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1. BEVEZETES

A nitrogénk6td szimbidzis vizsgalatdnak fontossdgat napjainkban elsésorban annak
kiemelkedd mezdgazdasagi jelentdségével indokoljak. Ez kétségtelen, azonban nem csupan a
mezdgazdasagi miivelés ala vont teriiletek, de az egész bolygd anyagaramlasaban kulcsszerepet
toltenek be a nitrogénkotd szervezetek és a velik szimbidzist kialakitdé novényfajok. A
dolgozatomban bemutatott kutatds sordn a nitrogénkotd szimbiozis kialakitasahoz sziikséges
novényi gének fejléddeését, evolucids valtozasait vizsgaltuk. Tudni szeretnénk, milyen genetikai
valtozasoknak koszonhetéen képesek egyes novényfajok szimbiotikus nitrogénkotésre, mig
masok nem. Milyen moédosuldsokon mentek keresztiil egyes gének, géntermékek, mig a
nitrogénkotd szimbidzis miikodoképes részéve valtak. Ez a munka két nagy, egymast kiegészitd
egyseégre bonthatd. Publikus adatbazisok felhasznalasaval szamos novényfajbol gyljtottiik dssze
szimbiotikus gének homologjait, melyeken informatikai eszkozokkel Osszehasonlitasokat
végeztiink. Emellett egy E3 ubikvitin ligdz aktivitassal bird szimbiotikus fehérje, a M. truncatula
LIN, ¢és rokonai részletes evolicidos elemzésével, valamint funkcionalis vizsgélataval kerestiik a
valaszt arra, hogy miként valhat egy géntermék a szimbidzis kialakitasdnak nélkiilozhetetlen
szereplojévé. A kutatdsi téma, és a megkdzelitések sokszinlisége miatt, a kapott eredmények

szintézisé¢hez tobb, egymastol tavolabb esd témakort is sziikséges alabb roviden bemutatnom.

1.1. A novényi fejlodéshez sziikséges makroelemek

A talaj ndovények szdmadra felvehetd tdpanyagtartalma szamos termdéhelyen korlatozéd
tényez6 a novényi fejlédés, produktivitds tekintetében. A korlatozas leggyakoribb oka az
elérhet6 foszfor (P) illetve nitrogén (N) mennyisége.

A P egy létfontossdgii makroelem, a ndvényi szarazanyagnak mintegy 0,2%-at teszi ki.
Igen reaktiv, a természetben elemi formaban nem fordul eld. JellemzOden szervetlen foszfat
vegyliletekben, vagy szerves anyagokban kotott formaban taldlhatdé meg a talajban, illetve
természetes vizekben. A talaj un. oldott P készletét szinte kizardlag annak vizben oldott
ortofoszfat (PO4”) tartalma adja, a névények egyediil ebbél a készletbsl veszik fel a P-t. Az
oldott P készlet dinamikus egyenstlyban all az Gn. aktiv P készlettel, ami a talaj szilard fazisanak
konnyen oldhatd szervetlen P tartalmat, illetve a mikrobak altal szerves anyagokbol konnyen

mobilizalhatdé P hanyadot jelenti. A talaj Gn. kotott P készletét az oldhatatlan szervetlen foszfat
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vegyliletek, illetve a mikrobék altal végzett mineralizacionak ellendlld szerves anyagokban kotott
P teszi ki. A novények altal nem hasznosithatd forma ardnya 20%-t61 akar 80%-ig terjedhet. A
mesterséges P utanpoétlas, (mii-)tragyazas soran kiszort P akéar tobb mint 80%-a gyorsan
immobilizalodik a talajban, €s adszorpciod, precipitacid vagy szerves formava torténd konverzio
utjan a novények szamara elérhetetlenné valik (Holford, 1997; Dodd et al., 2013). Emellett a P
jellemzden diffazioval, igen lassan mozog a talajban, igy az azt gyorsan felszivd gyokerek
kornyezetében P hidny alakulhat ki. Egyes P hidnyos ¢él6helyeken eldforduldé nodvények
megnovelt felszinli specialis (an. proteoid) gyokereket fejlesztenek, illetve nagy mennyiségben
szerves savakat bocsdjtanak a talajba, hogy igy mobilizaljdk és alakitsak felvehetové a P-t
(O’Rourke et al., 2013). A talajban ¢16 mikroorganizmusok aktivan befolyasoljak az elérheté P
mennyiségét, szerves anyagaikban megkotik, vagy éppen mineralizaljadk azt (Richardson and
Simpson, 2011). E mikrobdk koézé tartoznak a mikorrhiza gombak is. E gombakkal kialakitott
szimbidzis révén szamos szarazfoldi novény képes hatékonyabba tenni a P felvételét.

