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Tematika

* A ndvénygenetika mérféldkovei

* Novényi modellszervezetek

* Novényi mutansok és elballitasuk
 Génazonositas

* Novények transzgenezise



Fontosabb mérfoldkdvek a ndvenygenetikaban |.

III

1866 — G. Mendel kdzzé teszi tanulmanyat az ,,6rokl6dés torvényszerlségeir6l” - Versuche liber Pflanzen-Hybriden
1900 - Hugo De Vries, Carl Correns, Erich van Tschernak ujra felfedezi a Mendel térvényeket

1923 - RC Punnett — szagos blikkdnyon végzett kisérletek eredményei tdmogatjak az 6roklés kromoszdma elméletét (a mendeli gének a
kromoszdmakon helyezkednek el)

1930 - B. McClintock citolégiailag azonositja a genetikai rekombinaciot a meidzis soran megfigyelhet6 atkeresztez6désekben

1931 - B. McClintock és H. Creighton kimutatja a kromoszdmak atkeresztez6dése és egyes tulajdonsagok rekombinalédasa kozotti
kapcsolatot

1931 - B. McClintock: a kukorica els6 genetikai térképe (PNAS 17:485-491, 1931)

1935 - W. Stanley izoldlja a dohany mozaik virust (TMV), Nobel-dij 1946

1938 - B. McClintock: a centromer és a telomérek szerepe a genetikai informacié megbrzésében

1944 - B. McClintock: transzpozonok felfedezése kukoricaban; Nobel-dij 1983

1951 - O. Vogel: torpeséget meghatarozo gén bevitele nemesitett buzafajtdba; ,,Green Revolution”

1964 - M. Edelman: Euglena kloroplaszt DNS izolalasa

1970 - N. Borlaug: Nobel-békedij; a ,Green Revolution” atyja, nagy term6képességli mexikdi buzafajtak létrehozasa
1976 - ndvényi genomok DNS reasszociacios vizsgalata

1977 - Mary-Dell Chilton, Marc Van Montagu és Robert Fraley kimutatja, hogy az Agrobacterium tumafaciens T-DNS-e integralédik a
gazdanovény kromoszémajaba

1979 - a névényi génkldnozas kezdete; buza rDNS génje

1983 - Ti plazmid alapu vektorral transzformalt dohany, az elsé géntechnoldgiai mddszerrel elGallitott stabil transzformans novény



Fontosabb merféldkovek a ndvenygenetikaban Il.

* 1984 - Arabidopsis thaliana mint modellnovény

» 1986 - teljes kloroplaszt genomok (Marchantia polymorpha és Nicotiana tabacum ) szekvencia meghatarozasa
* 1986 - GUS riporter rendszer kifejlesztése novényekben

* 1988 - elsé rovar rezisztens kukorica (,,Bt corn”) |étrehozasa

* 1989 - Flavr Savr paradicsom

* 1990 - Arabidopsis Genom projekt indulasa

* 1990 - a géncsendesités jelenségének felismerése; a transzgének csendesithetik az endogén géneket
e 1994 - az elsé rezisztencia gének klonozasa paradicsombol

* 1999 - a géncsendesitésben szerepet jatszo siRNS-ek azonositasa

e 2000 - TILLING reverz genetikai rendszer kifejlesztése

* 2000 - a teljes A. thaliana genom szekvencia

* 2000 - kiterjedt genomszekvenalasok

e 2001 -, Arany rizs”

e 2004 - rizs genomszekvencia

* 2009 - TALE (transcription activator-like effector)-ok felfedezése

* 2010 = Zn-finger nukledzok, TALEN és CRISPR/Cas technoldgia alkalmazasa névényekben gének célzott szerkesztésére



(Novény)genetika

* A genetikai célja:
* Az orokl6deés torvényszer(iségeinek feltarasa

* Avizsgalatok kozéppontjaban a gének és termékeik vizsgalata all.
* Molekularis
* Sejt
* Organizmus
* Populacios
* Evoluciods szintl vizsgalatok
* F6bb vizsgalati témak:
 Genomok és gének szerkezete.
* A gének/tulajdonsagok oroklédésének menete.
* A génekben hordozott informacidétartalom kifejez6désének vizsgalata (funkcid) — mol. és sejtbioldgia
* A genetikai anyag megvaltozasa hogyan eredményezte a bioldgiai diverzitast.



A gének funkcionalis vizsgalata

* Klasszikus megkdozelités - ,,Forward genetika”
Mutansok vizsgalata - a megjelend fenotipusbadl (funkciovesztés vagy valtozas)
kovetkeztethetink, hogy milyen folyamatban vesz részt a gén

* Fenotipusosan megjelen6 mutans azonositasa
* Az 6rokl6dés menetének meghatarozasa ill. egyéb mutansokkal torténd kolcsonhatas

* A mutdaciot szenvedett gén azonositasa
* A fenotipus és a biokémiai funkcid dsszevetése

* Forditott (,,reverse”) genetika

e ElGszOr azonositjuk a gént.
* Azonositjuk, vagy elkészitjiik annak mutans valtozatat.
* A fenotipus vizsgalatabdl kovetkeztetlink a bioldgiai funkciora.

* A genomszekvencia teljes vagy részleges ismerete szikséges.



