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TUDOMANYOS HATTER, ELOZMENYEK

Kutatocsoportunk a genetikai térképezésen alapulo génizolalasi megkdzelitést
alkalmazza a lucerna molekuléris bioldgiai kutatisaban. Ehhez a munkahoz kiinduldsul
rendelkezésiinkre 4lltak megfeleld (szimbiotikus nitrogénkétésben hibas, illetve morfoldgiai)

lucerna mutansok, és az altalunk megszerkesztett genetikai térkép.

Genetikai megkozelités: térképezésen alapulé génizolalas

A kiilénbéz6 biologiai funkciok molekularis hétterének felderitésében igen jelentds
szerepe van a genetikai vizsgalatoknak. A molekuléris biologiai technikdk forradalmasitottak
a prokaridta szervezeteknél lényegesen bonyolultabb eukaridta szervezetek genetikai
analizisét is. Az igy azonositott DNS markerek nemcsak ,.ujjlenyomatként" szolgalhatnak
bizonyos egyedek azonositisanal vagy besorolasanal (pl. molekularis taxonomia, evolicio),
hanem 6rokl8désiik kovetésével részletes kapcsoltsagi, genetikai térképek szerkeszthetdk.

A kordbbi, Un. klasszikus genetikai térképezés soran a természetben el6forduld
morfoldgiai véltozatok, polimorfizmusok oroklédését kovették nyomon és hatéroztdk meg
kapcsoltsagukat. Ezen morfoldgiai markerek azonban csak igen korlatozott szamban alltak
rendelkezésre, legtobbszor recessziv 6roklodéstiek voltak, illetve sok esetben a fenotipus nem
volt egyértelmiien kiértékelhets; egyszdval hosszadalmas és munkaigényes feladat volt egy-
egy ilyen térkép készitése. A génsebészeti modszerek bevezetésével azonban olyan DNS-
szintl polimorfizmusokat sikeriilt kimutatni, amelyek bar nem okoznak morfolégiai eltérést, a
genom meghatarozott szakaszainak valtozataiként mégis léteztek, 6roklédésiik kovethetd volt,
vagyis hasznalhaté genetikai markernek bizonyultak. A DNS markerek nagy szamban és
egyértelmiien azonosithatok, barmely él6lényre alkalmazhatdk (akar ,.at is vihet6k"), tehat
segitségiikkel aranylag rovid idén beliil részletes genetikai térképek készithetGk. Egy masik
hatalmas elényiik, hogy az azonositott DNS szakaszok konkrét ,bojakat” jelentenek a
genomban, s ezaltal lehet6vé teszik fontos szerepet jatsz6, ugyanakkor mas modszerrel
nehezen megkozelithetd gének klonozasat. Ezt a térképezésen alapuld génklonozasi stratégiat
mar Arabidopsis novényen is eredményesen alkalmaztak.

A genetikai térképezésen alapul6 génklonozas (map-based cloning) tébbféle technikat
is felsorakoztatd, egymasra €piilé 1épései a kovetkezdk:

- a vizsgalt biologiai funkcioban hibas, megfelelé mutans fenotipus azonositasa,
oroklédésének meghatarozasa

- amutacié helyének meghatarozasa a kapcsoltsagi térképen

- arégio telitése molekularis markerekkel, szorosan kapcsolt markerek keresése
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a szomszédos markerek genetikai tdvolsdganak minél pontosabb meghatarozasa
- a mutdcidhoz (a keresett génhez!) legkdzelebbi molekularis markerek fizikai
tadvolsaganak meghatdrozasa
- nagy DNS fragmenteket hordozé genomikus génbank eldallitasa
- genomséta, a szomszédos markerektdl ,.elindulva" atfedé klonok azonositésa
- funkciondlis komplementacioval bebizonyitani, hogy a jelolt DNS klonok
valamelyike a keresett gént hordozza

