy egy koztes megoldast vélasztottunk.

Az el&zbekben leirt analizisb6l kiderilt, hogy a specidlis ML-képletekkel (Lorieux €s

mtsai 1995) szamolt kapcsoltsigi értékek alapjan meghatirozott 4, B, F, G és H csoportok
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egyértelmiien valds kapcsoltsigi csoportokat alkottak. Ugyanezeket a markerdsszetételd
csoportokat kaptuk meg a klasszikus médon, a Mapmaker/Exp 3.0 szamitogépes program
.group” parancsiaval 20-40 cM maximalis genetikai tavolsig, és LOD 9 és 10 hatarértékek
hasznalata esetén is. A szamitogépes program segitségével a markersorrend is egyértelmiien
megallapithat volt az igy 1étrej6tt csoportokon beliil. Ezekben a csoportokban a genotipusok
szegregacidja tehit nem olyan mértékben torzult, hogy zavarta volna a markerek csoportokba
osztasat, azaz az 4, B, F, G és H .csoportok esetében a Mapmaker/Exp 3.0 szamitégépes
program éqmagéban is hasznalhaténak bizonyult a kapcsoltsagi csop(;rtok kialakitasara, a
megfeleld csoportositisi hatarértékek alkalmazasaval. A CDE csoport - mint az eldzdekben
kideriilt - hiarom kapcsoltsdgi csoportbol éllt, mely csoportok magasabb LOD-értéknél és
viszonylag alacsony maximalis genetikai tdvolsignal is egyutt maradtak, ugyanis a CDE csoport
markerei k6z6tt klasszikus modon szdmolt rekombinaciés gyakorisagi értékeket a heterozigéta
genotipusok talsulya a nagyobb kapcsoltsag (kisebb kapcsoltsagi értékek) irdnyaba modositotta.
A CDE csoport markerei kozott a kapcsoltsagi viszonyokat csak a specialis ML-egyenletek €s a
szintérkép segitségével tudtuk egyértelmiien tisztazni.

A fenti eredmények figyelembevételével ezért a tovabbi tobb, mint 800 tovabbi markert
el6szor a Mapmaker/Exp 3.0 szamitégépes program ,group’ parancsaval osztottuk csoportokba
azoknak a csoportositasi paramétereknek a hasznalataval (LOD 9 és 20 cM maximalis genetikai
tavolsag, 1. tablazat), amelyek az A, B, CDE, F, G vagy H csoportokat eredményezték. Az 4, B,
F, G és H csoportok esetében meghatiroztuk a markerek sorrendjét a szamitoégépes programmal.
Ezt kovetSen a pontosabb rekombinaciés gyakorisag meghatarozasa érdekében a szomszédos
markerek kozotti rekombinaciés  gyakorisagokat a  kozeli vazmarkerre jellemzd
szelekcidtipusnak megfeleld specialis ML-egyenletek (Lorieux és mtsai 1995) segitségével
szamoltuk ki.

Azokban az esetekben, amikor a kérdéses marker a CDE csoportba keriilt, elészor azt

kellett eldonteniink, hogy a marker a CDE csoportot alkoté valédi C, D és E kapcsoltsagi
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csoportok koéziil melyikbe tartozik. Ezért a CDE csoportba keriilt Osszes vaz- és kiegészit6
marker koOzott, a zigotikus szelekcidra kidolgozott speciilis ML-egyenletek segitségével
meghataroztuk a markerek k6zotti rekombinacids gyakorisagokat, és ezek alapjan osztottuk szét
a markereket a C, D és E kapcsoltsagi csoportokba. A szétosztds utdn pedig a szamolt RF-
értékek alapjan felallitottuk a legval6sziniibb markersorrendet a kapcsoltsagi csoportokon beliil.

A kiegészitd markerek térképezését szintérképezéssel (Kiss és mtsai 1998) is elvégeztiik,
és az igy létrehozott kapcsoltsigi csoportok és a megallapitott markersorrend teljes egyezést
mutatott a fentebb vizolt médon elkészitett genetikai térképpel. A kétféle modszerrel elvégzett
genetikai analizisb6l kiderult, hogy minden egyes 0j marker a 6.3.3. fejezetben kialakitott nyolc
kapcsoltsagi csoport valamelyikébe keriilt, azaz 0j kapcsoltsagi csoport ném JOtt létre. A tény,
hogy mindkét mddszerrel elvégzett genetikai analizis ugyanazokat a kapcsoltsagi csoportokat és
markersorrendet eredményezte, egyrészt alatimasztja azt, hogy mindkét modszer alkalmas a
torzult szegregacidos aranyi genotipusokkal rendelkez markerek kapcsoltsigi viszonyainak
tisztazasara, masrészt megerSsitik, hogy a létrehozott kapcsoltsagi csoportok valéban a lucerna
nyolc kapcsoltsagi csoportjat repzentaljak.

Meghataroztuk mind a 804 kiegészit6 marker térképhelyét a fent vazolt kétféle modon.
Ezt kovetSen a specialis ML egyenletekkel (Lorieux és mtsai 1995) a szomszédos markerek
kozott szdmolt rekombindciés gyakorisagokat a Haldane térképfiggvény segitségével
alakitottuk 4t genetikai tavolsdgi adatokkd. Az igy kiszamolt genetikai tavolsigok
felhasznalasaval szerkesztettik meg a 4/a-h. abran lathatd nyolc kapcsoltsigi csoportot,
amelyeken a 121 vazmarkert vastag karakterekkel emeltiik ki.

A kiegészit6 markereket két csoportba lehetett osztani:

(1) azokat a markereket, melyek rekombinaciot mutattak (RF > 0) a vazmarkerekkel,
beillesztettilkk a 121 vdzmarker k6zé (4/a-h. dbra)
(2) a vazmarkerekkel rekombinéciot (RF=0) nem mutat6 markereket a megfeleld

vazmarkerek mellett helyeztiik el (4/a-h. abra)
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Ez utébbiak koziil azokat, amelyek tobb, mint egy vazmarkerhez voltak kapcsoltak, azaz
térképhelyiik nem volt pontosan megallapithato, egy fiiggbleges vonal mellett tiintettiik fel,
amely azt a régiot jel6li, amelyen beliil az adott marker elhelyezkedik. Az a tény, hogy szamos
marker pontos térképhelyét nem lehetett meghatarozni, a markerek dominéns jellegével, illetve a
térképezd populacio néhany egyedének hianyz6 genotipus adatival magyarazhato.

A kiegészitd markerek térképhelyének meghatirozasa sordn minden markert egyértelmiien el
tudtunk helyezni a kapcsoltsigi csoportokon, azok térképezése nem valtoztatta meg a
kapcsoltsagi viszonyokat. Ezek alapjan kijelenthetjiikk, hogy a 121 vazmarker segitségével
kialakitott kapcsoltsigi csoportok valoban a diploid lucerna nyolc kapcsoltsdgi csoportjat

képviselik.

4/a-h abra. A diploid lucerna nyolc kapcsoltsigi csoportja.

A kapcsoltsigi csoportokon a 121 vazmarkert vastag és nagyobb karakterrel jeloltik. A kiegészitd markereket a
kapcsoltsagi csoportokat jelentd oszlopok mellett helyeztiik el. Azokat a markereket, melyek teljes kapcsoltsagot
mutattak egy vdzmarkerhez, vagy egy, a vizmarkerek kozé helyezett egyéb kiegészitd markerhez, a megfeleld
marker mellett helyeztik el. Azokat a kiegészitd markereket, melyek tobb, mint egy vazmarkerhez, vagy pedig a
vazmarkerek kdzé helyezett egyéb kiegészitd markerekekhez mutattak kapcsoltsagot, egy fliggbleges vonal mentén
helyeztitk el, amely azt a régiot szemlélteti, amelyhez 100%-os kapcsoltsigot mutat a kérdéses marker. A
kodominéns kiértékelésG RAPD markereket csillaggal jel6ltik, a dominans kiértékelés{i RFLP markereknél a felsG
indexben elhelyezett 5-sel és 4-sel jeldltuk, hogy az anyai, illetve az apai szil6b3l szarmazik-e a térképezett
fragment. A specidlis ML-egyenletekkel kiszimolt rekombinicids gyakorisdgokat a Haldane térképfliggvény
alkalmazaséaval szamoltuk at genetikai tavolsagi adatokka.
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6.5. A diploid lucerna genetikai térképének jellemzése

A megszerkesztett lucerna genetikai térkép 924 markert tartalmaz. Meghataroztuk egy
rezisztencia, nyolc morfoldgiai, 269 RFLP (236 cDNS és 33 genomi DNS marker), 607 RAPD,
10 izoenzim, két SSCP mddszerrel azonositott és kettS, kizarolag specifikus amplifikacioval (5.
tablazat) elGallitott marker térképhelyzetét. Mind RFLP-moddszerrel, mind pedig specifikus
amplifikaciéval sikeriilt polimorfizmust azonositanunk a B-tubulin, ENOD40 és GSa markerek
esetében. Magfehérje-preparatumokat kétdimenzids poliakrilamid-gélen elvalasztva 26
magfehérjemarkert sikeriilt térképezniink (Felf6ldi, nem k6zo6lt eredmény).

A nyolc kapcsoltsagi csoportba szétosztott 924 genetikai marker 753 cM genetikai
tavolsagot fed le. Az atlagos markersiirliség 0.8 marker/cM, és két marker k6z6tt azonositott
legnagyobb genetikai tavolsag 24 cM a hetes kapcsoltsagi csoporton (LG 7) taldlhaté OAD16C
és U745B markerek esetében. A lucerna haploid genommeéretét figyelembevéve - ami 750-1000
Mbp (Winicov és mtsai 1988, és Arumuganathan és Earle 1991) - kb. 1000-1300 kilobazis (kb)
atlagos érték adodik egy cM genetikai tavolsagra. Ez természetesen egy atlagos érték, mely a
genom kilonboz6 részein igen eltérd értékeket is jelenthet. Pontos meghatirozasa egy adott
régioban fizikai térképezéssel végezhetd el.

Az ismert funcidval vagy szekvenciaval rendelkezé 93 gént vagy morfologiai bélyeget,
melyek 129 l6kuszt azonositanak a lucerna genomban, a 6. tdblazatban tintettiikk fel. Ezek k6zott
szamos szimbidzisspecifikus vagy a szimbiotikus nitrogénkotés soran a gumdben intenziven

kifejez6d6 gén talalbatod (Lb, ENOD és NOD gének, AAT, GS, Mitst, stb.).
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Gén Primer szekvencia Hivatkozas A polimorfizmus azonositisinak médja

PCR RFLP

GSa 5’ GCACAAGGAGCACATTG 3' Stanford és mtsai + +
5" ACCACTTGGACAATTACTAC 3 1993 ‘

GSb 5' GCACAAGGAGCACATTG 3' Stanford és mtsai _ +
5' GAAACCTATAACAAGGCCTC 3' 1993

GSc 5' GCACAAGGAGCACATTG 3' Stanford és mtsai + _
5 GCCCATAATTAAACATCATG 3 1993

Calmodulin 5' GATTTCCCTGAATTCCTTAACCTGATG 3'  Bamett és Long _ +
5' GAAGTACAAATGCATGGTGGGAC 3' 1990

Chi 5 GAGCACGCTGTTTCCCC 3' McKhann és Hirsch _ +
5' GAAATAGTACAAGAGTAGAAAGC 3' 1994

Chs 5 CAAAGGGCAGAAGGCCC 3' McKhann és Hirsch — +
5 TGGTAAGACCCGGTCC 3' 1994

Enod40 5' CAAAACAGTTTGCTTTG 3 Crespi és mtsai + +
5' CTAGAATACTCTTCAATTTC 3' 1994 Hinfl emésztés

F30H 5' GCT/ATGC/TGAG/AGAATGGGG 3' Charrier és mtsai _ +
5' GGTTTG/ATCT/AGGCCAC/TCT 3' 1995

DNA 185-255 5 ATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 3 Sun és Skinner + +

régié 5 CCCGGTTCGCTCGCCGTTAC 3 1994 Hinfl emésztés
MNA 55 5 CTGCGGAGTTCTGATGGG 3 Barcziszewska _ +
1égi6 5 GTTAAGCGTTCTTGGGCG 3' és mtsai 1987

p-tubulin 5' GAAAACTGTGATTGCTTG 3' Liaud és mtsai + +
5' TCCTCTCCATACTCATCC 3 1992

AP8b12 5 GTCCCTGTAAGTTGTGATGA 3 Kalé és mtsai + —

5' TTAGAAACTTGGTGTCCGGC 3

5. thblazat. Specifikus polimerdz-lancreakcioban (PCR) hasznalt primerek szekvenciai.