A gének funkcionalis vizsgalata — modellszervezetek

* Genetikai modellszervezetek
* avizsgalni kivant folyamat tanulmanyozasra leginkabb alkalmas organizmus

» segitik a biologiai folyamatok megértését a tobbi, gyakran nehezebben
tanulmanyozhato élélényben

* kdzOs leszarmazasi vonal, anyagcsere utak konzervaltsaga, valamint a hasonlo
genomszervezOdés segit ebben

* rovid életciklus, viszonylag egyszerlibb genomszervezddés, kisérleti manipulalhatosag
* pl. lambda, T4 fagok, E. coli, éleszt6, C. elegans, ecetmuslica, zebradanio, egér, stb.

* Novényi modellszervezetek: borso, dohany, kukorica, Arabidopsis thaliana, rizs, stb.



Mendel |6kuszai

Lokusz/tulajdonsdg LG Mutadcid Gén

A - virdgszin/magszin IT G-A csere (splice site) TF

LE - szarhossz ITI G-A csere (mis. mut.) enzim

T - sziklevél szine I 6 bp inszercio reguldtor
R - magforma v 0,8 kb inszercié enzim
GP - hiively szine v ? ?

FA vagy FAS? - virdg pozici6 =~ IVVIII ? ?

V vagy P - hiively formdja ITI v VIT ? ?




Genetikai térképezés elméleti alapjai 1.

* a keresztezés sordn mindig adott tulajdonsdgok oroklodését vizsgal juk
- egy karakter esetén: monohibrid
- két karakter esetén: dihibrid keresztezés

+  mendeli genetika - tiszta vonalak haszndlata
- a heterozigétdk allélparjai elvdlnak egymdstol (szegregalds)
- gamétdk szabad kombindlodasa

parental
generation

AADD =5 .
aabd SIEE (P

self-pollinated -._ Fy generation

F- generation




Genetikai térképezés elméleti alapjai 2.

Mendel kisérleteibdl levonhato legfontosabb kovetkeztetések:
- F1 generdcié uniformitdsa
- gamétatisztasdg elve: egy ivarsejt az adott tulajdonsdgpdrbdl csak
az egyik tulajdonsdgot hordozza

- a reciprocitds elve: az els6é utédnemzedék tulajdonsdgai
fliggetlenek at1dl, hogy a tulajdonsdgot az apai vagy az anyai vonal
hordozta

- a szegregdcio elve: a mdsodik utédnemzedékben minkét sziilé
tulajdonsdagai megjelennek

- a fliggetlen kombindcio elve: két vagy tobb tulajdonsdg egymdstal
fiiggetleniil kombindlédik porents

.. 7 7 ger'|':4;r'a.lti|:|r'|
(ez persze csak a fliggetlen kromoszoman,
vagy ugyanazon kromoszémdn egymdstal
tdvol elhelyezkedé tulajdonsdgokra igaz)

self-pollinated () Fy generation

F2 generation




Arabidopsis thaliana (ludfd) genom projekt
Ve
kistermet(i (20-25 cm), kétszik(i gyomnovény (Eurdpa, Azsia, ENy Afrika) ‘}”4’
életciklusa 6 hét (csirdzastdl magérésig); genomméret 125 Mb
Johannes Thal (-> thaliana), (Pilosella siliquosa) XVI szd. Harz-hegység
F. Laibach javasolta el6szor modell névénynek 1943; (2n=10)

Rédei Gyorgy (1921-2008); U. Missouri, 1957-ben kezdett el foglalkozni komolyabban .
Arabidopsis-szal; nem volt elismert kezdetben (1969 NSF tdmogatas felfliggesztése) — mutacids
vizsgdlatok alapjan a A. thaliana gének szamat 27 813-nak becsiilte

Marteen Korneef — Wageningen University, 1976 (részletes genetikai térkép 1983)
1990 - genom projekt indulasa
1996 - Arabidopsis Genome Initiative (BAC-by-BAC)
2000 — genomszekvencia kész
nagy szegmentalis duplikacidk
2001 - NSF2010 Program — gének funkcidjanak azonositasa

2008 - 1001 genom projekt — SNP; (HAPMAP, teljes genomvaltozatok) — 1001 Arabidopsis
valtozat szekvenaldsa - 88 mar elérhet6 (2010), befejezést 2012-re igérték

www.arabidopsis.org (pl. At1g01480)
www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress/



http://www.arabidopsis.org/
http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress/

Az Arabidopsis genom - 125 Mbp
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Arabidopsis egy Osi tetraploid genom

hasonldéan a névények tobbségéhez

5 Mb 10 Mb 15 Mb 20 Mb 25 Mb 30 Mb

A genom 60 % of (67.9 Mb) duplikalédott kromoszomarégiokbal all

A poliploidizacid jelent6sen hozzajarult a genom formalddasahoz és fontos szerepet jatszott a
novények evolucidjaban

A novények kb. 30-80%-a poliploid



Rizs genom projekt

egyszikd, diploid (2n=24), kis genommeéret a f(ifélék kozott (389 Mb)
a rizs a kukoricat kovet6en masodik a termelt mennyiséget tekintve

1997 - International Rice Genome Sequencing Project (IRGSP) - Oryza sativa ssp.
japonica cv. Nipponbare (ragados, rovidszem rizs)

2002 chrl és 4

2003 chr10

2004 teljes genom szekvencia - 370 Mb

37 544 gén modell (2,859 nem mutat hasonlésagot Arabidopsis génekhez)

Oryza sativa indica (hosszuszem() genomszekvencia meghatarozasa szintén
befejez6dott

(5 genomszekvencia, koztik vadfajoké is ismert)
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Tovabbi modell névények