- a funkcionalis DNS szekvencia molekularis jellemzése

A vizsgalando lucerna muténsok fenotipusa, a mutaciok 6roklgdése

A szimbiotikus lucerna mutans

Eddig szamos, a szimbiotikus nitrogénkGtésben hibds muténst irtak le a kiilonbozd
pillangésvirdagi névényekben, a tetraploid Medicago sativa novény esetében azonban
minddssze 6t szimbiotikus muténsrél szamoltak be. Koziiliik négy képes szimbiotikus giimé
kialakitasara vad tipusu R. meliloti jelenlétében, am a folyamat egy késébbi ponton elakad és
hatékony nitrogénkotés nem megy végbe - ezek az un. ineffektiv mutdnsok. Az 6todik -
MnNC-1008(NN), a tovdbbiakban MN-1008-nak roviditve - gyokerein azonban a R. meliloti
baktériumok nem képesek giimét indukalni, igy ez egy giim6képzésben hibas, Nod" muténs.
Keresztezési kisérletekben a szegregécids ardnyokbol azt a kivetkeztetést vonték le, hogy ez a
tulajdonsag két fiiggetlen, egymassal nem kapcsolt recessziv gén 4ltal meghatarozott. KésGbbi
vizsgalatokban kimutattik, hogy az MN-1008 mutans Rhizobium fertézésre nem mutatja a
legkorabbi n6vényi valaszreakciokat, vagyis sem gy&kérszor gorbiilés, sem kéregsejt osztodas
kivéltodasa nem figyelhetd meg. Sajat korabbi kisérleteinkben azt is ellendriztiik, hogy R.
meliloti baktérium tisztitott Nod-faktoraval tortén8 kezelésre sem mutat gyokérszor
deformaciét. Ugyanakkor az is kideriilt, hogy ha auxin-analég 2,4-diklorofenoxiecetsav
vegyiiletet adtunk a taptalajhoz, giim6hoz hasonlé kindvések, dudorok keletkeztek a gyokerén
ugyanugy, mint a vad tipusu lucerna névényen. A spontan giiméképzédést - amit egyébként
eddig még csak a lucernan figyeltek meg a pillangésvirdgi novények koziil - szintén leirtak az
MN-1008 novényen.

A fenti eredmények azt sugalljak, hogy az MN-1008 lucerna mutans a bakterialis
noduléciés jelmolekuldk felismerésében vagy a szignaltranszdukciés ut egy igen korai
szakaszaban hibas. Mig a n6vényben kodolt giim&fejlédési program sértetleniil ,végig tud
futni" (pl. mesterséges hormonkezelésre), addig a specifikus rhizobialis jelre torténd beinditéasi

Utja megsériilt. Ebbol kovetkezen az MN-1008 névény igen fontos mutans, melynek
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sokoldalu vizsgélata segithet a Nod-taktorok altal kivéltott specifikus novényi jelfelismerd és
-tovabbitd ut korai lépéseinek megértésében. Eppen ezért sokan végeznek kiilonbozd
biokémiai kisérleteket ezen a ndvényen, azonban genetikai analiziséhez még mdsok nem
kezdtek hozza, egyrészt megfeleld hattér (pl. lucerna kapcsoltsagi térkép, molekularis

markerek) hidnyéban, masrészt a tetraploid 6rokl6dés bonyolultsdga miatt.

A ragados levél fenotipus

A lucerna ragadds levél (sticky leaf, Stl) elnevezésii, természetes populdcidoban
ezel6tt leirtdk. A mutans fenotipus kénnyen felismerheté az egymassal és onmagukkal is
Osszetapadd levélkékrdl, melyek feltiinden eliitnek a normal, vad tipust sima, egyenes allast
levélkéktSl. Tetraploid lucernan végzett vizsgalatok a Stl tulajdonsag egygénes, recessziv
oroklédésére vilagitottak ra.

A lucerna genetikai térképének elkészitéséhez elGallitott diploid F2 populaciéban Stl
fenotipusi  egyedek megjelenését figyelhettik meg, szintén egygénes, recessziv
oroklésmenetre utald szegregéldsi aranyban. Mivel az eredeti keresztezésben részt vevé sziil6k
egyike sem volt mutans fenotipusi, kérdés volt, hogy melyikik hordozta heterozigota
allapotban a recessziv, mutans allélt (mely atoroklédott az F1 hibridbe, majd néhany F2
egyedben homozigéta konfiguracidba keriilve Stl egyedeket eredményezett). Ennek
megallapitasara elvégeztiik a sziilok Onbeporzasat, s az utdédok megmutattdk, hogy az apai
sziil6t6l szarmazik a mutans allél.