A polimorfizmusok azonositisa a PCR-termékek restrikcids emésztés nélkiili, vagy Hinfl restrikciés enzimmel
végzett emésztését (CAPs; Konieczny és Ausubel 1993) kévetSen végzett gélelektroforézissel tdrtént. Azokban az
esetekben amikor nem sikerilt ily médon polimorfizmust azonositani, a PCR-termékeket probaként hasznaltuk
DNS-DNS hibridizacio soran (RFLP).

6. tiblazat. Az ismert funkcioval vagy szekvenciaval rendelkez8 térképezett markerek. A hivatkozas oszlopban *-

gal jelolve feltiintettiik azokat, akik rendelkezésunkre bocsatottik az eddig nem kdzolt klonokat és szekvenciakat.
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6. tablazat.

Lokuszok
Lokusz Marker tipus Gén termék/fenotipus szAma LG Hivatkozas

AATH, 2 izoenzim, RFLP aszpartat aminotranszferaz 2 3,1 Kiss és mtsai 1993
ADH RFLP alkohol dehidrogenaz 1 3 Llewellyn és mtsai 1987
ALD RFLP aldolaz 1 5 Kiss és mtsai 1993
Aldr RFLP aldéz reduktaz 1 4 Fehér A.*
Annexin RFLP annexin 1 4 Pirck és mtsai 1994
ant morf. antocianin pigment 1 1 Kiss és mtsai 1993
APK RFLP protein kindz 1 5 Kondorosi E. *
ASN RFLP aszparagindz 1 8 Lough és mtsai 1992
Ati18 RFLP sebzés aftal indukalt tripszin inhibitor 1 7 McGurl és mtsai 1995
Cad5A, B RFLP cinnamil alkohol dehidrogenaz 2 1,2 Doorsselaere és mtsai 1995
CalmodA, B RFLP, SSCP kalmodulin 2 53 Bamett és Long 1990
Cdc2A, B RFLP szerinftreonin kindz 2 2,4 Hirt és mtsai1993
CD32A,8B RFLP B-tipusa legumin (raktarozd fehérje) 2 1,3 Domoney és Casey 1985
CD4 RFLP vicilin (raktarozé fehérje) 1 7 Ellis és mtsai 1986
CcD40 RFLP B-tipust legumin (raktarozé fehérje) 1 1 Domoney és Casey 1985
CD43A,B RFLP A-tipusa legumin (raktarozé fehérje) 1 7 Domoney és Casey 1985
CD48/1,2,3 RFLP vicilin (raktarozé fehérje) 3 3,7,3 Ellis és mtsai 1986
CHMT1 RFLP izoliquiritigenin 2'-O-metiltranszferaz 1 1 Maxwell és mtsai 1993
Chi RFLP salkon izomeraz 1 1 McKhann és Hirsch 1994
Chs-a, b, K RFLP salkon szintaz 3 1,7,5 McKhann és Hirsch 1994
CyclliMs RFLP mitotikus ciklin 1 5 Savouré és mtsai 1995
CycMs3 PCR B-tipusu ciklin 1 2 Meskiene és mtsai 1995
CycMs4 RFLP, SSCP D-tipusu ciklin 1 1 Dahl és mtsai 1995
DFR RFLP dihidroflavonol-4-reduktaz 1 1 Charrier és mtsai1995
DOF1 RFLP transzkripcids faktor 1 2 Kondorosi E. *
dw morf. torpe fenotipus 1 2 Kiss és mtsai 1993
Enod2 RFLP korai nodulin 1 1 Dickstein és mtsai 1988
Enod5 RFLP korai nodulin 1 5 Scheres és mtsai 1990b
Enod8 RFLP korai nodulin 1 1 Dickstein és mtsai 1993
Enod10 RFLP korai nodulin 1 3 Lobler és Hirsch 1993
Enodi2 RFLP, PCR korai nodulin 1 3 Kiss és mtsai 1993 és

Csanadi és mtsai 1994
Enod40A, B RFLP, PCR  korai nodulin 1 5,6 Crespi és mtsai 1994
EST1,2,3 izoenzim észteraz 3 4,1,2 Kiss és mtsai 1993
F30H RFLP flavanon-3p-hidroxilaz 1 5 Charrier és mtsai1995
GdcH/1, 2,3 RFLP glicin dekarboxilaz H alegység 3 8,5.2 Macherel és mtsai 1990
GdceL RFLP glicin dekarboxilaz L alegység 1 8 Turner és mtsai 1992b
GdcP RFLP glicin dekarboxilaz P alegység 1 2 Turner és mtsai 1992a
GdcT RFLP glicin dekarboxitaz T alegység 1 2 Turner és mtsai 1993
Gogat RFLP glutamat szintaz 1 1 Gregerson és mtsai 1993
GSa, b, ¢ RFLP, PCR glutamin szintetaz 3 6,3,5 Kiss és mtsai 1993

Kalé és mtsai
HH31, 3, 4 RFLP hiszton H3 3 4,7, 4 Wués mtsai 1989
Hsp70Ms1 RFLP hosokk fehérje 70 1 2 Kondorosi E. *
IFR RFLP izoflavon reduktaz 1 5 Kondorosi E. *
ind morf. indigékék pigment 1 5 €z a dolgozat
LAP1, 2 izoenzim leucin aminopeptidaz 2 3,3 Kiss és mtsai 1993
LbMsl, {1, Hl RFLP, PCR leghemoglobin 3 5,1,5 Davidowitz és mtsai 1991

és Kiss és mtsai 1993
LRK12A, B RFLP lektin receptor kinaz 2 57 J. Cullimore *
LRK17A, B RFLP lektin receptor kinaz 2 7.1 J. Cullimore *
LRK22AB, C RFLP lektin receptor kindz 2 7.1 J. Cullimore *
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6. tablazat. (folyt.)

Lokuszok

Lokusz Marker tipus Gén termék/fenotipus szama LG Hivatkozéas
L34 RFLP prolin gazdag fehérje 1 3 Gyorgyey J. *
Med1,2 2D-PAGE 63-65 és 60 kD medikagin 2 1,7 Felfoldi K., nem k&zolt eredmény
MePPDC RFLP mevalonét pirofoszfat dekarboxitaz 1 1 Kondorosi E. *
MMK1, 2 RFLP mitogén aktivalt protein (MAP) kinaz 2 4,8 Jonak és mtsai 1993
MNR1 izoenzim menadion reduktaz 1 2 Kald és mtsai
MsK-1,2,3 RFLP szerinftreonin kinaz 3 1,4,7 Pdyés mtsai 1993
MsRab1 RFLP kis GTP-koto protein 1 2 Jonak és mtsai 1995
MsZnf RFLP Zn-finger protein 1 3 Kondorosi E. *
MtN1 RFLP nodulin 1 6 Gamas és mtsai 1998
MtN13 RFLP nodulin 1 8 Gamas és mtsai 1998
Mtst1 RFLP hex6z transzporter 1 4 Harrison 1996
Myo-f SSCP miozin B lanc 1 S Kondorosi E. *
NMs25 RFLP, PCR  késdi nodulin 1 3 Kiss és mtsai 1993
Nod1G RFLP nodulin 1 4 Dickstein és mtsai 1991
Nod6G RFLP nodulin 1 1 Dickstein és mtsai 1991
Nod14 RFLP nodulin 1 1 Dunn és mtsai 1988
Nod22A, B RFLP nodulin 2 2,4 Dunn és mtsai 1988
Nod32/34 RFLP nodulin 1 3 Dunn és mtsai 1988
PAL1, 2 RFLP fenilalanin amménia liaz 2 7.7 Gowri és mtsai 1991
pc morf. hivelytermés szine 1 3 ez a dolgozat
PEPC RFLP foszfoenolpiruvat karboxilaz 1 2 Kiss és mtsai 1993
PGDH RFLP 6-foszfoglukonat dehidrogenaz 1 7 Fahrendorf és mtsai 1995
PGI1 izoenzim foszfoglukéz izomeraz 1 6 Kalé és mtsai
pmr morf. lisztharmat rezisztencia 1 2 ez a dolgozat
PRX izoenzim peroxidaz 1 2 Kiss és mtsai 1993
ps morf. hiivelytermés alakja 1 1 ez a dolgozat
rDNA RFLP riboszémalis RNS (NOR) 1 6 Kalé és mtsai
RHF38 RFLP gy6kérszor faktor 1 2 Kondorosi A. *
Rip1 RFLP Rhizobium altal indukalt peroxidaz 1 S Cook és mtsai 1995
5S rDNA RFLP 5S riboszémalis RNS 1 4 Kal6 és mtsai
SAMSH1, 2 RFLP S-adenozilmetionin szintaz 1 8,2  KondorosiE. *
SHMT RFLP szerin hidroxi-metil transzferaz 1 5 Turner és mtsai 1992¢
SKDH1, 2 izoenzim sikimat dehidrogenaz 2 41 Kiss és mtsai 1993
st morf. ragadds levél fenotipus 1 6 Kiss és mtsai 1993
Tip1, 2 RFLP tonoplaszt fehérjetdasokk fehérje 80 1. 7,5 Kondorosi E. *
TMs1,2,3,6,7-8 RFLP retrotranszpozonszera szekvencia S 3,8, 6, 2,2 Kiss és mtsai 1993
TRS1,2 RFLP telomérszerQ szekvencia 2 1,7 Kiss és mtsai 1981
B-tubulin RFLP, PCR  B-tubulin 1 4 Kalb és mtsai
Ubcp RFLP ubiquitin hordozd protein 1 8 Pramanik és Bewley 1993
VR RFLP vesztiton reduktaz 1 7 Guo és Paiva 1995
Wip RFLP sebzés altal indukalt protein 1 2 Bogre L. *
xant morf. xantofill pigment 1 1 Kiss és mtsai 1993
12583 RFLP peptidil-prolil cisz-transz izomeraz 1 1 Domoney és mtsai 1991
60Sribp RFLP 60S ribosomal protein 1 3 Kondorosi E. *
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A térképezett ismert és ismeretlen funkcidju gének kozil szdimos nem csak egy
l6kuszban, hanem kettd, harom, esetleg négy lokuszban volt térképezhetd a diploid lucerna
genomjaban. A legujabb eredmények szerint a novényi genomokban sok fehérjét nem egy,
hanem t6bb gén is kddol (pl. riboszomalis fehérjék génjei; Cooke és mtsai 1997). Egy koédoloé
szekvenciaval végzett térképezés (RFLP) soran gyakran azonositottak t6bb 16kuszt a genomban,
a géncsaladok tagjait viszont csak az egyes génekre jellemz8, nem kodold szekvencidval lehetett
kimutatni. A diploid lucerndban a 279 térképezett RFLP és izoenzim markerb6l 86 (31%)
térképezddott egynél tobb helyre a genomban. 24 DNS marker (gén vagy ismert szekvencia;
CADS5, Calmod, CD32, CDC2, L27, L408, LRK12, LRK17, LRK22, MED, MMK, NOD22,
PAL, SAMS, TRS, U36, U40, U52, U68, U157, U328, U457, U515, U564) és harom izoenzim
marker (AAT, LAP, SKDH) térképezddott két 10kuszban, tiz gén (CD48, Chs, GdcH, HHS, GS,
EST, leghemoglobin, Msk, U522 és U745) pedig harom 16kuszban. Két cDNS klén (U584 és
U212) azonositott négy lokuszt a genomban, melyek érdekes médon egyenlc'itlen géneloszlast
mutattak. Az U584 cDNS klon altal azonositott markerek kéziil egy kodominans markerként
(U584B), a masik harom pedig dominans markerként 6roklédétt. Az US84C marker a Mcw?2
szul6bdl, mig az US84A és U584D markerek az Mqk93 szil6bdl orokiddtek. Az U212 klon
esetében két kodominans kiértékelésii markert (U212A és U212D), egy Mcw2 sziil6bdl
szarmazo (U212C) és egy Mqk93 sziil6bdl szarmazé (U212B) markert azonositottunk. Az ilyen
tipusi egyenlStien génoszlis j6 példa a két sziildi genom eltérd evolucids fejlédésére. A két
cDNS klén egy-egy géncsalad tagjait azonositja a lucernagenom tobb pontjan. Feltételezhetjiik,
hogy a géncsalad megfeleld tagjai ugyanabban a lokuszban helyezkedtek el az 6si diploid
lucerna névényben, majd a két diploid lucernaalfaj evolucids szétvalasa utan valdszinileg az
egyik alfajban az egyik allél athelyez6do6tt egy masik kromoszomara. Az U584 ¢cDNS marker
esetében a transzlokicion kiviil egy duplikaciés vagy egy delécios eseménynek is le kellett