Chlamydomonas - egysejtd modell szervezet, amelynek fejl6dése kb. 1 milliard éve valt el a szarazfoldi
novényektdl
flagellum — a novények és az allatok kozos 6sétél; 112 Mb, ~ 17700 gén (2007)
Physcomitrella patens: moha (virag és szallitdszovet hianya); 480 Mb (2008),
36 000 gén modell
csipkeharaszt (Selaginella moellendorffii): virdg hidnya (2011)
egyik legkisebb szekvenalt névényi genom (~110 Mb)
Paradicsom: 950 Mb, 2n=24; 35000 gén, nyers genomszekvencia (2012);
Nicotiana benthamiana: virus és baktérium fert6zések f6 vizsgalati névénye, 2n=38, ~ 3 GB

Medicago truncatula: 8 kromoszéma, verzidé 3.5 (2010), ~450 Mb becsiilt, szekv.: 240 Mb kromoszémakhoz
kapcsolt, 17 Mb nem kapcs.

Brachypodium: buza, arpa zab és rozs modell névénye; a Foldkozi-tenger vidékén és a Kozel-Keleten
honos ével6 fiiféle, 2n, 4n és 6n, 272 Mbp (Nature, 2010), 5 kromoszéma



Gének funkciéjanak vizsgalata

* Biokémiai és Genetikai megkozelités
* Forward genetika
* Természetben el6forduld mutansok, 6kotipusok vizsgalata — DNS polimorfizmusok
e Indukalt mutaciok

* Fizikai mutagének (pl. UV, FN, y-besugarzas (Co)) — altalaban nagyobb genetikai
atrendez6dést eredményez
* Kémia mutagének (pl. EMS) — pontmutacio (altalaban G-A tranzicid)
* Inszerciés mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
e Mutans screen
* Génazonositas (térképezésen alapuld génizolalds, microarray- alapu génazonositas, , gene-
tagging”)
* Reverz genetika
* Inszerciés mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
* TILLING
* NOvényi transzgenezis (Agrobacterium transzformacio)



Gének funkciéjanak vizsgalata

* Biokémiai és Genetikai megkdzelités a szimbiotikus nitrogénkotés vizsgalataban



Symbiotic interactions of legumes @

phosphorus acquisition



Rhizobium indukalta gyokéergimok kialakulasa
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A szimbiotikus giimé kialakuldsa

nod-/inf- fix-
Infection
Sinorhizobium meliloti Prefixation

Fixation

Senescent

Medicago truncatula gyckérszér gyskérszér kortikdlis  infekciés fonal infekcids fonalak kifejlett gimé
duzzanat  gorbiilés sejtosztddds képzddés eldgazdsa



Szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevo novényi
gének azonositdsa

.., Biokémiai"

‘Genetikai
- forward (mutdns screen)
- reverz (jelolt gén -> mutdnskeresés)
(TILLING, transzpozon alapu)

génizoldlds

novényi mutans izoldlds

//\A

transzformdlds, regenerdlds

(Y ")




Gliméspecifikus gének izoldldsa és jellemzése

BOkt i Nitrogenkotés
atalakulds Giimé
be;kg’rsszr oregedés 5 ,
invdzié - cDNA konyvtar
Rhizobium - - differ‘gngiél hipridizdcié
megtapaddsa Késsi nodulin - genomi konyvtar
gének - DNS szekvendlds

- szekvencia analizis

- promoter analizis, expresszié
- - fehérje kimutatds
- sejten beliili lokalizdcid

- funkcié

Infekcié eldtti Infekcid és Szimbiotikus giimé 6iimg
események gliméképzédés mikodése oregedés



Gliméspecifikus gének izoldlasa: NOD25

Gén illetve géntermék jellemzése

Kiss et al., 1990

Differencial hybridizatio

T R EE R

Nodule poly A RNA  Root

Mi a NOD25 szerepe? Elengedhetetlen vagy nélkiilozhetd?

N25-GUS transgenic



ENOD12 génben delécios novenyek szimbiotikus fenotipusa
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M. truncatula gimé transzkriptom analizise
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Biokémiai megkozelités problémdja

Gliméspecifikus génizolalds (rekombindns DNS technika)
Nincs funkcio sem a NOD25-re, sem az ENOD12-rel

Nincs szimbiotikus fenotipusa az Mtenod12 gént nem
tartalmazo novényeknek

Stratégia vdltds sziikséges. Mi lehet a célravezet6?

Mutdns fenotipus vizsgdlata és a mutdciot szenvedett
azonositdsa.



Gének funkciéjanak vizsgalata

* Forward genetika
* Természetben el6forduld mutansok, 6kotipusok vizsgalata — DNS polimorfizmusok
e Indukalt mutaciok

* Fizikai mutagének (pl. UV, FN, y-besugarzas (Co)) — altalaban nagyobb genetikai
atrendez6dést eredményez

* Kémia mutagének (pl. EMS) — pontmutacio (altalaban G-A tranzicid)
* Inszerciés mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
e Mutans screen



CGH1206

NH,

VAM

Nod+ Fix+ Myc+

‘.4 Nitrogénkaté szimbiotikus kapcsolat

2\
/ e / é
mutdcidk ',
>
v | CeHL0s
. . . Rhizobium
Mt dmil , dmi2, dmi3, nsp2, nsp2, nfp, :
lin, ipd3, stb. Nod- Myc-/+
Ps sym10; Ps syml9, stb. Nod+ Fix- Myc-/+

Lj syml; Ljsym2; symb, stb.

cél: aszimbiotikus nitrogénkotés bioldgiai
folyamatanak megismerése



Szimbiotikus mutdnsok azonositdsa

fertézés rhizobiummal 4 - 7 hét novesztés .makr'os’zk.épiku.s és )
— mikroszkdpikus vizsgdlat

John Innes Centre

Mutans azonositds: 40,000 neutron besugdrzdssal vagy EMS kezeléssel mutagenizalt
M. truncatula névény vizsgdlata



Nodulation phenotype of the ineffective M. truncatula mutants I.