Feltételezhets, hogy a Stl fenotipust, vagyis levélmorfoldgiai elvaltozast okozd
mutdcio egy az egyedfejlédés szabalyozasaban szerepet jatszo gént érintett. Mivel a mutdns
fenotipus jol meghatérozhatd, egyértelmiien azonosithaté bélyeg, melynek megnyilvanulasaért
egy recessziv gén felelGs, genetikai vizsgalatokra alkalmas. A térképezésen alapuld
génizolalas segitségével kozelebb juthatunk a sériilt funkcio feltarasahoz, s ezzel bovithetjiik a

névényi egyedfejlédésre vonatkozo molekularis szintli ismereteinket.
CELKITUZESEK

1.) A rendelkezésre 4llo lucerna szimbiotikus mutdnsok koziil a giimSképzésre
képtelen (Nod) tetraploid MN-1008 jelii novényt valasztottuk vizsgalatainkhoz. A muténs
fenotipus alapjan - a mikroszimbionta partner szignaljara nem indukalodnak be a giimé
kialakitasahoz sziikséges folyamatok - a mutécidban érintett gén(ek) elengedhetetlen funkciot

hatéroz(nak) meg a szimbidzis kialakuldsaban. A munkafolyamat elsg részeként a muticio



térképezéséhez egy szegregald populacio eldéllitasa sziikséges. Egy tetraplopid populacion
veégzett genetikai térképezés azonban a diploidhoz képest nem kétszeres munkat, odafigyelést
igényel, hanem - lehet mondani - az allélek kimutatasanak, droklédésiik kovetésének gondjai,
problémai meghatvanyozédnak. fgy célul tiiztiik ki, hogy a Nod ™ fenotipus térképezéséhez, az

MN-1008 mutansbdl kiindulva, egy diplod szegregald populaciot allitunk el6.

2.) A masik génizolalasi terviink a lucerna egy levélmorfologiai elvéltozasat - ragados
levél, sticky leaf - okozé mutdciot szenvedett génre iranyul. A Stl recessziv fenotipus a
genetikai térkép elkészitéséhez hasznalt diploid lucerna populacidban szegregalt. A genotipus
adatok kiértékelésével a st/ lokusz a 6-os kapcsoltsagi csoportra térképezédott. Mivel ennek a
mutdciénak a térképhelye mar ismert volt, elhataroztuk, hogy a st/ génen allitjuk be a
térképezesen alapul6 klonozas lépéseit. A génizolalas érdekében célul tiiztiik ki, hogy a st/
lokuszhoz minél szorosabb kapcsoltsigi molekularis markereket azonositsunk, melyek

kiinduldsi pontkul szolgélhatnak a késébbi, a gén izolaldsdhoz vezets genomsétahoz.
EREDMENYEK
A tetraploid Nod lucerna mutanstél a diploid szegregalé populacio6 eldallitasaig

Korabbi kisérleti eredmények szerint tetraploid (2n=4x=32) lucerna novények diploid
kromoszémaszintli (2n=2x=16) leszarmazottai 4x-2x keresztezéssel nyerhet6k. A mi kisérleti
rendszeriinkben a tetraploid (2n=4x=32), kék viragdh MN-1008 mutins M. sativa viragait
poroztuk a diploid (2n=2x=16), sarga viragl, giiméképzésre és szimbiotikus nitrogénkotésre
keépes, vad tipusi M. sativa ssp. quasifalcata k93 (Mgk93) novény pollenjeivel. Az
Onbeporzasbdl szarmazé tetraploid utédok szaménak csdkkentése érdekében az MN-1008
novény virdgait keresztezés elStt alkoholos kezelésnek vetettiik ald, hogy sajat fertilis
pollenjeit eltavolitsuk. A keresztez6 megporzasokat hozzavetSleg 7000 viragon végeztiik el,
aminek kovetkeztében 72 érett magot gyijthettiink. E 72 mag koziil 22 nem csirazott ki, 24
kicsirdzds utdn nem sokkal, még csirandvényként elpusztult, feltehetdleg extrém aneuploid
voltuk, instabil kromoszémaik miatt. 26 magbol fejlodott ki életképes, tovabbi vizsgalatra
alkalmas noévény. Ezeknek morfoldgiai tulajdonsagait és novényi tesztben szimbiotikus
glim&fejlesztd képességét vizsgaltuk, majd citogenetikai analizis is segitett eldonteni, hogy az
adott novény melyik utodkategoridba tartozik: 1. tetraploid és triploid hibrid novények; 2. az
anyandvény Onbeporzasibol szarmazo tetraploid utédok; vagy 3. a kivant diploid

leszarmazottak kozé.