A foldi legkor mintegy 78%-a elemi N gaz. Mégis, a P-t kdzvetleniil megelézve, a N a
novényi novekedést leggyakrabban limitaldé makroelem. A szén, oxigén és hidrogén utdn a
legnagyobb mennyiségben sziikséges organogén elem. A N folyamatos korforgdsban mozog az
¢lolények és a légkor kozott (Galloway et al., 2004). Az elhalt szerves anyagokbol felszabadulo
ammonia nitrifikdldé mikroorganizmusok révén a ndvények altal még hasznosithatd nitritté,
illetve nitratta alakul, amit a denitrifikalok elemi dinitrogénné alakitanak tovabb, igy jut vissza a
légkorbe. A természetben a villamlas soran lezajlo foto- és elektrokémiai reakcidk soran kis
mennyiségben nitrogén-oxidok keletkeznek, melyek vizben oldva nitritté, nitrattd alakulnak.
Emellett vulkani miikodés, a fosszilis energiahordozdk égetése, illetve ipari tevékenység
szennyez0 melléktermékeként is keletkeznek, illetve jutnak a kdrnyezetbe nitrogén oxidok és
ammonia. A modern mezdgazdasag egyre novekvd N utanpotlas igényét ipari tton eldallitott N
miitragyakkal elégiti ki. Eléallitdisuk minden esetben a légkori nitrogén redukcidjaval torténik,
amihez a sziikséges hidrogén gazt és energiat nem megujuléd fosszilis energiahordozokbol nyerik.

A légkori N, redukcidjara csupan bizonyos prokariotak képesek, ezt nevezziik biologiai
nitrogénkotésnek. Az indifferens N-t ammonidva redukaljak, mely mar a novények szamara is
felvehetd. A nitrogénkotésre képes mikroorganizmusok lehetnek obligat szabadon €16k, ezek
szimbionta partner nélkiil képesek a légkori dinitrogén redukcidjat végzd nitrogendz enzim
miitkodéséhez elengedhetetlen mikroaerob kornyezet megteremtésére. Masok ndvényekkel laza
(asszociativ), vagy szoros szimbiotikus kapcsolatban képesek a 1égkdri nitrogén redukcidjara. A
biologiai nitrogénkotés ezen modjai eltérd ardnyban jarulnak hozzd a kiilonb6zd adottsagl
természetes ¢él0helyeken megkotott nitrogén mennyiségéhez. Bar a szimbidzisban végzett

nitrogénkotés nagysagrendekkel hatékonyabb, globalis szinten mind a szabadon €16 nitrogénkotd
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mikrobak miikddése, mind a szimbiotikus nitrogénkotés egyarant nélkiilozhetetlen a miik6do

nitrogén haztartas fenntartasaban (Reed et al., 2011).

Gunnera

bakterialis endoszimbioézis

\

\

Magnoliidae

Liliopsida

Gymnospermae

L

Monilophyta

iimpe.