jatszédnia az egyik alfajban, hogy létrej6jjon a megfigyelt megoszlds. A transzlokicio6
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val6szintileg nem érintett nagy DNS-régiot, mert egyik egyenl6tlen géneloszlast mutaté marker
kérnyezetében sem taliltunk hasonlé egyenlGtlen géneloszlast mutaté 16kuszt.

A Tetrahymena  thermophila  extrakromoszomalis  riboszomalis DNS-ének
telomerszekvenciajat (Kiss és mtsai 1981) hibridizaciés probaként hasznalva két telomerszeri
szekvencia helyzetét (TRS1 és TRS2) tudtuk azonositani a lucerna kapcsoltsdgi csoportjain
(LG1 és LG 7). Ezek egyike sem a kapcsoltsagi csoportok végein helyezkedett el, hanem a
kromoszoma kozbensd régidiban azonositott telomerszerlii szekvencidkat. Koézbensd
kromoszomalis régiokban, a centromerhez kozel elhelyezkedd telomerszekvencidk jelenlétét
mutattik ki paradicsomban a kézelmultban genetikai térképezéssel (Presting és mtsai 1996).

Két olyan nagykopiaszamu gén helyét is meghatiroztuk a genetikai térképen, melyeket
koridbban mar citologiailag lokalizaltak. Az egyik ilyen marker az eukariéta genomokban
tébbezres nagysagrendben, és tandem elrendez6désben (Vedel és Delseny 1987 és Dean és
Schmidt 1995) taldlhat6 riboszomalis RNS gének (rDNS) voltak, melyek a hatos kapcsoltsagi
csoportra (LG 6) térképezGdtek. A riboszomalis RNS-gének alkotjdk az eukariétikban a
" nukleolusz szervezd régiét (NOR), amit mar korabban citologiailag azonositottak a lucerna
nyolcas kromoszémajan (McCoy és Bingham 1988; Bauchan és Campbell 1994; Falistocco és
mtsai 1995). A térképezési adat alapjan az altalunk azonositott hatos kapcsoltsagi csoport (LG
6) megfeleltethetS a lucerna nyolcas kromoszomajanak. A négyes kapcsoltsagi csoportra (LG 4)
térképezGdtek a B-tubulin gének, amely igy az in situ hibridizacids kisérletek alapjan megfelel a
lucerna egy kis metacentrikus vagy szubmetacentrikus kromoszomajanak (Schaff és mtsai
1990).

A genetikai térképezés alapjan kiderilt, hogy néhany, feltehet6en hasonlé funkcidval
rendelkez6 gén egymashoz kozel, csoportosan helyezkedik el a lucerna kapcsoltsagi csoportjain.
Korabbi térképezési adataink alapjan (Kiss és mtsai 1993, Csanadi és mtsai 1994) a lucerna
ENODI12A és B génje a harmas kapcsoltsagi csoport (LG 3) als6 részén helyezkedik el, a két

gén kozott nem talaltunk rekombindciét a térképezd populacid egyedeiben. A szegregald
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populacidban azonban azonositottunk olyan egyedeket, melyek nem tartalmaztik sem
ENODI12A, sem a B gént, és igy az ENOD12 géneket dominans markerként tudtuk térképezni
(Csanadi és mtsai 1994). Az ENOD12 génhez hasonldan prolingazdag fehérjét kédolé ENOD10
(Lobler és mtsai 1993) és L34 (Gyorgyey Janos hozzédjarulasival) gének az ENODI12 génhez
kozel térképezidtek, kozottiik rekombinaciot nem tudtunk kimutatni. Az ENOD10 és L34 gének
hibridizdciés mintizata egymastol kiilonbozott, tehat biztosan nem ugyanazokat a lékuszokat
azonositottak a lucerna genomban. Az ENOD12 szekvenciat nem tartalmazé novényekben
viszont a hibridizaciés kisérletek szerint mind az ENOD10, mind a L34 szekvencia jelen volt.
Mivel a gének kozott rekombindciét nem tudtunk kimutatni, ezért ezek feltételezhetéien
egymashoz koézel helyezkednek el, de az ENODI12 gén hidnyat okozé deléciés esemény az
ENODI10 és L34 génekeket nem érintette.

A szimbiotikus nitrogénkotés korai szakaszaban kifejez6dé két gén, az ENODS és az
ENOD?2 (Dickstein és mtsai 1988 és 1993) is rekombinécio nélkiil térképez8dott egymas melié
az LG 1l-en. A szimbiotikus nitrogénkotésben résztvev gének ehhez hasonlé csoportosuldsat
mar megfigyelték a borsé6 genomban (Weeden és mtsai 1990, Kozik és mtsai 1996). A J.
Cullimore altal rendelkezésiinkre bocsatott LRK12, LRK17 és LRK22 klénok segitségével
azonositott lektin receptor kinazgének szintén csoportokba rendezédve talalhatok az LG7-en és
LG l-en.

A szegregald populaci6é egyedeinek 6nmegtermékenyitésébdl szarmazo hivelytermések
(csigak) alakjat és szinét kiértékelve meghataroztuk az ezen tulajdonsagok kialakitasaért felelSs
gének térképhelyzetét. Ahogyan az irodalmi attekintés 2.1.1. fejezetében emlitettem, a
Jfalcatalquasifalcata alfajra az egyenes, a coerulea alfajra pedig a sarl6 alaku hiivelytermésforma
a jellemz8. A térképezé populicio egyedeinél is megfigyeltink egyértelmiien egyenes (anyai
homozigéta), vagy kiilonboz6 mértékben goérbiilt és félhold alaku (heterozigdta vagy apai
homozigéta allapot) hiivelyterméseket (5. abra). Az egyenes csigaalak tehat recessziv

monogénes Oroklédési volt, és az ezt a tulajdonsagot meghataroz6 l0kuszt (ps) az egyes
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kapcsoltsagi csoportra (LG 1) tudtuk térképezni. A hiivelytermések szinében 1év6 kiilonbségek
(5. abra) (az anyai homozigdtak termése sargas, vildgosbarna szind volt) alapjan a harmadik
kapcsoltsagi csoporton (LG 3) azonositottuk a csigak vilagos szinét meghatarozoé lokuszt (pc),

monogénes recessziv modon 6rk616dS tulajdonsagként.
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5. 4bra. A sziil8i egyedek és a szegregild populicié néhany tagjanak oOnmegtermékenyitésébSl szirmazo
hiivelytermései (csigai).

A csigik alakjat és szinét meghatarozd 16kuszok egygénesen oroklddtek. Az egyenes csiga anyai homozigéta (pl.
D6, D12), a kiilénbéz8 mértékben gorbiilt és félhold alak csiga pedig a heterozigdta vagy apai homozigéta
genotipus kdvetkezménye (pl. D16, D31, D114). A hiivelytermés szinét meghatarozé l6kusz anyai homozigéta
allapota esetén a csiga vildgos szin(i (bal oldali oszlop), heterozigéta vagy apai homozigéta-allapot esetén pedig

s6tétbarna szind (jobb oldali oszlop).
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A térképez8 populicié egyedeinek lisztharmat-érzékenységét Dr. Nagy Béla, a GATE
Kompolti Mez8gazdasigi Kutatdintézetének tudomanyos fOmunkatirsa hatdrozta meg. Az
egyedek egy része rezisztens volt a lisztharmat (Erysiphe graminis) gombafert6zéssel szemben,
¢s a rezisztens és szenzitiv novények meghatirozasa utan a térképezés azt a meglepS eredményt
szolgaltatta, hogy a lucerna lisztharmattal szembeni rezisztenciajaért felelds genetikai lokusz a
masodik kromoszoma aljan helyezkedik el, a L295 cDNS koézelében (pmr lokusz). A
rezisztencia recessziv modon 6rokl6dott, ami azt jelentette, hogy az anyai homozigota és
heterozigota egyedek érzékenyek voltak a gombafertGzésre, csak az apai homozigota egyedek
voltak rezisztensek a lisztharmattal szemben. A rezisztencia recessziv médon torténd éroklodése
kilonosnek tint, de az irodalomban mar ismertek voltak olyan eredmények, melyek szintén
recessziven 6rokl6dé rezisztenciardl szamoltak be. A novényi patogén gombakat ugyanis két f6
csoportba lehet osztani életstratégidjuk alapjan (Pryor 1987). A biotrdf tipusuak (1) a fert6zott
novényi sejtet életben hagyjak, annak csak az anyagcseréjét zavarjak meg gy, hogy az a
patogén gomba noévekedésének ¢és szaporodasanak kedvezzen. A pafogén - gazdandvény
kolcsonhatds az ilyen tipust fert6zéseknél egy finoman kiegyensulyozott folyamat, és igy a
rezisztencia is két, egymast kiegészit6 géntermék specifikus kapcsolatdn alapul. A folyamat
soran a névény rezisztenciajaért felel6s gén altal termelt termék felimeri a patogén korokozo un.
»avirulens” génje altal kozvetleniil vagy kozvetetten termelt ligandot (gén - gén kolcsonhatas;
Pryor 1987 és Staskawicz és mtsai 1995), amelynek kovetkeztében védekezési reakcidk sorozata
indukalédik a novényben. A biotrof tipusii kolcsonhatasok esetében megfigyelhetd rezisztencia
altalaban dominansan 6rokl6dd tulajdonsag. A nekrotrof tipusa (2) fertdzés esetén a kérokozo
gomba toxinjaival elpusztitja, majd metabolizalja a fert6zott névényi sejtet. A névény gomba
elleni rezisztencidja ezekben az esetekben a korokozo tdmadasi pontjanak megvaltozasdval vagy
elvesztésével valdésul meg, azaz a rezisztencia genetikailag egy recessziven o6rokl6ds
tulajdonsagként jelenik meg. A nekrotr6f gombaék éltaldban a novények széles skalajat képesek