S. meliloti 1021
LacZ , 21 dpi

mutants
5L and 11S
are allelic




Gének funkciéjanak vizsgalata

* Génazonositas (térképezésen alapuld génizolalds, microarray- alapu génazonositas, , gene-
tagging”)



Gének azonositdsa mutdnsok segitségével

Hogyan lehet azonositani egy komplex szervezédési genombdl
egy mutaciot szenvedett géent?

» Arabidopsis 125 Mb/1C ~25 000 gén
» rizs 430 Mb/1C ~ 50 000 gén
» humadn 3400 Mbp/1C 30 000 - 35 000 gén
» blza 16000Mbp/1C ~ 25 000 gén
» gyapot 2,200 Mb/1C 50 000 - 80 000 gén
» Medicago truncatula 450 Mbp/1C ~ 30 000 gén

Genetikai térképezésen alapulé génizoldlds

pillangdsvirdglak genetikai és genomikai eszkoztdra, modell
szervezetek

Microarray alapd modszerek
Inszercids hatdrold szekvencidk segitségével

Genetikai térképezésen alapulé génizoldlds menete:

térképez6 populacio létrehozadsa, genotipizdlds
Mutans fenotipus térképhelyének meghatdrozdsa
Kromoszémaséta, jelolt gének kereése

A mutdcid azonositdsa, a gén klénozdsa

Genetikai komplementdcio

osszehasonlité géntérképezés



Genetikai térképezés

- sziil6k kivalasztdsa

- keresztezéssel F1 nemzedék elédllitdsa

- 6nbeporzdssal F2 populacié elddllitdsa

- egyedek genotipizadldsa a kiilénb6zé markerekre
- a markerek szegregadldsdnak vizsgdlata

- kapcsoltsag kiszamitdsa

- térképkészités



Relevant properties of the Medicago species

[ mw | venwo [wemome | [
T
perennial perennial
outcrossing outcrossing
heterozygous heterozygous

Ploidy level
Haploid chrom. No.
DNA cont. (Mbp)/hap. gen.
Life cicle

Crossing selfing
Self crossing >> 99 %
Genetic configuration homozygous
Hybrids

yes (between ssp.)

DNA polymorphism high enough

DNA transformation

Flowers

oo |

Genetic mapping



Model legume Medicago truncatula

Annual species closely related to alfalfa and other temperate
legumes (pea, lentil, clover, faba bean, chickpea)

Autogamous
small, diploid genome (~ 550 Mbp), self-pollinator,
short generation time

Numerous ecotypes

transformation protocols developed

tools and resources have been developed:
- genetic, cytogenetic and physical maps
- large collection of ESTs

- fools for transcriptome, proteome and metabolome
analysis (Affymetrix microarray)

genome sequencing in progress (~ 90% of the euchromatic
region is finished)




Az MtNSP2 gén térképezésen alapuld izolaldsa

genetikai térkép (cM)
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Génklonozds - térképezésen alapuld génizoldlas stratégidja

nod gene

marker A marker B marker C marker D marker E marker F

s homozygote mutant alleles

heterozygote -
homozygote wild type alleles
— —
Nod (3
o Nod &
S Nod - -
& sequencing
L Nod -
Nod = I ————————
l \ 4 v l

BAC contig

777

candidate genes




Delécidk genetikai térképzése 1.

Transzkripciés mintdzat alapjan torténd klénozds (Affymetrix gene chip)

o .
c N\ A
B/\/\/AAAAA
C/\/\/AAAAA

vad tipus

9

€3y
O B deleted
mutans G s

(fast neutron)

CHIP 1
A B C

- EHEn

CHIP 2
A B C

- ENE



Transzkripciés mintdzat alapjdn t6rténd klénozds (Affymetrix gene chip)

minden egyes gént 16-20 szintetizdlt probapdr képvisel
egy-egy probapdr egy tokéletesen parosodo (PM) és egy .mismatch”-et
(MM) tartalmazé oligonukleotidbdl dll
egy vizsgdlt génre a PM és a MM oligonukleotidok jelerésségei kozotti
atlagos kiilonbségek adjdk az eredményt
a Medicago Affymetrix gene chip 61 200 probe set (.gént") tartalmaz
32 167 M. truncatula EST/mRNA
tovdbbi 18 733 prediktdlt gént
1 896 lucerna (M. sativa) EST
8 305 Sinorhizobium meliloti gént ill. prediktadlt gén