A keresztezésbGl szarmazé utédpopulacié  szimbiotikus tulajdonsagait  steril
koriilmények kozott a szimbionta partner R. meliloti baktérium jelenlétében végzett novényi
tesztben hatdroztuk meg. A 26 életképes novény koziil hat tudott szimbiotikus giimét
kialakitani (Nod"), a tébbi husz ndvény gydkerén nem jelentek meg a gimék (Nod”). A
glim6képzési, Nod" fenotipus a hibrid utdédok jellegzetességei kozé tartozik, mivel ezt a
tulajdonséagot csakis az apai sziil6tél 6rokolhették. E hat novény hibrid voltat tamasztotta ala
atmeneti, z0ld virdgsziniik is, ezen kiviil molekularis szinti, PCR technikan alapulé RAPD
modszerrel végzett DNS | ujjlenyomat” (fingerprint) mintazatuk is. Citogenetika vizsgalattal
triploid ndvényt is azonositottunk.

A masik hiisz novény Nod- fenotipusa és kék szinl viragai azt jelezték, hogy ezek
genetikai alloméanya anyai eredetd, de el kellett donteni, hogy vajon tetraploid vagy diploid
kromoszoma készlettel rendelkeznek. A hiiszbdl tizenkilenc novény kiilsé megjelenése nem
mutatott eltérést a tetraploid sziil6 felépitését6l sem magassag, sem levélmorfologia
vonatkozéasdban. A fennmaradé egy Nod~ ndvény azonban kiilsé jegyeiben hatdrozottan
kiilénbozott a tetraploid lucerndktoél. FeltinGen kisebb méretii levelei és viragai voltak ennek
az alacsony novésd utédnak. A levelek alakja szintén eltért a tetrap]oid novényekétsl, és
hidnyzott a levélszéli fogazottsag is. Ezen morfoldgiai tulajdonsagok igen j6 megegyezést
mutattak a korabban tetraploid lucernavonalak diploid leszarmazottaira leirt jellemzdkkel, azt
sugallva, hogy ez a névény a tetraploid MN-1008 mutans diploid szdrmazéka lehet. A
citogenetikai analizisben e névény minden vizsgalt sejtje 16 kromoszémat hordozott, tehat
valodi diploid utédnak bizonyult. A perddntd citogenetikai bizonyiték utén a tovabbiakban ezt
a novényt DN-1008 névvel jeloltiik, utalva mind a ploidiafokara (diploid), mind a sziildi
tetraploid Nod~ lucernara (MN-1008).

A térképezéshez kivéanatos diploid F2 populaciét egy megfeleld hibrid ndovény
énbeporzasaval nyerhetjiik. A diploid hibrid F1 névény szarmazhat ,,hagyomanyos™ tton, két
diploid névény, az el6z6 kisérletbd] kapott Nod- fenotipusit DN-1008 és egy vad tipusu, Nod'
lucerna keresztezésébdl; de elGallithatjuk egy - szintén a mar ismertetett 4x-2x keresztezésbdl
szarmazo - triploid novény diploid vad tipust lucernaval torténé keresztezésével is.

Mivel a DN-1008 novény a tetraploid MN-1008 mutins genomjanak redukalasaval
keletkezett, igy homozigota a feltételezett nod recessziv allélekre, ahogy ezt szimbiotikus
fenotipusa is jelzi. Az F1 hibrid eldéllitasédhoz a vad tipusu, sarga viraga diploid Mgk93
egyedet vélasztottuk keresztezd partneriil, hisz ez a nvény a lucerna genetikai térképének
megszerkesztéséhez hasznalt szegregalo populacioban is szerepelt sziillGként, ami a késGbbi
térképezésnél elényt jelenthet. A DN-1008 ndvény anyai sziil6ként fertilisnek bizonyult: az
Mqgk93 novény pollenjével végzett porzast kovetGen magkezdemények jelentek meg a diploid