fert6zni, és a kialakult rezisztencia az esetek nagy részében sokféle patogén gomba ellen nyijt
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védelmet. Recessziven 6rokl8d8 nekrotrof tipusii gombafertdzés elleni rezisztencidt irtak mar le
Arabidopsisban (Dietrich és mtsai 1994), valamint lisztharmatfert6zéssel szembeni, szintén
recessziven 6rokl6dS rezisztenciat kozoéltek arpaval végzett kisérleteket kovetéen (Hinze és
mtsai 1991, Jorgensen 1992, Schonfeld és mtsai 1996). Ezek koézill az egyik esetben
térképezésen alapuld génizolilissal mér azonositottak is a rezisztenciaért felel6s gént (Biischges
és mtsai 1997). A gén szekvencidja alapjan nagyfoki hasonlosagot talaltak egyéb rizs és
Arabidopsis fajokbol azonositott EST (expressed sequenced tags) klénokhoz, a levezetett
aminosavszekvencia azonban semmilyen eddig ismert fehérjéhez sem mutatott szembeszokd
homol6giat. A feltételezett fehérjében megfigyelt hat hidrofob tulajdonsagu szakasz alapjan

azonban valésziniileg egy, a sejtmembranban elhelyezkedd fehérjérdl van szo.

6.6. A torzult szegregacios arany okainak vizsgalata

A markerek kapcsoltsagi viszonyainak meghatarozasanal jo néhiny marker esetében
lényeges zavar6 tényezd volt a genotipusok jelent6§ eltérése a mendeli szegregéciés aranyoktol.
Elméletileg a genotipusoknak 1:2:1 aranyban kellett volna szegregalniuk kodominans, és 3:1
ardnyban dominans markerek esetében. Az 1. téblé;atban j61 megfigyelhets, hogy a 121
vazmarker jelents részénél (63%) a genotipusok aranya szignifikansan eltért az elméletileg vart
szegregalasi aranytol. A kapcsoltsigi csoportok mentén haladva a torzult és a normalis
szegregacios eloszlasu markereket tartalmazo6 régiok kozott az atmenet fokozatos volt, ami a 6.
abran a genotipusok ardnyanak szinekkel torténé abrazolasnal is jol megfigyelhets. Az esetek
nagy részében a homozigéta genotipusok voltak ,alul képviselve”, az 1:2:1 arany a heterozigota
genotipusok nagyobb ardnya felé tolédott el. Ez a jelenség jellegzetes tulajdonsaga az olyan
idegenbeporz6 novényeknek, mint amilyen a lucerna is. A heterozigéta géndsszeallitds

(konfiguracid) az életképesség szempontjabol sokkal el6nydsebb, mint a homozigota.

94



Lo 6. abra Los

AAT2 ussA
LbMsli Uss4s
u237 F30H
uso CyclliMs
wis1 u224
urre cG13
ces ENOD40
ces v202
ce1 ALD
Us02 uzo
Med1 Gsc
ENOD2 LbMs!
oaQsB u151
L1234 uze
NOD14 CcGo
L391 CalmodA
CADSA
L56 LG6
chi
wa2sa
LG2 ov16E
uss
u2120 Gsa
EST3 ow13s
APBbI2 OAD16A
ur3 uss3
ussA OF20A
PRX u3s28A
L591 U1284
w170 L27A
uto7 u1208
u212a uss
u30s u784A
L408BD
NOD22A Le7
PEPC
uses uszs
ces u23s
U189A Ls500
cADsB )
L29s U291
us2
LG3 u2ss
Us15A
L313
uzs
LAP2
ce11
OD3EF
uss7
esb
ORSIK
NMs25
LAF1

LG4 L580

NOD228 CG19
L408AC ussa
p-tubulin L482
NOD1G 281
ud4ss u11s
U131 0G8A
W1S7A us3s
L23 Us158
OA17A UssA
SKDH1

us4

0Q38C

Ud0A

usess

L e

21

5

Nel



6. 4bra. A nyolc kapcsoltsagi csoport vazmarkereinek genotipusardnya. Az egyes genotipusokat szinekkel
kédoltuk, a sirga az anyai homozigéta, z6ld a heterozigéta, az ibolya szin pedig az apai homozigéta egyedek
szamit jeldli. Az ibra aljan a kodominins kiértékelési markerek esetén virt elméleti 1:2:1 szegregicios aranyt
tiintettiik fel.

Néhany esetben a két homozigdta genotipusosztaly 1:1 aranya is eltolédott valamelyik
genotipus irdanyaba, mint ahogy a LG 2, LG 4 és LG 5 markereinél ez jol megfigyelhet6 (1.
tiblazat és 6. abra). Ez azt jelzi, hogy az adott régioban valamely gén(ek) homozigéta
allapotanak kovetkezményeként az egyik gaméta életképessége csokkent. Egy esetben sem
tapasztaltuk a kodominans markerek esetében valamelyik homozigdta genotipus teljes hidnyat,
ami egy letalis 10kusz jelenlétére utalt volna. A diploid lucerna szintérképének vizsgalata soran
felfigyeltink azonban egy olyan, az L408BD RFLP marker és OAF6C RAPD marker kozotti
régiora a kettes kapcsoltsigi csoporton (LG 2), amelyen nem halad keresztil anyai (Mqk93)
homozigdta kromoszomalis szakasz (7. abra). Egy letalis 10kusz jelenlétét feltételezhetjiik a két
marker k6z6tt, amit azonban csak egy olyan marker térképezésével tudnank bizonyitani, amely
az L408BD RFLP és OAF6C RAPD markerek kozé térképezGdme, és egyetlenegy anyai
homozigéta genotipust sem taldlnidnk erre a markerre. Erre a jelenségre a hagyomanyos
genetikai térképezés esetében nem figyeltink volna 'fel, a szintérkép viszont lehetdséget

biztositott a genetikai térkép ilyen jellegii boncolgatasara is.

7. 4bra. Egy feltételezett letalis lokusz térképezése a szintérkép segitségével.

A szintérképen a LG 2 kapcsoltsagi csoport vizmarkereinek a térképezd populicié 137 novényére meghatirozott
genotipusait tintettik fel szinekkel kddolva. A sérga, a z61d és ibolya szinek az anyai homozigbta, heterozigota és
apai homozigdta genotipusokat, a vilidgoszdld a nem apai homozigdta, az acélsziirke szin pedig a nem anyai
homozigéta genotipusokat jeldli. A szintérkép tetején a szegregdlé populacié egyedeinek sorszama lathat6, a

jobboldali nyil a feltételezett letalis 16kusz helyét jeloli a L408BD RFLP és OAF6C RAPD markerek kozott.
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A torzult szegregicié oka pontosan nem ismert, de feltételezééek szerint a ndvény
egyedfejl6dése soran hat6 kiilénboz8, az életképességet befolyasolé géntermékek, illetve azok
kolcsonhatasai okozhatjak (Gebhardt és mtsai 1991, Bentolila és mtsai 1992, Pillen és mtsai
1993, Cloutier és mtsai 1995). Annak kideritésére, hogy a megfigyelt torzult szegregéacié a nem
elégséges szama mintavétel kovetkezménye-e, megnoveltikk az F, populaciét tovabbi kifejlett,
egészséges egyedekkel. Ezeknél a novényeknél megvizsgaltuk o6t olyan kodominans
kiértékelésii RAPD marker genotipusainak szegregacios aranyat (7. tablazat), melyek az eredeti
137 novényt tartalmazé térképezd populacié esetében a legtorzultabb szegregéacids aranyt
mutattak. Azt tapasztaltuk, hogy a torzult szegregaciés arany megmaradt (GSa és OQ3M
markerek), vagy pedig még kifejezettebbé valt (OW13B, OADI16A és OF20A markerek). A
jelenség taldn azzal magyarizhaté, hogy bar a megnévelt egyedszami populacié felnevelése
soran igyekeztiink hasonlé kornyezeti feltételeket biztositani, mint az eredeti populicié
létrehozasakor, azonban néhany iiveghazi korilmény esetleg erésebb szelekciot fejthetett ki a
homozigota genotipusokra, mint el6zGleg. Mindenesetre az adatokbdl valdszintinek latszott,
bogy nem az elégtelen méretli szegregald populacié az oka a markereknél tapasztalt torzult
szegregacids aranynak.

Annak eldontésére, hogy a névény egyedfejiédésének mely szakaszaiban kovetkezik be
a homozigéta genotipusi egyedek szelekcidja, tovabbi F, egyedeket vizsgaltunk kilonb6zo
fejlettségi allapotban (7. tablazat). Az eredeti és a megnovelt egyedszéml’; térképezd populaciod
eldallitasanal is azt tapasztaltuk, hogy a magok kb. 10%-a nem csirazott, valamint a kicsirazott
magvak harmadabol fejlédésnek indult novények fejlédése hamarosan megallt, és kifejlédésiik
eldtt elpusztultak. Logikusnak tiint a felvetés, hogy esetleg e kipusztult, vagy névekedésnek sem
indult novények kozott kell keresni a hianyzé genotipusii egyedeket. Ezért megvizsgéltuk
néhany marker szegregiciés aranyat 57 olyan ndvény esetében, melyek abnormailis
novekedésiiek voltak a csirdzast kdvetben, és igy valdsziniileg hamar kipusztultak volna. Azt

tapasztaltuk, hogy egy marker (OF20A) kivételével a heterozigotdk aranya csokkent a 209
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tovabbi egyedet tartalmazé populaciohoz képest, de az eredeti populacié arinyainil az OQ3M
marker kivételével nagyobb volt a tapasztalt szegregacios arany.

A GSa marker genotipusainak szegregacidjat megvizsgaltuk 44 mag 6ssz-DNS-én (7.
tablazat) annak eldontésére, hogy az érett mag allapotban milyen a bekdvetkezett szelekcid. Itt is
a heterozigbta genotipusok ardnyanak csokkenését tapasztaltuk, de a genotipusok arinya még
mindig nem érte el az elméleti 1:2:1 aranyt. A fenti eredménybdl tehat kideriilt, hogy a GSa

marker kérnyezetében a homozigéta genotipusi egyedek csokkent szama mar magéllapotban

megtortént.