Affymetrix Chip




Az MtERNI (bitl-1 mutdns) gén transzkipcidés mintdzat alapjdn
t6rténd azonositdsa

a-tubulin
ERF TF
AG-peptide

deletion in 5i£1-1 /

Karyopherin

AGP

ERF transcription

a-tubulin factor

Unknown protein




Az MtERN! (pdl mutdns) gén térképezésen alapuld klonozdsa

15C20SSRat_1

TC87156_1
TC20512_1

_—}%H—'—'—%F— M. truncatela LGT

07 15 0.0 02 03 (cM)
I I I I

49013 | I 15C20

I 0s 1332 |

29P9 ~2N302 B
P >
_ "
_ N
P N\

171302

|  deletion in izi-1 /

H_-_CD_—_'_“_-% M. truncatula
5 mth2_4%013

EXO

L japonicus LG1 2kb
LiT46E19 i




Deléciok genetikai térképezése 2.
Oligonucleotide Array Comparative Genomic Hybridization (oaCGH)

Medicago truncatula - Oligonukleotidok
exon 150bp
intron/utr 300bp
unigenes >1000bp 300bp
Deléciok kimutatdsa
Egy és tobb képids amplifikdcio kimutatdsa
Transzlokacié kimutatdsa

O AR O
J|:|’I:\'|If|\I||_|I|H||||\I|IH||II|||I|| O A OO

CGS - Comparative Genome Sequencing




CGH vizsgalat M. truncatula novényeken

Segmantation fer 13126002 332 wvi. 12128102 63% (B

R108

PINZ2

FNB#4

Raja Duvvuru Muni



Inszercios mutagenezis Medicago truncatula-ban I.

« Tntl - aktiv M. truncatula ssp. tricycla R108 és ssp. truncatula
(Jemalong) vonalakban (d'Erfurth et al. 2003) g

 Tntl inszerci I T I )
« 5,3 kb copia-like LTR elem
in vitro szovetkultirdban indukdlédik (.copy and paste”)

Tnt1 stabil a regenerdlt TO, majd a T1 generdcioban

Tnt1 3:1 ardnyban szegregdl a T1 generdcidban

nem helyspecifikus, .random" beépiilés

stabilan 6roklédik

4-40 képia (atlagosan 25-30)

.forward és reverse" screen (90%-osan sikeres reverse screen; J. Wen, Noble F.)

e NIN::Tntl mqunso k P. Ratet

Tad t al., 2008; 2009
Ljnin (nod-) mutdns mdr ismert volt (Schauser és mtsa. 1999) (Tadege et a )

Medicago mutdns - Marsh et al. 2007
szdmos nin allélt sikerilt azonositani

NF0532
NF2728
NF1277
NF1263
MNFO117

NF3046
MNF2640

o
“f
—
2

=
-

AN SN A SR AL

AUG STOP



Approach and strategy @

« The tobacco retrotransposon Tntl is active in M. truncatula (D'Erfurth et al. Plant J. 2003)

tissue culture mobilizes Tnt! transposons

 average of 20 insertions per plant

Tntl is stable in regenerated (TO) plants and in the progeny (T1)

Tntl insertions segregate independently and follow Mendelian segregation ratio

Tntl inserts randomly in the M. truncatula genome but it inserts preferentially in
genes (Tadege et al. Plant J. 2008)

Tntl is an efficient tool for insertion mutagenesis and can be used
forward and reverse genetic screening

wild type Mtpim (Apl) MtUFO



Insertion mutants to study M. truncatula/S. meliloti symbiosis
and root architecture

inoculation of the Tntl insertion lines with rhizobia

macroscopic and microscopic analysis (nodule morphology and zonation; differentiation
of bacteria)

characterization of mutants based on expression profile of symbiosis or lateral root
development specific genes (real time PCR) -

compact root architecture (cra)

less lateral roots (lir)
(Noble Foundation Ardmore, USA)

cra shows nod+/- phenotype
(0-3 nodules compared to wt (> 13 nodules))



Cloning of genes associated o mutant phenotypes @

transposon display

Strateqy

1) Backcrosses
2) Amplification of Tntl borders and generation of FSTs

3) Segregation analysis

4) Identification of alleles in Medicago and/or other

—L e - legumes (e.g. pea) based on:
— g C - synteny between legumes
- crossings between Medicago mutants from various
collections

- based on FST collection generated at the Noble
foundation ( )


http://bioinfo4.noble.org/mutant/

Gének funkciéjanak vizsgalata

* Reverz genetika
* Inszerciés mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
* TILLING



Inszerciés mutagenezis Medicago truncatula-ban

« mutdnsgyljtemény - Noble Foundation
kb. 19 000 M. truncatula R108 vonal, ~ 31 000 FST

nnnnn

11111
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22222
ELTTE]

* MERE retroelement (alacsony képiaszdmd; Rakocevic et al. 2009)
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M. truncatula inszercidos mutdnsok reverse genetikai haszndlata

Feltétele

* Inszerciot tartalmazd novények gydjteménye
* nagy mennyiségl hatarolo szekvencia ismerete

* TAIL-PCR
* NGS

» Ko-szegregacios vizsgalatok

NF11217

>93096298
AGGCACATGCCTAATACTTCTTC
AATGAGATGGACATCATCAAAAG
AATGGTAGTGATTGGCTAACAGT
TAAAAAAATGTTAAGAATGAA

E; dnf2-5

D NF10547

>87852088
TTCTTCAATGAGATGGACATCAT
CAGGTAGTCCTGGATATTAATAT
TAGATGCATGCATGAAGGCATGA
TCAACTCCTAAAGGAGCTCCT

E nin-3

C Medtr4g085800 100 bp F Medtr5g099060 100 bp
1234567891011121314

¢

Type 1

Type 3

Type d <

Type 5 <

Genomic DNA LDTS

Tnt! insertion g
PS5 Ol9R

L 4
Type 2 H— =500 bp

R2 R2
R1
i &—— Contigsinodes —>

Veerappan et al.