Lycopodiophyta

11\

Anthocerotophyta

Bryophyta
Marchantiophyta

Eudicotidae

Fa FaCuRo

¢

mikorrhiza
szimbiozis

jelen

50 millio
éve

100 millié
éve

450 millié
éve

1.1. abra. A mikorrhiza gomba (kékkel) és nitrogénkotd bakterialis (pirossal) endoszimbiodzisok elterjedése a

szarazfoldi novények torzsfejlédése soran (az iddskala az abra jobb oldalan lathatd). A mikorrhiza szimbiozis jelen

van a szarazfoldi névények minden leszarmazasi vonalan, feltételezések szerint mar az elsé szarazfoldi ndvények

szimbidzisban éltek mikorrhiza gombakkal (mintegy 460 millié évvel ezel6tt). A gydkér giimoket kialakito

nitrogénkotd endoszimbidzis vélhetden tobbszor megjelent a ndvények evolicioja folyaman, de minden esetben az

egy monofiletikus egységet alkotdé Fabales, Fagales, Cucurbitales és Rosales kladokon beliil (Fa Fa Cu Ro).

Kilonalld kivételt képeznek a Gunnera fajok. Ez utdbbi esetben a nitrogénkotd Nostoc cianobaktériumok a

novények levélnyelének tovében elhelyezked6 sejteket fertdzik (Kistner and Parniske, 2002).

1.2. Novény-mikroba szimbiozisok

Az egyes ¢lohelyeken kialakuld korlatozott tdpanyag elérhetdségre adott evolucios

léptekli valasz lehet a talajlakd mikroorganizmusokkal létrehozott szimbiotikus asszociacio,

mely fontos makroelemeket juttat a novénynek (elsdsorban P-t, illetve N-t) a fotoszintézis

cukortermékeiért cserébe. Egy 0Osi egylittélési forma a talajlaké gombakkal kialakitott
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arbuszkularis mikorrhiza szimbi6zis. Ennek révén elsdsorban foszfatvegyiiletekhez jut a névény.
Kialakulasat kozel egyiddre dataljak az elsd szarazfoldi novények megjelenésével (Remy et al.,
1994; Redecker et al., 2000; Heckman et al., 2001), €és azota is jelen van a szarazfoldi novények
talnyomé tobbségében (Brundrett, 2002). Emellett egy masik, joval késébb kialakult,
szimbiotikus egyiittélési forma is 1étrejott, nitrogénkotd talajbaktériumok és egymassal kozeli
rokonsdgot mutatd zarvatermd novényfajok egy sziik kore kozott, melyek a Fabales, Fagales,
Cucurbitales és Rosales kétszikii (Dicotidae) csoportokba sorolhatdak (Soltis et al., 1999) (1.1
abra). A talajbaktériumokkal kialakitott nitrogénkotd szimbiodzisnak két jelentds formaja 1étezik.
A pillangésviragtiak (Leguminosae vagy Fabaceae, Fabales), tovabba az egyetlen nem pillangos,
a Parasponia (Rosales) nemzetség Gram-negativ talajlakd baktériumok valtozatos csoportjaval,
Osszefoglaldo neviikon Rhizobiumokkal alakit ki szimbiozist. Az aktinorhiza szimbiozis pedig a
Fagales, Cucurbitales €s Rosales csoportok egyes fajai €s a Frankia nemzetséghez tartoz6 Gram-
pozitiv, fonalas szervezddésli nitrogénkotd baktériumok kozott megfigyelt mutualisztikus
egylttélés (Pawlowski and Bisseling, 1996; Hocher et al., 2011). A nitrogénkoté endoszimbidzis
kialakitdsa folyaman egy 0j novényi szerv képzddik, a gyokérgiimd. A szimbionta baktériumok
ebben végzik a légkori dinitrogén ammoéniava torténd redukciojat, amit a ndvény szerves
molekuldkba ¢épit be. A természetes €lohelyeken betoltott szerepiik mellett a nitrogénkotd
szimbidzis kialakitasara képes novények hatalmas gazdasagi jelentdséggel is birnak. Az ezekkel
veégzett vetésforgods termelés évszazadokon at biztositotta a miivelt foldek termderejének (a
novények altal felvehetd nitrogén tartalmanak) utanpotlasat, ezaltal a magasabb
terméshozamokat. A pillangosviraguak termesztése napjainkban is kiemelt fontossagu, hiszen
fenntarthat6 és koltséghatékony alternativ megoldast kinalnak a mezdgazdasag egyre névekvo
nitrogén-utanpotlas igényére (Graham and Vance, 2003).