Fredeti térképez3 popul4cié  Tovabbi 209 F, ndvény 57 abnormlis névekedésii 44 F, mag DNS
Marker LG csiranovény

aa; aa; A8 a8, a2, A2 a8; aza; A a,a; Aaa; aa

GSa LG6 1.00 2017 167 100 2000 3.00 ov* 100 9.00 1.00

OWI3B LG6 100 2050 133 100 3860 220 100 2650 100 ov*
OADI6ALG6 1.00 4333 133 100 10150 2.00 - 5600 1.00 nv*
OF20A LG6 1.00 1322 100 138 2375 100 1.00 53.00 3.00 nv*
OQ3M LG7 1.00 2460 180 163 2350 1.00 120 940 1.00 nv*

* nv =nem vizsgaltuk

7. thblazat. Ot kodominins RAPD marker genotipusainak szegregicids aranya a kiterjesztett térképezd populacio

kilonboz6 fejlettségi dllapota ndvényeinél. A genotipusok a 1. tablazat genotipus-jelzéseivel azonosak.

Az eredményekbdl nem kaptunk egyértelmii valaszt arra, hogy pontosan melyik fejlédési
1épésben kovetkezik be a homozigéta genotipusii egyedek szelekcidja. Annyi megallapithat6
volt, hogy az els6dleges szelekci6 méar a magfejlédés el6tt békévetkezett (pl. a
megtermékenyités vagy a zigdta differencidloddsa alatt), hiszen a magok genotipusanak
meghatirozasa sem adott olyan torzuldsmentes novényi anyagot. Az egyedfejlédés késdbbi

fazisaiban minden bizonnyal a szegregicids arany tovabb torzult az adott régioban. Részben a
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korai fejlédési fazisban lezajlé szelekciét timasztja ald az a tény is, hogy az F, hibrid-
novényeknél végzett onmegtermékenyités hatékonysaga tapasztalataink szerint 10 %-nal kisebb
volt (ez részben lehet inkompatibilitas kovetkezménye is).

Egy adott régiéban bekovetkez6 szegregacios ardny torzuldsa valdsziniileg tobb, esetleg
a genom kiilonb6z8 pontjairél (azaz nemcsak a kérdéses lokuszrdl) keletkezd géntermékek
egyiittes kolcsonhatdsanak is lehet az eredménye. Kizarélag egy 16kuszhoz nem kothetd a torzult
szegregacios arany megjelenése, hiszen egy vizsgalt régioban mindig talaltunk homozigota
genotipusu egyede(ke)t. A szelekcié idSpontja markerenként (régionként) is eltérd lehet, és a
kil6nb6z6 szelekcios események is egymasra rakodhatnak. A genotipusok szegregicios
aranyanak torzulasat okozo tényezGk feltarasa ezért nehézségekbe iitkozik, és a fent emlitett
lehetdségek talan magyarazatul szolgalhatnak arra, hogy a jelenség okaira ilyen egyszeri
kisérletekben miért nem kaptunk egyértelmii vilaszt. Altalanossigban annyi kijelenthets, hogy a
idegenbeporz6 ndvény. Az evolicié folyaman a heterozigota géndsszeillitasi egyedek
szelekcids elényt élveztek a viszonylag tobb homozigéta genotipusu régiot hordozé egyedekkel
szemben. Az Onbeporzasbdl szarmazoé egyedek tehdt nem képviselik a lehetséges teljes
utédgeneraciot, mivel a megfelel életképességhez nélkiilozhetetlen régidkban a heterozigoéta
génoszeadllitasa egyedek életképessége messze feliilmilja a homozigotakét.

Tobb nem kapcsolt, jelentds szegregacids torzulast mutaté vazmarker kontingencia-
tablazatabol probaltuk megbecsilni azt a feltételezett kiindulasi populdcioméretet, amely a
novények kilonbozd fejlédési fazisaiban hato szelekciods tényezGk hatasara végiil is a szegregalo
populiacié méretére (137 egyed) csokkent. Ha feltételezziik, hogy a heterozigéta genotipusu
egyedek szdma a vizsgélt markereknél nem csokkent a populacié felnevelése soran, hanem a
szelekcid csak valamelyik markerre homozigdta genotipusi egyedek szamét csokkentette (azaz
csak ezek hianyoztak a kontigencia tablazatbol), akkor a mindkét markerre heterozigota

genotipusok szamabol megbecsiilhetd az elméleti kiindulasi egyedek minimalis szdma. Ezen
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okfejtés szerint az U62 és az OADI16A vazmarkerekre heterozigéta genotipusu egyedek
szamabdl az elméleti populdcié méretét egy minimum 500 novényt tartalmazo populaciora
tudtuk becsiilni. Ez természetesen csak egy minimalis méret, mert feltételezhetSen nem az
Osszes, mindkét markerre heterozigéta egyed maradt életben, és lett tagja a szegregald

populaciénak.

6.7. Diploid lucerna genetikai térképek osszehasonlitiasa

Csoportunkon kiviil még két masik kutatdcsoport foglalkozott a diploid lucerna genetikai
térképének elkészitésével, G. Kochert (Brummer és mtsai 1993), valamint T. Osborn és T.
McCoy laboratériumaban (Echt és mtsai 1994). Mindkét kutatocsoporttdl kaptunk olyan lucerna
cDNS, illetve genomi DNS-klénokat, melyek térképhelyét sajat szegregalé populacidikon
meghataroztik. Mindkét térképez8 populicié elBallitisihoz a termesztett lucerna diploid
véltozatanak (CADL; cultivated alfalfa at the diploid level) egyedeit hasznaltdk, az egyik
esetben F, (Brummer és mtsai 1993), a masik esetben pedig visszakeresztett populacién (Echt és
mtsai 1994) végezték a térképezést.

Az F, populacién 108 cDNS marker helyét allapitottak meg Brummer és mtsai (1993),
melyeket tiz kapcsoltsagi csoportba rendeztek. A 108 cDNS marker koziil 69-nek mi is
meghataroztuk a térképhelyét, igy ez lehetdséget adott a két genetikai térkép kapcsoltsigi
csoportjainak Osszehasonlitasira. Az altaluk felallitott kapcsoltsagi csoportok mindegyike, egy
kivételével, jorészt megfeleltethetd volt a mi kapcsoltsagi csoportjainkkal (8/a. abra). Az altaluk
4-esnek nevezett kapcsoltsagi csoport also régidja a mi eredményeink szerint a mi hetes
kapcsoltsagi csoportunk (LG 7) egy része. Hasonloképp, a Brummer-féle térkép 4-es
kapcsoltsagi csoportjan talalhaté X540 marker a mi genetikai térképilink esetében a LG S-ra
térképez6dott, mig a Brummer-féle térkép 6-os kapcsoltsagi csoportjan talalhato X237 és X457,

valamint a 7-esen 1év6 X080 markerek a mi egyes kapcsoltsagi csoportunkra (LG 1) keriilt.
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Ezeken az eseteken kiviil a markerek a megfelel§ kapcsoltsdgi csoportba térképezédtek, bar
néhany esetben (pl. LG 3 - 2) sorrendjik nem egyezett meg. A két genetikai térkép kozotti
eltérések oka nem ismert. A genotipus adatainak ismeretében talan tobbet tudnank arrél, hogy az
eltérések genetikai atrendez6désekkel, vagy esetleg mas okokkal (rossz genotipus meghatérozas,
téves adatbevitel, torzult szegregicid) magyarazhatok-e. Genotipus adataink meghatirozasat
tobbszor is ellendriztiik, és a genetikai analizisek kétféle modszerrel (specidlis ML-egyenletek
és szintérképezés) is ugyanazt az eredményt szolgaltattak, igy az altalunk hasznalt térképez6
populicié esetén a meghatirozott markersorrendet helyesnek tartjuk. A Brummer-féle térkép
kozlése még a térképezési folyamat egy kezdeti szakaszaban tortént, informacidink szerint azéta
térképiiknek Gjabb valtozata nem jelent meg. Az eltérés magyarazhaté azzal is, hogy az adott
cDNS-prébaval (pl. X540) a térképezés soran egy géncsalad kiilonbozd tagjait azonositottuk
(paraldg l0kuszok) a két genetikai térképen.

A visszakeresztezett populacié egyedeinek szegregacids adatai alapjan késziilt lucerna
genetikai térkép (Echt és mtsai 1994) nagyrészt genomi DNS-kloénokkal azonositott markereket
tartalmazott. Az altaluk betérképezett, és a mi kapcsoltsagi csoportjainkon talalhaté tizennégy
azonos marker segitségével a két genetikai térkép nyolc-nyolc kapcsoltsagi csoportjait meg

tudtuk feleltetni egymasnak (8/b. abra).

8. abra. Diploid lucemna genetikai térképek dsszehasonlitisa.

a. Az altalunk és Brummer és mtsai (1993) altal elkészitett lucerna genetikai térképek kozds markereinek
térképhelyzete. Az lres fehér oszlopok az altalunk elkészitett kapcsoltsagi csoportokat abrazoljak (LG 1 - LG 8), a
ferde csikozasi oszlopok pedig az amerikai kutatdécsoport altal meghatarozott kapesoltsagi csoportokat (1 - 10)
abrazoljak (Brummer és mtsai 1993). Nyillal jeleztiik a 4-es kapcsoltsagi csoport azon részletét, amely elvalt a
amelyek nem a megfeleld kapcsoltsagi csoportokban helyezkednek el, téglalapban tintettik fel.

b. Az altalunk és Echt és mtsai (1994) altal elkészitett lucerna genetikai térképek kapcsoltsigi csoportjainak

Osszehasonlitisa. A kapcsoltsagi csoportok jeldlése hasonld az a. dbrdhoz.
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6.8. A lucerna és a borsé6 genetikai térképének osszehasonlitisa

Tobb rokon novényfaj esetében mutattak mar ki azonos markersorrendii kapcsoltsagi
csoport-részleteket, melyek a genomok osszehasonlitisdra adnak lehetséget (Tanksley és mtsai
1992). Rendelkezésiinkre allt egy részletes, szamos ismert funkciéval rendelkezd geént
tartalmazo genetikai térkép, amelynek segitségével megprobalkozhattunk azzal, hogy egy masik
pillang6sviragi novény, a borsé (Pisum sativum) genetikai térképével is Osszehasonlitsuk. A
bors6 genetikailag j6l jellemzett novény, t6bb kapcsoltsagi térkép is késziilt mar morfologiai,
izoenzim és kiilénb6z8 DNS-alapti molekularis markerek felhasznalasaval (Weeden és Marx
1984 és 1987; Ellis és mtsai 1992 és 1993; Weeden és mtsai 1996; Gilpin és mtsai 1997). A
borsé haploid kromoszémaszama hét, és az ezeknek megfelelé kapcsoltsagi csoportok kéziil
négynek kisebb-nagyobb régidja a betérképezett molekularis markerek alapjan megfeleltethet6
kapcsoltsagi térkép alapjan készitettiik az Gsszehasonlitast, melyek Weeden és mtsai (1996) és
Ellis és mtsai (1992 és 1993) munkai, valamint T. H. N. Ellis személyes kozlése alapjan
késziiltek. Csoportunkban a lucerna kapcsoltsagi csoportjaira térképez8d6 j6 néhany cDNS-kl6n
szekvenciajat meghataroztuk, amelybdl kiderilt, hogy az U328, U522 és U564 markerek
valdszintileg a ribul6z 1,5-bi-foszfat karboxilaz (Rubisco) gének (RbcS) helyét, az U63, U482 és
U784 markerek pedig a klorofill a/b-kot6 fehérjét kodold gének (Cab) helyét jelolik a térképen
(Dr. Kiss Gyorgy személyes kozlés). Ezen gének térképhelyét szintén felbasznaltuk a
térképosszehasonlitas soran. A lucerna LG 6 és borsé VII kapcsoltsagi csoportok parhuzamba
allitasa (9/c. abra) a kevés marker és a nem teljesen megegyez6 markersorrend miatt tovabbi
markerek térképezésével még megerSsitésre szorul. A tobbi kapcsoltsagi csoport, és az eddig
még nem azonositott régidk sorrendjének Osszehasonlitasa folyamatban ;/an, mely utan a két
genetikai térkép RFLP markerei kolcs6nosen segitséget jelenthetnek tovabbi génizolalasi és a

molekularis markereken alapulé nemesitési kisérletekben.
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Csoportunk résztvev8je annak a tobb eurépai kutatocsoportot magaban foglald
egyuttmiikédésnek (EUDICOTMAP), amelynek célja tobb kétszikii ndvényfaj, igy az
Arabidopsis thaliana, a Brassica napus, a paradicsom, a burgonya, a napraforgé, a cukorrépa, a
borsé és a lucerna genetikai térképeinek Osszehasonlitdsa. A tervek szerint a genetikai térképek
Osszehasonlitisa a mar betérképezett azonos funkciéju gének térképhelyének Osszevetésével,
valamint Arabidopsis thaliana ndévényb6l szirmazé EST (expressed sequence tag) klonok
térképezésével torténik majd. A lucerna és a borsé kozott elkésziilt dsszehasonlitas jo kiindulasi

alapot szolgaltat a munka folytatasara.