Nod- novényen. Bar a magképzidés hatasfoka alacsonynak bizonyult (kb. 1 %), eddig hét



magot gy(jthettiink, amelyek koziil hiarom csirazott ki. Ezek levelébdl még fiatal ndvenyke
korukban DNS-t tisztitottunk, és RAPD DNS-ujjlenyomat, valamint gén-specifikus PCR
kisérletekben igazoltuk hibrid voltukat. Igy tehat ezek a ndvények, amennyiben
onmegtermékenyitésre képesek, alkalmasak lehetnek a kivant F2 szegregdlé populdcio
eléallitasara. Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy a DN-1008 ndvény a tetraploid
genom egy egyedi redukcids eseményével keletkezett, mely soran a kapott allél-kombinaciok
(pl. letalis vagy csokkent életképességet meghatarozo allélek diploid heterozigota éllapotba
keriilése) befolyasolhatjak a keresztezése utan kapott utédok szamat, életképességét.
El6fordulhat tehat, hogy ily médon nem tudunk megfelelé egyedszamu életképes diploid
szegregald populaciot létrehozni. Eppen ezért triploid hibrideken keresztiil is probalunk
diploid F1 novényt eldéllitani. A tetraploid MN-1008 és diploid lucerna keresztezésébdl
szarmazo6 triploid utédnévényt kereszteztiik az Mgk93 névénnyel. A triploid anyandvényekrdl
Osszesen 67 érett magot gytjtottiink, melyek koziil 57 (85%) csirdzott ki. A csirazéast kovetGen
tovabbi 24 egyed még ndévényke koraban kipusztult, 33 ¢l és novekszik. Ezek koziil 17 mar
elérte a virdgzast, onbeporzasukat megkezdtiik. Azt, hogy ezen utédok kozott ott talalhaté-e a
vizsgalt 16 egyed mindegyike diploidnak bizonyult, ami noveli annak esélyét, hogy a vart
kromoszéma (allél) Osszetételd novény is keletkezett. Ha talalunk olyan diploid egyedet,
melynek Onbeporzott utodai kozétt a Nod- fenotipus szegregal, rendelkezni fogunk a

térképezésére alkalmas populacioval.

A szimbiotikus nitrogénkétésben hibas, Nod- fenotipusért felelés gének térképezésen
alapulé klonozasaban még a kezdeteknél jarunk. Mar az is , genetikai elémunkdlatokat”
igényelt, hogy megfelel diploid szegregalé populaciot dllithassunk el6, a gének térképezése
csak ezutan kovetkezhetett. Egy masik, levélmorfoldgiai elvaltozast okozd, egygénes mutdcio
helye mar ismert volt a diploid lucernan korabban végzett térképezési munka révén. A
mutdciot szenvedett gén térképezésen alapulé izoldlasanak folyamataban kévetkezé lépésként
teliteni kellett az adott kromoszoma régiét molekuldris markerekkel annak érdekében, hogy a
mutdcio helyéhez, tehat a génhez minél szorosabban kapcsolt, a kromoszomasétahoz

kiindulasi pontul szolgalo markert talaljunk.
A stl régi6 finomtérképezése
A ragados levél (sticky leaf, Stl) fenotipus recessziv tulajdonsagként jelent meg a

térképez6 F2 populdcié egyedei kozott. Az egygénes 6rokl6désmenetli morfologiai bélyeg a

lucerna genetikai térképén a 6-os kapcsoltsagi csoportra (LG6) térképezédott az UOS53 és



OPB20A markerek kozé 3.1, illetve 13.5 cM tavolsagra. A kezdeti adatok ismeretében
elkezdhettiik ezen kromoszomalis régié molekularis markerekkel torténé telitését, a st/
lokuszhoz szorosan kapcsolt markerek kivalasztdsahoz.

A kapcsolt markerek keresésének hatékonysagit megndvelendd, az un. Bulked
Segregant Analysis, szabadon forditva kupacolasos modszerrel kezdtiink a st/ lokusz kozelébe
RAPD markereket gytjteni. Ennek lényege, hogy a PCR reakcidkban a primerek tesztelése a
kérdéses régioban ellentétes homozigéta genotipusu egyedek DNS-ének kupacolasaval (un.
kupac-templattal) két csGben elvégezhets az egyedi reakciok sokasaga helyett. fgy azok a
markerek, melyek nagy valészintiséggel a régioba térképezédnek a két reakciéban kifejez6d6
eltéré amplifikacios mintazatuk (fragment jelenléte, ill. hianya) alapjan azonosithatok.