P Genomic DNA

R

R1
R2

B

Convert 90 base clean lllumina reads into FASTA format
Align PE reads to left and right ends of Tnt1 elements

1 i

Identify Type 3 and Type 4 Identify Type 1 and Type 5
reads having hybnd Tt/ reads having Thtf sequence
genomic sequence on one PE | |on one PE

il |

Separate Types 2 and 4; Separate Types 1 and 5;
assemble contigs/nodes from assemble contigs/nodes from
type 4 PEs type 5 PEs

! i

Align the hybrid Trt{/genomic reads from Type 3 and Type 4
reads and from contigs/nodes to the reference A17 genome
to identify the genomic locations of putative Tnt{ insertions

R108 NF11217 NF10547

NF11217  NF10547




Inszercios mutansok eloallitasanak tovdabbi modszerei

T-DNA transler (Add Agrobactariurm seedllngs) and salf-pollinate

C’
pasd | [ [T T 1} T T 1]
967 998 699 1000
ivaDNA SIS IIIPD D 999D
1 2| 3 4‘ 6 & u]n
Transformed .
progeny l ' l ' l l- ' l t 1 1 l
B L L - v A AL L | ~§,!n' - i"' 2 ¥ ]
(b) T T T T T T T T Ok O 1T
Each transformad
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at diffaran T-DNA T-DNA
genomic lecation disrupts disrupts
(c) nonfunctional gene A
Seeds e
from each o et
plant l 1 1
Purify DNA = 2 S
| ] | |
\ Combine DNA from l&)
different plant genomes }
(1-100) (101-200)
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3— 1m— -
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X C olaawhers) -
100— 200— —_—
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Exprealon
vector
Chromosome
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Agrobacterium
transformation

®

Cross
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Expression
vector

" @

chromsome

ﬂ

Ds Parent
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TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes)

TILLING moédszerrel azonositott nodulaciés gének

M seed bank mutans alléljai

CASTOR (10,395 bp)
L X 4

?vv\v Yy Vv vV 1 X
_l-‘—drm—-—H

{* & 4k
CCaMK (5591 bp) .
YY Yy L
S 6 & o
CYCLOPS (4059 bp) .
N i i
heat gene-specific :
cool PCR primers NFR;I (5688 bp) . ] ]
. .\ NFR5 (1788 bp)
- \-v vy
l CEL ] :
s NIN (3015 bp)
ra : ises vv v
> —f
o e 3
x £ NSP1 (1629 bp)
:l:l:ﬂ:!:f):l::::ﬂ:l:& e —— A c_',Tf_,_ Jillian Perry et al. Plant
l s aoneon o w1 & RS B Physiol. 2009;151:1281-1291
denature e : v v ¥
gel, scan L —
N1 121118 = individuals v ) } NUP85 (10,083 bp) .
rrrirrrunrua ‘“:;:-ﬂu. ,. 3 021_5’kb Ly Tfklﬂ’kb
- NUP133 (6.386 bp) m
Photoshop Identify mutants BS: —
POLLUX (6131 bp)
® ¢ - *® - .v;‘ o

SYMRK (5472 bp)
® vwy

—
0 2000 bp



A S. meliloti és a M. truncatula kozotti korai jelcserében
részvevo gének azonositdsa

Initial NF signalling Cortical cell division Root hair curling
MtNFP MINFP MtCRE] MENFP MENSPI, -2
MEDMI1,-2,-3  MININ MtDMII, -3 MtLYK3/HCL

MtNSPI, -2 MtDMI2? MENIN

\& NF
Rhizobium
/N

l &

. ) Flavonoid
Che

Ca/spik\ingw\j\“/\

Ca2+ concentration

Current Opinion in Plant Biology

Curr OpinPlantBiol 9:351-357 (2006)

predicted
dmil doesn't make infections 1 Nod-; Myc- defective in nodulin gene expression, root hair deformation, Ca spiking,  ion channel
protein
dmi2 doesn't make infections 2 Nod-; Myc- defective in nodulin gene expression, root hair deformation, Ca spiking, LRE_TIZ pe
dmi3 doesn't make infections 3 Nod-; Myc- defective in nodulin gene expression, root hqlr deformation, Shows NF CCaMK
induced calcium spiking
. . defective in nodulin gene expression, root hair deformation, Ca spiking, NF
nfp Nod factor perception Nod-; My+ induced Ca flux. LysM RK
defective in Nod factor induction of gene expression, root hair GRAS-tvpe
nspl  nodulation signaling pathway 1 Nod-; Myc+ deformation, cortical cell division and bacterial infection. Shows NF TF YP
induced calcium spiking
defective in Nod factor induction of gene expression, root hair GRAS-tvpe
nsp2  nodulation signaling pathway 2 Nod-; Myc+ deformation, cortical cell division and bacterial infection. Shows NF TF YP

induced calcium spiking



A szimbiotikus szigndl utak a modellnovényekben

a
Transcriptional activation/regulation
W
“« o
\‘\6‘ Actin rearrangement ——J» Infection thread
o formation
Cerberus| Possibly protein degradation \A
S i
@ T Grose:signefing Infected nodule
Nod-lactor\A
P ; Cyclops
- SymRK /V
Nup85 CcCaMK/ Lhk1/ Nsp1
Nup133| —p |7 P snf2/ - | Nsp2 | —p»  Organogenesis
Nuclear hitt Nin
Castor Ca?*
Pollux ol 3
Signal VAR Ca®* signal ‘S‘D 0‘::(::\ Transcriptional
trar interp ion signaling activation/regulation
b
Intercellular Crack entry with or 9 Root hair
infection without infection threads infection thread
| & ]
C A X M(
( ) (
C )4 X X
[ X i XE
)
oo oo °%% 0 %o
%o,
independent of Nod-factors, Nod~lacgor dependent Nod-factor dependent
e al and cortical NFRs cortical NFRs epidermal and
pidem required cortical NFRs required