9/a., b. és c. abra. A lucema (Medicago sativa) és a borsd (Pisum sativum) kapcsoltsagi csoportjainak
osszehasonlitasa.

Az iires oszlopok a lucerna kapcsoltsigi csoportjait dbrazoljak, a fekete oszlopok pedig a borsé kétféle szegregald
populacié analizise alapjan készitett kapcsoltsagi csoportjait mutatjdk. Ahol két borsdé kapcsoltsagi csoportot
abrazoltunk, ott a bal oldali bors6 kapcsoltsagi csoportok (LG II és IA, LGIII, LG IB és LG V) Weeden és mtsai
(1996) altal készitett térkép felhasznalasival, a jobb oldali borsé kapcsoltsagi csoportok (LG I LG II, LG I, LG V
és LG VII) pedig Ellis és mtsai (1992 és 1993) munkai, valamint T. H. N. Ellis személyes kozlése alapjan
késziiltek. Faggsleges vonallal a kapcsoltsigi csoport azon részletét jeleztilk, amely mentén a kérdéses marker
elhelyezkedhet.
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6.9. A fix1 (in;) mutans gént tartalmazé régié finomtérképezése

A fix1 mutans gén izolalasanak elkezdéséhez a mutacio6 térképhelyének minél pontosabb
meghatirozasara, és a mutacidhoz minél kozelebbi markerek azonositasara van sziikség, hogy a
,kromoszomasétit’ a mutins génhez lehet8 legkozelebb es6 molekularis markert6l kezdhessiik
el. A fix] mutins gént tartalmazd szegregalé populacié (3.3. fejezet) egyedei a muticié
betérképezése Gta kipusztultak, ezért egy ujabb szegregilé populaciét (in. ,Fix” populaciot)
hoztunk létre az ineffektiv Fix1 novény és a vad tipusi Medicago sativa ssp; quasifalcata k93
novény keresztezéséb8l szarmazd F,, novény tovabbi onbeporzasiaval. Az oOnbeporzasbol
szarmazo6 214 magbdl 180 csirazott ki, melyekbdl 88 maradt gy életben, hogy cserépbe tudtuk

iiltetni 6ket. Fenotipusos kiértékelés alapjan tiz novény volt gyenge ndvekedési és sargaszold
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levelii, azaz nagy valdszinlséggel szimbiotikus nitrogénkdtésben ineffektiv fenotipusu. Ezek a
ndvények feltételezésiink szerint homozigétik voltak a fix]l génre nézve. Meghatiroztuk az uj
szegregilé populicié egyedeinek genotipusat az U69, L83 és OE7XH RFLP markerekre nézve,
melyek az el6z8 kisérletek alapjan kozrefogtik, illetve kozel térképezOdtek az ineffektiv
muticidhoz. A tiz ineffektiv fenotipusinak gondolt novénybdl kilenc mind a harom RFLP
markerre nézve apai (Fix] novény) homozigéta genotipusu volt, a tizedik névény az U69
markerre nézve heterozigota, a L83 és OE7XH markerre nézve pedig apai homozigéta
genotipusu volt. Ezen adatok alapjan tehat a fix1 (ing) mutins gén az U69 markertdl lejjebb, az
Msk-3 és L83, OE7XH markerek kozelébe térképez6dik (10. ébré). A meghatarozott
genotipusok alapjan kivilasztottunk 6t-6t novényt, melyek apai, illetve anyai homozigdtik
voltak az U69 és L83 RFLP markerekre nézve, és igy nagy valdsziniséggel a koztik 1évo
kromoszomalis régidban is. Az 6t-0t novény Ossz DNS-ét elegyitettik, és ezt a keveréket
hasznaltuk DNS-templatként polimeraz lancreakciokban kiillonboz6, tiz nukleotid hosszusagu
primerek tesztelésére (Bulked Segregant Analysis; Michelmore és mtsai 1991). Ezzel a
modszerrel eddig 240 primert vizsgaltunk at, és az ezek altal készitett RAPD-fragmentek koziil
tizenharom (6t kodominans) térképezddott a vizsgalt régioba (10. abra). Ezeken kivill az
alaptérkép ezen régiojaba térképezett markerek helyzetét (Msk-3, OX17D, PALI1, Tipl) is
meghataroztuk a ,Fix" populacion, és az igy kapott markersorrendet a 10. abran tintettiik fel. Az
1 cM-ra es6 atlagos genomméretet figyelembe véve a mutdciot szenvedett gén egy 4600-6600
kb nagysdgi régioban helyezkedik el. Mivel ez egy igen nagy régio, ezért a folosleges
génsebészeti kisérletek csokkentése érdekében a jovSben tovabbi tiz nukleotid hosszusigu
primerek tesztelését tervezziikk még tobb, a fix] mutins gén kornyezetébe térképez6dé RAPD
marker azonositasahoz. A régioba térképez6dé molekularis markerek szamanak ndvelése mellett
rekombinacidkat kell keresniink a vizsgalt szakaszon, hogy a markerek sorrendjét meg tudjuk
allapitani. Ezért Gjabb, tobb szaz szegregalo egyed elballitasat tervezziik az F,,5, ndvény tovabbi

onbeporzasaval. Az Gjabb populacio egyedei kozill egy ,als6” (pl. L83) és egy ,fels6” (pl. U69)
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marker genotipusdnak meghatirozasival kivalasztjuk az érdekes, a régioban feltételezhetSen
rekombinaciét mutaté egyedeket, és csak ezekkel végezziik el a n6vényi teszteket a fixl (ing)
mutins gén helyzetének pontosabb megallapitisdhoz. Ezeket az egyedeket hasznaljuk az
ujonnan térképezett markerek sorrendjének meghatarozasahoz is. Ezzel a megkozelitéssel
konnyebb az elvégzendé munka, mert nem kell sok szdz F, egyedet hosszan tarté névényi

tesztben megvizsgalnunk.
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10. abra. A fix]l (in;) mutans gént hordozd populacidé (,Fix” populicid) és az alap térképezd populacié alapjan
Az ineffektiv fenotipusért felelds gént tartalmazd populacié alapjan késziilt genetikai térképrészletet A-val, az alap
térképez8 populicid alapjan készilt térképrészletet pedig B-vel jeldltik (1d. még 4/g. abra). Fliggdleges vonallal
Jjeloltik azt a régidt, amelyhez a vonal meliett jelzett markerek teljes kapcsoltsigot mutattak. A fix] (ing) mutans
gén lehetséges elhelyezkedését szintén egy fuggdleges vonallal jeldltiik. A markerek kozotti rekombinacids
gyakorisagokat a zigotikus szelekciora kidolgozott specidlis ML-egyenletek (Lorieux és mtsai 1995) segitségével
hataroztuk meg, a genetikai tivolsigokat (cM) pedig a Haldane térképfiiggvény szerint szimoltuk ki. Csillaggal a
kodominans kiértékelésii RAPD markereket jeloltiik.
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7. OSSZEFOGLALAS -

Munkank soran a diploid lucerna genetikai alaptérképébdl kiindulva elkészitettiink egy
részletes, t6bb mint 900 markert tartalmazoé kapcsoltsagi térképet. A bévitett genetikai térkép
elkészitése nem egyszeriien csak a térképezett marker szamanak névelésében meriilt ki, hanem a
koribban és az (jonnan azonositott markerek részletes genetikai analizisét is elvégeztiikk. Ennek
soran a kovetkezd eredményeket értiik el:

- megallapitottuk, hogy a hagyomanyos térképezési eljarassal (Mapmaker/Exp 3.0) a
lucerna genetikai térkép markerei nem oszthatok egyértelmiien nyolc kapcsoltsagi csoportba;

- kimutattuk, hogy ennek oka az ersen torzult szegregaciés aranyt mutaté markerek
kozott a nagyszamu heterozigota genotipus miatt kialakulé nem valds kapcsoltsag;

- meghatiroztuk x> tesztek segitségével, hogy zigotikus vagy gametikus szelekcio
kovetkezménye-e a vizmarkerek genotipusainal bekovetkezett torzult szegregicids arany;

- megallapitottuk, hogy a torzult szegregiciés aranynak, pontosabban a heterozigéta
genotipusok tilstlyanak a rekombinacios gyakorisagot torzité hatasa kivédhetd olyan specialis
maximum-likelihood (ML) egyenletek alkalmazasaval, melyek figyelembe veszik a kiilonb6z6
genotipusu gamétak és zigotak életképessége kozotti eltéréseket;

- a specialis ML-egyenletek hasznalataval a markereket egyértelmien szét tudtuk osztani
nyolc kapcsoltsiagi csoportba, amelyek megfelelhetnek a haploid lucerna genom nyolc
kromoszémajanak;

- mas moddszerekkel, a ,heterozigota” kapcsolatok csokkentésével, és az Un. szintérképes
analizissel szintén vizsgaltuk a torzult szegregaciét mutaté markerek kapcsoltsagi viszonyait,
melynek eredménye megegyezett a specidlis ML-egyenletek alkalmazéséval kapott

eredményekkel;
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- az elkésziilt részletes, 753 cM genetikai tivolsagot lefedd lucerna genetikai térkép
nyolc kapcsoltsdgi csoportjira 925 genetikai markert helyeztiink el, atlagos értékként egy cM
genetikai tavolsagra 750-1000 Mbp fizikai tavolsag esik;

- az altalunk specialis ML-egyenletekkel elvégzett genetikai analizis volt ismereteink
szerint az els§ gyakorlati példa, amikor a torzult szegregicios arany okozta térképezési
rendellenességre ezeket a modositott ML-egyenletek alkalmaztik; ezek az egyenletek
lehet8séget biztositottak a markerek kéz6tti rekombinaciés gyakorisagok, és igy a genetikai
tavolsagok pontosabb becslésére is;

- néhany marker vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a torzult szegregiciés ariny
mar mag-; ill. csirandvény-allapotban is jelen van, tehat a heterozigdta genotipusok aranyanak
megnovekedését kivaltd szelekcik mar az egyedfejlédés egy korabbi szakaszdban
bekovetkeztek a vizsgalt markereknél;

- a szintérkép segitségével egy lehetséges letalis lokusz belyét is azonositottuk a M.
sativa ssp. quasifalcata k93 névényben a kettes kapcsoltsagi csoporton;

- k6z6s markerek térképhelyének meghatarozasaval 6sszehasonlitottuk lucerna genetikai
térképlinket mas diploid lucerna kapcsoltsagi térképekkel;

- a lucerna néhany kapcsoltsagi csoportjat, ill. annak részletét 6sszehasonlitottuk a borsé
kapcsoltsagi csoportjaival, az azonos betérképezett markerek figyelembevételével;

- folytattuk egy ineffektiv nitrogénkotést okozo mutans gén (fix] vagy ing)

térképhelyének pontositasat.
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9. FUGGELEK

9.1. A genotipusok szegregacios aranyanak tesztelése

Egy kodominins marker 6rokl6dését figyelve elméletileg az F, generacidban az Osszes
egyed Ys-ének anyai homozigdta, masik Y-énck apai homozigéta, felének pedig heterozigéta
genotipustinak kell lennie. A genotipusok szegregaldsi aranyanak az elméleti 1:2:1 hasadasi

aranytol valo eltérését a kovetkez6 probaval teszteltiik:

2 nAA N da+naa \2 nAA*th4athaq \2 _hA4tndatPaa \2
_ (744 — 4 ) (7 40— 2 ) (744 4 )
Z - nAQ+n 4q+ngg + nAq4+n Aq+ngq + nA4+n4q+nga
segr g = 4
ahol n,, = anyai homozigdta egyedek szama,

n,, = heterozigota egyedek szama,

n,, = apai homozigéta egyedek szama.