Els6 lépésben a régioban homozigdta genotipusu egyedeket kellett kivalogatnunk.
Ebben nagy segitségiinkre volt a lucerna szintérképe, ahol a kiilénb6z6 genotipusokat eltéré
szinek jelzik. A hatékony kupac - tesztelésben fontos tényezd a kupacok egyedszama, illetve
-Osszetétele. Az egyedek Osszességének biztositania kell azt, hogy csakis a kérdéses
kromoszoma szakaszra ,,nyit homozigéta ablakot", a genom tobbi részén mindkét sziil6i allél
Jjelen van (heterozigéta). Ugyanakkor tul sok egyed egyiittes jelenléte sem kivanatos, mert
ekkor a PCR reakcidkban (feltételezhetGen kompeticié miatt) megsokasodhatnak az él-
polimorfizmust mutaté markerek, melyek valdjaban a kérdéses région kiviil helyezkednek el.
A szintérkép haszndlatidval azonban minimalisra tudtuk szoritani a két kupacba keriild
egyedek szamat, mivel a genom teljes hosszan kdnnyedén ellendrizhettik az adott
kupacoknak a st/ lokusz kérnyékén kiviili heterozigétasagat. igy megbizonyosodhattunk réla,
hogy az anyai homozigéta kupacba gytijtott négy egyed egyiittese mar eleget tesz az emlitett
kritériumnak, és az ellentétes kupacot alkoté hat egyedet is kivalasztottuk az apai
homozigétak koziil. Még egy tovabbi el6nyiink szarmazott a szintérképes analizisbdl:
kivalaszthattuk azokat a szamunkra érdekes egyedeket, melyek genotipusainak
meghatérozasat el kell késSbb végezniink a kupac-templatokkal végzett kisérletekben
polimorfizmust mutaté markerekre. Ezen egyedeknél a st/ lokusz kémyékén (az UOS553-s7l,
ill. a s7-OPB20A lokuszok koz6tt) rekombinacio kovetkeztében homozigota - heterozigota
genotipus-atmenet figyelhet6 meg, s ezaltal a késGbbi finomtérképezésben, az {ij markerek
sorrendbe allitdsakor nagy jelentGséggel birnak.

A két homozigéta kupac létrehozasaval, az egyedek DNS-ének keverékét hasznalva
elvégeztiik kiilonbdz6, random 10-mer oligonukleotid primerek tesztelését PCR reakcidkban.
Ezekben a RAPD reakciokban a hasznélt primertd] fiigg6en valtozé szamu, eltéré hosszisagl
DNS szakaszok amplifikalodtak, s a fragmentek az agaréz gélen térténd szétvalasztas utan
jellegzetes sdv-mintdzatot mutattak. A két kupac-templattal sokszorositott fragmenteket

egymas mellett futtatva Osszehasonlitottuk a mintézatokat. Kivélasztottuk azokat a



primereket, melyeknél mintazatbeli kiilonbséget talaltunk, azaz a keresett régidba térképezodo
RAPD markerrel kecsegtettek, ezért tovabbi vizsgalodasok targyai lettek.

Ez a gyorsitott tesztelés lehetévé tette, hogy 610 kiilonbozé nukleotid &sszetérell
primer koziil kivalogassuk azokat, melyek nagy valosziniiséggel szolgaltamak RAPD
marker(eke)t a sz/ koriili régidba. A kupac-tesztekkel az elsé korben tobb mint kétharmad
résziik fennmaradt a rostan, mig 188 primerrel készitett amplifikacié mutatott polimorfizmust
a két fragmentmintazatban, igy ezekkel folytattuk a kisérleteket: PCR reakciokban imméron

egyedi DNS templatokon kellett bizonyitaniuk a vizsgalt térképhelyhez il16 szegregalasukat.

A kupac-templatokkal kapott polimorfizmusok valddisagat ugy ellendriztiik, hogy a
kupacokat alkoté egyedekkel kiilon-kiilon elvégeztik a RAPD reakciokat. Ha
bebizonyosodott, hogy a kérdéses fragment az egyik kupac Osszes egyedének amplifikalt
mintazatdban megtalalhatd, mig a maésik kupac egyedeinek egyikében sem, akkor ezen
genotipusokkal az j marker azonnal térképezhetS volt a st/ lokusz koriili régidba. Az j
markerek pontosabb térképhelyének megallapitasara az F2 novények tobbi egyedével is
elvégeztiik a PCR reakcidkat és meghatdroztuk a genotipusukat. Az elvégzett kisérletek
osszegzéseként elmondhatjuk, hogy 74 kiilonb6zé RAPD primerrel dsszesen 86 1j markert
azonositottunk a kezdeti marker-korlatok, az UO553 és OPB20A kozott.