[_Ground state

Advanced ————

NatRevMicrob 5:619-633 (2007)

NFR1 NFR5

®

SYMRK

@]

NFRS like receptor

Extracellular space

Plasma membrane —\

CO e |
SINA
SYMREM l £ Cytoplasm
K+ &S
PUB1 —————— POLLUX CASTOR —, K
l_f_‘
______ .
i INFECTION

NUP133, NUP85
NENA

Nuclear pore
complex

Inner membrane
Perinuclear space
Outer membrane

(@D Transcription factors

Symbiosis-associated

gene expression
Y Sa TS (0TS 40 S 40 N )

Nucleoplasm
Current Opinion in Plant Biology

Martin Parniske




Gének funkciéjanak vizsgalata

* Biokémiai és Genetikai megkdzelités
* Forward genetika
* Termeészetben el6forduld mutansok, okotipusok vizsgalata — DNS polimorfizmusok
* Indukalt mutaciok

* Fizikai mutagének (pl. UV, FN, y-besugarzas (Co)) — altalaban nagyobb genetikai
atrendez6dést eredményez
e Kémia mutagének (pl. EMS) — pontmutacio (altalaban G-A tranzicid)
* Inszercids mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
e Mutans screen
* Génazonositas (térképezésen alapuld génizolalds, microarray- alapu génazonositas, ,gene-
tagging”)
* Reverz genetika
* Inszercids mutagenezis (T-DNS, transzpozon)
* TILLING
* NOvényi transzgenezis (Agrobacterium transzformacio)



Gram- negativ talajbaktérium

Sebzési helyeken keresztil fert6z

Az egysziklek kivételével a legtobb novényt képesek fertbzni

gyokérképzédés (A. rhizogenes)

Egy transzportrendszer segitségével a baktérium transzformalja a fert6z6tt névényt (HGT)

Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis
: _ Right T-DNA border

Auxin production

Left T-DNA border K WConjugative transfer

Ti plasmid
(Octopyne type)

Virulence region - "Opine catabolism

Origin of replicétibn



Agrobacterium T-DNS atvitele

* Bakterialis eredet(i gének jutnak at a ndvényi genomba

* Az atjuttatott gének Ti/Ri plazmidon (> 200 kb) TR Plant Cell
talalhatéak, onnan vagdédnak ki

Cytoplasmic

T-complex _
Lig Heceptors

* Egy transzportrendszer segitségével a baktérium
transzformalja a fert6zott novényt e T

, . , ;. - s veDin: v Vir B
« Baktérium gének (T-DNS) épiilnek be a névényi T | fevae -
genomba (Vir gének), ahol konstitutivan \
expresszalédnak és anyagcsere valtozasokat idéznek vir gbffes .
el6 (onkogének) o~ | Nucleus
cleal”
i B C: &t 0 E locglization sjgnal (NLS)
+ ‘gt
« X {7
G G Cyfoplasm

A %ﬁ

Plant



Transzformacio Agrobacterium segitsegével |.

* Az Agrobacterium természetes génvektorként hasznalhatdk

* Transzformacid Ti plazmid alapu binaris vektorokkal
* binaris plazmid (hormon és Vir gének nélklil, Cambia, Gateway, stb.)
* Bevinni kivant gén/szekvencia (T-DNS — LR/RB)
* Prombter
* konstitutiv expressziot biztositd nativ vagy idegen pl. CaMV35S, Ubil, Actl
* indukalhato (pl. SA, tetraciklin, szteroid, sebzés, stb.)
» szovetspecifikus (endospermium, levél, stb.)
* Terminacids szekvencia (pl. T35S)
e Szelekciés marker

L. . ] Uni p | et it Heterologous gene
» Baktériumban (E. coli, Agrobacterium) PSRRI Plant selectable marker gene 1
e N OVé nyben Plant selectable marker gene 2 _T/z:%% Right T-DNA border
 Antibiotikum (hyg, amp) rezisztencia Left T-DNA border f \ e . o :
o o I8 rigin of replication for E. coli
* Herbicid (foszfotricin) ‘? SR
* Fluoreszcens (GFP, mCherry) \'f
) . ., i ﬂ% Origin of replication for Agrobacterium
* Enzimatikus reakcié (GUS-festés) \

* helper Ti plazmid (T-DNS nélkul Vir gének) N



Transzformacio Agrobacterium segitségevel Il.

* Transzformacio (indirekt és direkt médszerek:
infiltracio, egyutt tenyésztés, biolisztikus mddszer,
PEG, stb.; protoplaszt vagy szovet/novény

transzformalasa)

* Véletlenszer( beépllés

* Integralodast kovetéen mendeli 6roklédés

* Felhasznalasi lehet8ségek
* Gének expresszios vizsgalata
* Géntermék vizsgalata
* Genetikai komplementacio
* Egyéb gének kifejeztetése (GMO)
* Ellenallosag kialakitdsa

* Mennyiségi és mindségi javitas

s/ O\ Ge f imarest (GOI)
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Nodulation phenotype of the ineffective M. truncatula mutants I.