A szamolt értékek az 1. tablazat y’,, oszlopaban vannak feltiintetve, a szabadsigfok
szama df = 2.
Annak eldontésére, hogy a torzult szegregacios aranyok az allélek eltér6 megjelenési

gyakorisaganak (gametikus szelekcid), vagy pedig a keletkez6 zigotdk kiillonbozd
életképességének (zigotikus szelekcié) a kovetkezménye-e, tovabbi y’-probdkat végeztiink
(Pham és mtsai 1990). Egyenl§ allélgyakorisag esetén az Osszes gamétak egyik fele ,A”, a masik

fele pedig ,a" genotipusti, ennek megfeleléen gametikus szelekcid tesztelésére a kovetkezd x>-

probat (x’,,,.) hasznéltuk:
2 [(@xmgyng)-st  [@xtagtny)-sF
/1/ T s S ahol ,s” az Osszes Staszam fele:
gam , ; gamétaszam fele:
iy +2xn g +2xn,,
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A kapott értékek az 1. tablazat i’ ,,, oszlopdban vannak felsorolva, a szabadsagfok szama
df=1.

Zigotikus szelekcié bekovetkeztér6l a genotipus gyakorisigok nem p’:2pq:q® ardny
szerinti eloszldsinak (nem random taldlkozasinak) tesztelésével szerezhetiink tudomadst. Itt p az

.A” allél, q pedig az ,a" allél gyakorisaga jeloli, ezek szamitasa pedig a

2anA+nAa _ 2xnaa N4,
pP= 2XN 0 +2XN 4, +2X1,, ésa q = 2XN 40 +2XN 4, +2 XN,

képletekkel tortént. A x*-préba (x?,,,) pedig a kovetkez8képpen néz ki:

2 (raamnxp?)’ | (ag—2xnxpxq)’ | (Memnxq’)”
Zzyg a nx p® 2xnxpxq nxq?
ahol n = 0sszegyedszam

A kapott y értékeket az 1. tablazat x’, . oszlopaban tiintettiik fel, a szabadsigfok szdma

9.2. Eletképességi értékek Kiszamitisa

A Lorieux és mtsai (1995) altal a torzult szegregacios aranyt mutaté markerek ko6zotti
rekombinaciés gyakorisdg meghatarozasara kidolgozott specidlis maximum-likelihood
egyenletek alkalmazasdhoz sziikkség volt az adott genotipusi gamétdk vagy =zigétak
életképességi értékeinek kiszamitasara a killonb6z6 markerek esetén. A Lorieux €s mtsai (1995)
altal kidolgozott, a rekombinécids gyakorisig és az életképességi értékek becslésére szolgald
specialis ML egyenletek egyidejii megolddsat nem tudtuk végrehajtani, ezért el8szor az

életképességi értékeket kellett meghataroznunk, majd pedig azokat bebelyettesiteniink a
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rekombinicidés gyakorisigot szamolé maximum likelihood egyenletbe. A életképességi

értékeket a kovetkezd képletek alapjan szamoltuk:

Kodominins markerpar (LA/a" és ,B/b") és gametikus szelekcié esetén az ,A" genotipusi

gamétak életképessége az ,a’ genotipusu gamétikéhoz képest

2xn  tny,
(i) U, = 22X ARy,

a ,B” genotipusi gamétak életképessége az ,b” genotipust gamétakéhoz képest pedig

2xnpp +hg,
(ii) Ve = Zxmy, +np, |
ahol ngp = anyai homozigoéta egyedek szama,

ng, = heterozigdta egyedek szama,

n,, = apai homozigéta egyedek szama.

Kodominins markerpir (,A/a” és ,B/b") és zigotikus szelekcié esetén az ,AA” genotipusa

zigltak életképessége az ,aa” genotipusu zigotakéhoz képest

(iii) U =7
az ,Aa’” genotipusu zigotak életképessége az ,aa” genotipusu zigotakéhoz képest

N 4q
(iv) Uy = Zxn

aa »
az ,BB” genotipust zigdtak életképessége az ,bb” genotipust zigétakéhoz képest

__ BB
W) Vi = 2xng,

az ,Bb” genotipusu zigotak életképessége az ,bb” genotipusi zigotakéhoz képest pedig

_ _hpp
(vi) Vo = 2xny, .
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Egy kodominins-marker és egy dominans marker kozotti rekombindcids gyakorisag
becslését csak a kodominins markerek sorrendjének meghatirozasa utan végeztikk. A dominans
markereket a szintérképezés modszerével (5.4.4. fejezet és Kiss és mtsai 1998) helyeztiik el a
kodominidns markerek ko6z6tt a legvaldszinlibb sorrendjiknek megfeleléen. Gametikus
szelekcion atesett domindns marker esetén nem lehet megaéllapitani a dominans és recessziv
genotipusi gamétik pontos szdmat, hiszen nem tudjuk a heterozigéta egyedek szamat. Ennek
kovetkeztében a kétféle genotipusi gaméta egymashoz viszonyitott életképességét sem tudjuk

megallapitani, ezért kodominins marker és dominans marker gametikus szelekcidja esetén a

dominans markerekkel rendelkez8 gamétik életképességi értékeit a két legkozelebbi kodminans
markerre jellemzd életképességi értékek szamtani kozepeként hataroztuk meg:

. __ Ugtup .
(vii) ug — 2, ahol u. és u, az (i) egyenlet szerint meghatarozott

életképességi érték a dominins marker két oldaldn talalhatéo két legkozelebbi kodominans

markerre (,C" és ,D") nézve. A kodominans marker esetén természetesen szintén az (i)

egyenletet alkalmaztuk.

Kodominidns marker és domindns markerpir (LA/a” és ,B/b") és zigotikus szelekcid

esetén a domindns markernél a B_ genotipust zigota életképességi értékét a bb genotipusiiéhoz

képest a kovetkezGképpen hatiroztuk meg, amikor a ,B” allél volt dominans:

U= nppt+hpp
(viii) 3xny, , és ekkor a kodominans markernél pedig a
M 44 Raa
: Vv, = . Vv, = 2
(ix) 1 Naa és 2 XN, egyenleteket
hasznaltuk.

Ha a ,b" allél volt dominans, akkor pedig a b_ genotipusu zigota életképességét a BB

genotipusuéhoz képest az
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Mpp +7pp
3xngg egyenlettel hatiroztuk meg. A kodominans

®) U=

markernél pedig ekkor a

M ga

V2 T 2XxXnyy egyenleteket

(x1)

44 és

hasznaltuk.

9.3. A térképezd populacio 137 egyedének a 121 vizmarkerre meghatirozott genotipusa

A genotipuskat szamokkal kédoltuk, 1-sel az anyai, 3-sal az apai homozigéta, 2-sel a
heterozigéta genotipusokat, 5-sel a nem apai homozigdta, 4-sel pedig a nem anyai homozigéta
genotipusokat jeloltiik. A hianyz6 genotipusadatokat 0-val jeleztiik. A markereket a dolgozatban
leirt modszerekkel meghatirozott sorrendjiknek megfeleléen raktuk sorba. A szegregilo

populécié egyedeinek sorszama az abrak also részében lathatok.
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11. SUMMARY

11.1. Introduction

Medicago and some other leguminous plants are capable to establish N-fixing symbiotic
association with soil bacteria belonging to the genus Rhizobia. During the symbiotic interactions
between the host plants and the bacteria highly organized structures, the symbiotic nodules
develop on the plant roots. The endosymbiotic form of the bacteria, called bacteroids in the
nodules reduce the atmospheric nitrogen gas to ammonia which can be utilized by the host plant.

Since the formation of root nodules involves several developmental steps, the
Rhizobium-legume nitrogen fixing symbiosis requires the highly coordinated symbiotic-specific
expression of several bacterial and plant genes. The study of these genes is essential to
understand the formation, the maintenance and the regulation of the symbiotical nitrogen
fixation. However, in comparison to the bacterial genes, relatively few plant genes involved in
the symbiotic process are isolated and characterized. Plant genes responsible for the nodule
formation and the maintaining the function of the nodules are called nodulin genes. Several
nodulin genes were isolated based on their differential expression in nodules or infected roots
and other plant organs especially non-infected roots, though there is no evidence that these
nodulin genes have essential functions in the symbiosis (Csanadi et al. 1994). Mutants defective
in the symbotic process provide powerful tools to investigate the steps of the nodule
development and function guaranting the affected genes play significant roles in the symbiotic
nitrogen fixation and furthermore provide an opportunty for isolation the mutant gene by map-
based cloning. Two main categories of legume symbiotic mutans are distinguished based on
their reduced nodule formation ability and/or nitrogen fixing efficiency. The plants which can
not form nodules in the presence of wild type bacteria are non-nodulating mutants and mutants

developing nodules on their roots in the presence of wild bacteria strain but unable to fix
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nitrogen are named ineffective mutants. The diploid alfalfa mutant, Fix] (McIN6) which was
isolated and characterized by G. B. Kiss (1987) belongs to this mutant category. |

One of the possible approaches to isolate genes involved in symbiotic nitrogen fixation is
the map-based cloning strategy. According to this approach the map position of the gene of
interest (the mutant gene) has to be determined on a genetic map. The genetic maps are
constructed by the use of linkage values [recombination fractions (RFs) and LOD scores]
calculated by the pair-wise linkage analysis of the genetic markers. The RFs are estimated from
the determined genotypes of markers by the maximum-likelihood (ML) method (“classical” ML
equation; Allard 1956) using computer programs (e.g. Mapmaker\Exp 3.0; Lander et al. 1987
and Lincoln et al. 1992). Nowadays linkage maps are constructed by the use of molecular
markers (PCR-based and RFLP markers). As a next step in the map-based cloning, the vicinity
of the mutant locus has to be saturated with molecular markers to detect close markers as close
as possible. Chromosomal walking has to be performed from the closest molecular markers to
reach the gene of interest. The gene isolation has to be followed by the complementation of the
mutant plant with the wild type allele of the gene to prove that the required gene was isolated
indeed.