Miként az a RAPD markerekre 4ltalaban jellemz6, a st/ lokusz kornyékére
betérképezett markerek is foként dominans kiértékelésiiek voltak (egy-két kivétellel, pl.
OPF20A ¢és B). Ez nagyban megnehezitette a markerek sorba rendezését, hiszen az ellentétes
domindns (domindns transz konfiguracids) markerek kozott lejatszodott rekombinacids
esemény nem ,latszik”, egyméshoz viszonyitott elhelyezkedésiiket ezért kozvetleniil
meghatdrozni nem lehet. Ahhoz, hogy ezt a probléméat megoldjuk és felallithassunk a
markerek kozott egy hozzavet6leges sorrendet, sziikség volt a ,,stabil” viszonyitasi pontként
szolgdlé kodominans markerekkel torténd Osszevetésre. Kettévalasztottuk tehat a dominans
markereket, és a MapMaker nevili szamitégépes programmal kiilon meghataroztuk az apai
dominéns markerek egymadshoz viszonyitott helyzetét és a kodominans markerektdl vald
tdvolsagat, majd ugyanezt megtettik az anyai dominans markerekkel is. A valds
rekombinacios értékek, vagyis a kodominans markerektGl valo egyes tavolsag adatok alapjan
tudtuk aztan felallitani a kétféle dominans markerek legvaldsziniibb dsszesitett sorrendjét. A
legkdzelebbi markerek kozti sorrend megallapitdsahoz azonban tébb informaciot kellett
gyljteniink a rekombindciok szamarol. Ennek érdekében a markerek kodominans
kiértékelésére torekedtiink, illetve a térképezé populacié tovabbi egyedeit is bevontuk a

vizsgalatba.



Két 4ltalanosan hasznélt technikai lehetség allt rendelkezésiinkre a RAPD markerek
kodominéns kiértékelésiivé valtoztatasahoz. Egyrészt a kérdéses amplifikdlt fragmentet
izoldlva és probaként alkalmazva DNS hibridizacioval probaltunk genomi filteren
kodominansan kiértékelhetd szegregald fragmenteket kapni. A masik megkézelités szerint az
un. SCARs mddszert vetettiik be: a kérdéses RAPD fragmentet visszaizolaltuk, klénoztuk,
majd szekvenaltuk, hogy a megismert bazissorend alapjan specifikus primert tervezhessiink.
Ilyenkor van ra esély, hogy a specifikus primerparral arr6l az allélrél is torténik amplifikécio,
amelyr6l RAPD primerrel nem kaptunk jelet. Ha pedig a két allélr6] keletkezett amplifikacios
fragment polimorfizmust mutat, maris kodominéns kiértékeléstivé vatoztattuk az eredetileg
dominans RAPD markert.

A felsorolt modszereken kiviil a probléma megoldasahoz az utddanalizist is segitségiil
kellett hivni. Bar az idegenbeporzast diploid lucernanal az nbeporzas(oka)t kovetéen hamar
jelentkezik beltenyésztési leromlés, megprobélkoztunk az F2-t kovet nemzedék eldéllitasaval
- a morfologiai Stl bélyegnél amugy is ez az egyediili jarhaté 0t a vad fenotipusu egyedeken
beliili heterozigéta/homozigéta megkiilonboztetésre. Ha egy vad levél fenotipusu F2 egyed
onbeporzott vagy teszt-cross utodai kozott megjelent recessziv fenotipusi, ragadds leveld
leszdrmazott, az a kérdéses F2 egyed heterozigotasagat bizonyitotta a st/ markerre. Ugyanigy
ellendrizni tudtuk, hogy mely F2 egyedek utddai kozott jelent meg a vizsgalt RAPD markert
nem amplifikal6 utéd. Ily médon tobb marker pontosabb genotipus adatahoz jutottunk néhany
egyed esetében, amelyek utddai kozott talaltunk recessziv homozigétat. Azon egyedeknél,
ahol csak kevés utdd allt rendelkezésre és ezek kdzott nem taldltunk recessziv homozigétakat,

nem lehetett pontositani a dominans kiértékelést.