S. meliloti 1021
LacZ , 21 dpi

mutants
5L and 11S
are allelic




Kinetics of nodule developement in 9F and wild type plants

&

Esn e




Bacterial invasion of nodules is impaired in 9F

boundary of the extended invasion zone ITs in the proximal part of 9F
and the basal region of 9F elongated nhodule elongated nodule ‘




IPD3 gene is impaired in 9F

MtB108
ENOD4(

M. truncatula — —
LG5

mth4-3n15
mth4-28¢15

IPD3 - Interacting Protein of DMI3 (Messinese et al. 2007)



Mutation in ipd3-1 @

tposcds  EEIIEZEEETE: NI S N BT RN

990 bp 1045 bp

wt AGATCCTGTTGATAGAGAATTGCAATCTAGTAACTTGTTTCTGGCCAAG /- rcyrnnns
deletion in ipd3-1 AGATCCTGTTGATAGAGAATTGCAATCTAGTAACTTGTTTCTGGCCAA TAAAA

N ird3-1 [N
cDNA
e [N ]

1039 bp

predicted Pd3-1 ] NLS
et I N N

{ -helix \ / ( -helix

Ser/Thr-rich region




IPD3 and CYCLOPS restore the nodulation phenotype of ipd3-1 @

S. meliloti 1021 LacZ

empty vector

355::IPD3

prmMtIPD3::IPD3

prLjCYCLOPS::CYCLOPS

A. rhizogenes transformation




IPD3 restores the nodulation phenotype of ipd3-2

wt e wt

empty vector

ipd3-2 ipd3-2

prMtIPD3::IPD3

A. rhizogenes transformation



Medicago - rhizobium symbiotic interaction

. r~Infection Symbiosome
“ Rthread

Endocytosis

|}

X
7\
v/ <I ¥,
Nucleus
Vacuole

differentiation

Bacteroid

Nitrogen fixation

Jones et al. 2007



A rhizobium invazié és differencidlédas fébb Iépései

infekcidosfondl bakteroid
baktériumok differencidcio,
lef(izé6dése endocitézis hitrogénkotés

.l

sejtmag szimbioszdma bakteroidok

vakudlum

Cél: a szimbiotikus giimé invazidjaban és miikodésében résztvevé novényi gének
azonositdsa és megismerése



Zonation of the indeterminate

Gavlin et al. 2014

7

nodule of M. truncatula

Sytol3 staining



Dissecting of the later stages of symbiotic nitrogen fixation

Objective: identification plant genes required for bacterial invasion and function of the
symbiotic nodule

mutant { A— /

ineffective nodulation (Fix-)




Nodulation phenotype of dnf7 mutants
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Sytol3 staining

X-gal staining

S. medicae WSMA419 LacZ, 21 dpi



Persistence of rhizobia is defective in dnf7 nodules

wild-type




Endoreduplication of nodule cells is reduced in dnf7-2 nodules

wild type nodule

wt leaf

dnfb-2
nodule

0
39 11.6 103
53.7
EEIC Mm e
oot | 35 | 229 258 | 04 | 517

nuclear DNA content during
nodule development (Vinardell
et al. 2003)

analysis of nodule cells by flow cytometry (S. Brown, ISV, Gif-sur-Yvette)



EM of dnf7-2 mutants indicates failure of bacteroid elongation

~ ' proximal part
Vi of zII

zITT




Bacterial elongation is reduced in dnf7-2 nodules

free living S. medicae WSM419

1100)

S. medicae WSM419
from wt nodules

1000; mutant: n

c
=
3
=
)
<
]
]
T
@
S
&

from dnf7-2 nodules

Measurement of length of bacteria in zone IT



A gene encoding a nodule-specific cysteine-rich peptide NCR169
is deleted in dnf7-2

A

w LG7

]
18.9 MtB183
2141 h2_5f17a

| dnf7-2

Probe Set ID Signal ratio  Corresponding gene

(dnf7-2iwt*100) 98 bp 88 bp

- Y Y Y Y 2309 b 88 b
Mtr.3210.1.S1_at 25 Medtr7g029760 NCR169 -—pF—pq
Mtr.4315.1.51_at 34 Medtr1g004950 STOP ATG

Mtr.14675.1.51_s_at 36 Medtr59025230
Mtr.4870.1.S1_at 38 Medtr4g093170 NCR169 |signal peptide x8-C-x5-C-x12-C-x4-C-x5

MalbNCR169  MEDNERLEENErUEVECELvvvESEREEoNeRR LR VDI DEENIRKER  IFEvENT VLK 66
A17 NCR169 MEEMEK Ty T rLjvELfLvv
R108NCR169 MEEMBK Ty TR LVELLVVI
MsatNCR169 MIEIIHIV‘!TIILIVILILWI

dkke ok kkk ook ok o:kkk deds  kdkk s kdkdkkokokdkok ok s kokokokkok




NCR169 restores the nodulation phenotype of dnf7-2
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Mutations in Cys residues abolish the function of NCR169
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NCR169 is mainly expressed in the proximal part of zone IT and zone ITI
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(obtained from LCM, Roux et al. 2014)
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NCR169-mCherry fusion protein is co-localized with bacteroids

dnf7-2 mutant prNCR169::NCR169-mCherry
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