Our group studies the symbiotic interaction between Rhizobium meliloti and Medicago
sativa. We intend to isolate plant genes impaired in the symbiotic nitrogen fixation process by
map-based cloning. Since possessing an alfalfa linkage map is a necessary condition to carry out
this approach, our group started to construct the basic linkage map of diploid alfalfa at the
beginning of 90’s. The first basic genetic map of diploid Medicago has been developed by
analysing the linkage relationsips of 89 RFLP, RAPD, isozyme and morphological markers
(Kiss et al. 1993) in an F, segregation population derived from a cross between the diploid
Medicago sativa ssp. coeruela and the diploid Medicago sativa ssp. quasifalcata. The 89
markers were localized on eight linkage groups which corresponded to the haploid chromosome

number of diploid alfalfa. Our aim was to saturate the genetic map with molecular markers and
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to determine the map position cDNA clones with known function to facilitate the mapping of
genes which have essential roles in the process of symbiotic nitrogen fixation and to promote the

genome comparison of Medicago with other species.

11.2. Results and discussion
11.2.1. Construction of an improved linkage map of diploid alfalfa (Medicago sativa)

The genotypes of hundreds of RFLP and PCR-based markers were determined to
develop the saturated linkage map of diploid alfalfa. As more and more markers were mapped
on the basic linkage map by the use of Mapmaker/Exp 3.0 mapping program, it turned out that
some markers showed linkages equal to markers mapped earlier on different linkage groups. To
solve these discrepancies, we restarted the construction of the linkage map of alfalfa from the
beginning. As a first step 121 codominant markers (so-called core markers) were selected and
analyzed thoroughly to establish a frame map.

First the recombination fractions (RFs) and the pertaining LOD scores were determined
by “two-point” linkage analysis of 121 core markers. These linkage values were used to
establish groups of markers by the “group” command of Mapmaker/Exp 3.0 program altering
the parameters of grouping. Tightening the parameters of grouping the markers were distributed
in more and more groups (Figure 1. and Table 2.). Because the Medicago haploid chromosome
number is eight we investigated those cases when the analysis resulted.in eight groups. We
observed that the marker composition of the eight groups in some cases was identical, but in
other cases was different, so it was impossible to determine whether which groups represented
the genuine eight linkage groups of alfalfa. Therefore the markers of six groups - where the
marker composition was always identical - were analyzed thoroughly. The genetic analysis
performed with the Mapmaker/Exp 3.0 program revealed that in five groups out of six, the order

of the markers could be established unambiguously, but at the sixth group, the determination of
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the marker order was unsuccesful. Comparing the marker composition of the five groups to the
linkage groups (L.Gs) of the basic genetic map (Kiss et al. 1993), it turnéd out that these five
groups corresponded to LG 1, LG 2, LG 3, LG 4 and LG 5, respectively.

We investigated the segregation ratio of the genotypes for the core markers and realized
that several of them showed significant distortion. The typical source of deviation is the
disturbed function of gametes or zygotes, due to the selection of one or more genes acting at
different development stages. The type of the selection can be determined by using two
succesive x° test (Pham et al. 1990), where the first one tests the equality of the of the allelic
frequencies (test for gametic selection) and the second one tests the independent assortment of

the alleles (test for zygotic selection). Calculating the 7 tests, it turned out that the zygotic

selections detected at several core markers resulted in the overwhelming number of
heterozygous genotypes. It also turned out that the majority of the core .markers showing the
most significant distortion were accumulated in the group (group CDE in Figure 1.) where the
order of the markers could not be determined. Based on this phenomenon we suspected that
markers displaying extreme distorted segregation may be responsible for the failure of proper
grouping and setting the marker order in this group.

It was demonstrated by Lorieux et al. (1995) that in the case of zygotic selection the
calculation of recombination fractions by the “classical” maximum-likelibood (ML) estimation
(Allard. 1956) resulted in significantly lower RFs if the viability of the individuals with
heterozygous genotypes exceeded tenfold the viability of the individuals with homozygous
genotypes (which is similar to the viability differences detected in the case of the markers in the
group where the determination of the marker order was failed). We supposed that these lower
RF values calculated by the “classical” ML estimation could cross-link markers which otherwise
belong to different linkage groups.

Lorieux et al. (1995) developed “special”’ maximum-likelihood formulas to analyze the

linkage relationships between dominant and codominant markers that are under gametic or
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zygotic selection. The “special” ML formula developed for zygotic selection between
codominant markers was supposed to eliminate the disturbing effect of the distorted segregation
between the markers displaying this phenomenon. Therefore all of the RF values between the
core markers of the group with ambiguous marker order were calculated with this “special” ML
formula. Using the exclusion threshold of 0.3 for RFs, the markers could be split unambiguously
into three distinct linkage groups. Based on the marker composition of these three groups and
the LGs of the basic genetic map of alfalfa (Kiss et al. 1993), they represented the LG 6, LG 7
and LG 8, respectively. So the disturbing effect of the overwhelming number of heterozygous
genotypes could be eliminated by the use of the “special” ML formulas and the colormap
method. According to our knowledge, the establishing of the eight linkage groups of alfalfa was
the first practial usage of the “special” ML formulas (Lorieux et al. 1995) to construct a linkage
map containing several markers displaying significant distorted segregation ratio.

The genetic analysis demonstrated that some markers had belonged to other LGs in the
previous map. The reason of these rearrangements was the lack of sufficient marker saturation in
the previous genetic map as well as the false linkage values between the markers with extreme
distorted segregation ratio calculated by the “classical” ML formula. The genetic analysis of the
121 core markers performed with the combination Mapmaker/Exp. 3.0 and the “special” ML
formulas resulted in eight linkage groups which most probably represent the eight haploid
chromosomes of the diploid Medicago sativa.

The linkage realtionships were also demonstrated and analyzed by colormapping (Kiss et
al. 1998). The colormap proved to be a rapid and suitable method to determine the linkage
relationships between markers displaying extreme distorted segregation ratio. The linkage
analysis with colormap could be performed without any mathematical calculation. This method
produced the same eight linkage groups established by the above described manner.

The order of the core markers within the eight linkage groups was determined based on

the RFs calculated by the “special” ML formulas. The determination of the RFs was followed by
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the calculation of the genetic distances in cM using the Haldane function. This established map,
called “frame map” was used afterwards to map more than 800 additonal.l, mostly dominant
molecular markers.

The 803 additional markers were distributed into the ecight linkage groups by the
combined use of Mapmaker/Exp. 3.0 program, the “special” ML formulas and the colormap. All
of the additional markers could be mapped in one of the eight linkage groﬁps without modifying
the established linkage relationships which ensured us that eight LGs represented the eight
genuine LGs of alfalfa. After determining the order of the markers, the RFs between the
neighbouring markers were calculated by the appropriate “special” ML formulas for the
selection type as determined by the  tests and the genetic distances were determined by using
the Haldane function. Based on these genetic distances the genetic map of alfalfa was drawn
(Figure 4/a-h).

The constructed detailed linkage map of alfalfa contains 924 markers of which eight
were morphological, one resistance, 269 RFLP (236 cDNA and 33 genomic markers) and 607
RAPD markers, two were detected exclusively by specific PCR amplification, as well as 10
isozyme and 26 seed protein markers were mapped. The 924 genetié markers span 753
centimorgan in genetic distance and the correlation between the physical and genetic distance is
1000-1300 kb per cM on average taking the DNA content of the haploid genome as 750-1000
Mbp (Winicov et al. 1988 and Arumuganathan and Earle 1991). The map position of several
nodule specific genes among the 94 genes with known function or sequence were determined.
The genetic mapping of two multicopy genes, localized by cytological experiments earlier
allowed us to .correlate LG 6 (ribosomal RNA genes) with chromosome No. 8 carrying the
Nucleolus Organizing Region detected by cytology (McCoy and Bingham 1988, Bauchan and
Campbell 1994 and Falistocco et al. 1995) and LG 4 carrying the -tubulin genes with the small
metacentric or another submetacentric chromosome to which these genes hybridized in situ

(Schaff et al. 1990).
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The markers showing extreme distorted segregation ratio were investigated thoroughly.
The majority of the core markers (63%) showed distorted segregation ratios where the 1:2:1
ratio was skewed towards the heterozygous genotypes. The explanation of this phenomenon is
not clear but it is assumed that viability factors may play an important role during fertilization,
embryogenesis, seed development and the ontogenesis of the plants. The excess number of
heterozygous genotypes for several markers may be characteristic for outcrossing plant species
like alfalfa, in which the heterozygous configuration may be advantageous for viability. As
alfalfa plants suffer inbreeding severely, heterozigosity is essential for their viability. When the
mapping population was established we observed that 10% of the alfalfa seeds did not germinate
and about third of the seedlings died before they could develop into mature plants. We suspected
that plants with the missing homozygous genotypes could be among these non-germinated and
the dead seedlings. To reveal at what developmental stage the selection acted against
homozygous genotypes, extended F, populations in different developmental stages were tested
for segregation distortion. Segregation ratio was determined for five distorted markers in F,
plants which were either healthy living plants, seedlings which showed abnormal morphology
consequently did not develop to whole plants and seeds originated from the self mating of the F,
plant. Based on the determined segregation ratios it seemed that the selection against the missing
genotypes occurred before seed germination, consequently, events preceding this developmental
stage (e.g. fertilization, zygote differentiation, seed development) could be the primary cause of

distorted segregation in the analyzed regions.

11.2.2. Comparative mapping between Medicago sativa and Pisum sativum

The detailed linkage map of diploid alfalfa was compared with the genetic maps of pea
(Weeden et al. 1996 and Ellis et al. 1992 and 1993) on the basis of the linkage arrangements of
markers mapped in common between the two species. There are five smaller or larger regions of

the Medicago sativa genetic map where the gene order were similar to those found in the

146



corresponding linkage groups of pea. In the future we intend to expand the comparative genetic
studies to the entire genome of the two species since the detected collinearity potentially

facilitates the identification of genes involved in the symbiotic nitrogen fixation process.

11.2.3. Saturation of the region containing the fix]1 mutant gene

The diploid ineffective alfalfa mutant, the Fix1 (McIN6) develops nodules but is
incapable to utilize the atmospheric nitrogen in the presence of Rhizobium meliloti (Kiss 1987).
Earlier the Fix1 individual plant was crossed with the yellow-flowered M. sativa ssp.
quasifalcata k93 and the generated F, plants were self-mated to produce segregation populations
(“Fix” populations). RFLP and PCR markers were used earlier to determine the map position
the fix1 (ing) mutation close to the U69 RFLP marker in linkage group 7 (Kiss 1997).

RAPD markers were generated using 240 10-base-long oligonucleotide primers to
saturate the region of the vicinity of the fix]1 mutation by the so-called bulked segregant analysis
method (Michelmore et al. 1991). Thirteen RAPD markers were mapped in this region by the
use of this method and the mapping of other RFLP markers revealed that the fix] mutation
located between U69 and L83 RFLP markers which were mapped in 4.6 cM genetic distance
from each other. The aim of 0;11‘ work is to determine the map position of the fix] mutation as
accurate as possible, therefore the screening for tightly linked markers to the fix1 locus will be

continued.
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