Elvégezve tehat a térképezd populacio genotipusok lehetd legteljesebb meghatarozasat
és kiértékelését az \1j markerekre, kideriilt, hogy a st/ lokusz mellett van még egy néhany
markerbdl 4ll6 szakasz, melyen beliil nem tudtunk a vizsgalt egyedek kozott rekombinaciot
kimutatni. Eppen ezért egy kibGvitett populacion folytattuk a térképezést, mely sszesen 820
egyedet Olelt fel. A finomtérképezés eredményeként harom RAPD marker maradt a st/
lokusszal szoros genetikai kapcsoltsdgban, vagyis nem jatszodott le koztik rekombinacio.
Ezek igen jo jeldltek a genomséta elkezdésére, ezt megel6zGen azonban még fizikai
tdvolsdguk meghatérozasa kulcsfontossagu. Id6kozben ugyanis kideriilt, hogy a st/ lokusz
kozelébe térképezddik az rDNS régi6 is, amely befolydsolhatja a térségben a rekombinécios

események gyakorisagat.



rDNS régio a st/ lokusz szomszédsigiban

A RAPD markerek gytjtogetése mellett a folyamatos térképbdévités eredményekeént
{ijabb RFLP markereket is talaltunk a st/ lokusz korili régioba. Ezek egyike a riboszémalis
RNS (rRNS) molekulékat kodold gének tandem ismétlédésti DNS szakasza, az rDNS régio,
mely citolégiai helye az tn. NOR régio. Az azonositott genomi klénok és az 6ssz-DNS
mintakhoz t6rténd hibridizdciés mintazatok alapjan lucernaban az rDNS régi6 egy ismétléds
egysége (18S, 5.8S, 25S rRNS és IGS) hozzavetSleg 12 kb hosszisagunak bizonyult.
Kisérletet végeztiink annak megallapitasara is, hogy ezek az egységek hany példanyban
ismétlédnek egymas utan az adott kromoszoma szakaszon, és meghataroztuk, hogy a lucerna
haploid genomja kb. 2000 kopiat hordoz az rDNS egységekbdl. A két adatot Osszegezve
elmondhatjuk, hogy a lucernaban az rtDNS (NOR) régié ~ 24 Mb hosszi szakaszon teriil el.

A pontos térképezés érdekében a kibdvitett térképezd populacion (820 egyed) végeztiik
a genotipus meghatarozasokat az rDNS lokuszra, és Osszevetettilk a sz/ genotipusokkal. A
vizsgélt kiterjesztett populaci6 egyetlen egyedében sem volt fellelhet6 rekombinacids esemény
a két marker kozott. Még mindig bizonytalan volt tehat, vajon a sz/ mutacié az rDNS lokuszon
beliili mutaciot jelez, vagy azon kiviil helyezkedik el. Ezért egy masik populédcio, a st/
mutaciot heterozigéta formaban hordozé McW2 sziil6 Onbeporzasabol szarmazé (S1)
populécié egyedeit is megvizsgaltuk. A vizsgélt utddok kozott egy olyan egyedet talaltunk,
amely homozigdta volt a st/ allélre és heterozigota az rDNS-re, vagyis rekombinacid jatszodott
le a két lokusz kozott. Ez szolgal bizonyitékul arra, hogy a s#/ mutéci6 az rDNS lokuszon kiviil
kovetkezett be.

A vizsgalt st/ lokusz koérnyéki régioban a rekombindciés események hidnyét
magyarazhatja az rDNS lokusz kozelsége. A meidzis citoldgiai vizsgélataibol kideriilt, hogy a
NOR régional nem tapasztalni chiazma kialakulast, a rekombinacié lejatszodésa tehat igen
erdteljes gatlas alatt van ebben a régioban. Azt azonban nem tudni, hogy ez a gétlas az rDNS
lokusz kérnyezetében meddig, milyen tavolsagban fejti ki még hatasat. Az altalunk vizsgalt
esetben, a st/ lokuszra, illetve az azonositott kdzeli molekularis markerek rekombinacios
eseményeire hatassal lehet az rDNS kozelsége. Ez a tény arra figyelmeztet minket, hogy a
régidban a genetikai és fizikai tavolsag kozt fennallo ardnyossag az atlagos értékhez (1 cM ~
1500 kb) képest akar nagysagrendekkel is megvaltozhatott a fizikai tavolsag ,javara”. Ez
viszont azt jelenti, hogy - bar a meghatarozott genetikai tavolsagok alapjan elmondhatjuk,
hogy van a st/ lokusszal szoros kapcsoltsagban 1év6 molekularis markeriink (0 rekombinéns /
820 egyed, genetikai tavolsag < 0.12 cM), a valésagban lehet, hogy a vart ~ 100 kb fizikai
tavolsag helyett sokkal nagyobb a markerek kozott 1évé DNS szakasz hossza. Erre a kérdésre a

kozeljovore tervezett fizikai térképezés adhat majd valaszt.
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