A mikorrhiza és nitrogénkotd endoszimbidzisok kialakuldsat €s folyamatat korabban
egymastol fliggetlentil irtak le és nem talaltak szembe6tld hasonlésdgokat, azonban a molekularis
vizsgalatok szamos hasonlosagot mutattak ki a két rendszer k6zott, elsdsorban genetikai szinten.
A jelenleg rendelkezésre 4ll6 ismereteink alapjan feltételezhetéen szoros evolucios kapcsolat
flizi 6ssze a két jelentds novény-mikroba szimbidzist. Vélhetéen az 6si mikorrhiza szimbidzis

egyes elemeit felhasznalva fejlodott a joval fiatalabb nitrogénko6td szimbidzis (Parniske, 2008).
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1.2. abra. Az arbuszkularis mikorrhiza szimbiozis kialakulasa (Parniske, 2008).

1.2.1. Az arbuszkularis mikorrhiza endoszimbiézis

Az arbuszkularis mikorrhiza szimbiozis egy 0si, a ndvények széles korében elterjedt
egylttélési forma. Elsd eldfordulasa egybeesik az elsd szarazfoldi novények mintegy 460 millio
évvel ezelotti megjelenésével. Feltételezhetd, hogy az ezekkel a gombdkkal kialakitott
szimbi6zis tette lehetdvé az elsd, kezdetleges szdrazfoldi novények szdmdra a szarazfold
kolonizalasat (Redecker et al., 2000; Heckman et al., 2001). Ez azt is valdsziniisiti, hogy a
mikorrhiza szimbidzis kialakitasanak képessége mar jelen volt a szarazfoldi ndvények kozos
dsében. Ebbol kovetkezik, hogy azok a fajok, melyek ma nem Iéphetnek szimbidzisra mikorrhiza
gombakkal, ezen képességiiket elveszitették az evoluciojuk folyaman. Mikorrhiza szimbidzis
kialakitasara a recens szarazfoldi novényfajok tobb mint 80%-a képes. A mikroszimbionta
partner a Glomeromycota gombak koziil keriil ki. Egy gombafaj szamos ndvényfajjal képes
szimbidzisra 1épni, ugyanakkor egy novényfajt (akar egy egyedét is) egyszerre tobb gombafaj is
kolonizalhat (Santos-Gonzalez et al., 2007). A ndvények altal a rhizoszférdba bocsajtott
masodlagos anyagcseretermékek, strigolaktonok indukaljak a Glomeromycota spora csirazasat,
mely ezutdn a gyokér irdnyaba ndvekszik, €s eldgazasokat hoz Iétre. Emellett a mikorrhiza
gomba valaszul kitin vazas vegyiileteket, in. mikorrhizacios (Myc) faktorokat termel, melyek az
azokat érzékeld gyokeérsejtekben szimbidzis-specifikus valaszokat valtanak ki. Az epidermisz
sejtekben a maghartya kornyezetében kialakuld periodikus Ca®" koncentracié oszcillacié
kozvetitésével (Navazio and Mariani, 2008) a szimbionta gomba infekcidjat eldsegitd
génexpresszios valtozasok indulnak be. A gydkeret elérd hifdn egy specidlis appresszorium, a

hifopodium alakul ki. A hifopédium alatt, annak folyamatos mechanikai és kémiai ingerld
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hatasara a ndvényi sejt specidlis struktirat, un. pre-penetracids apparatust (PPA) hoz létre (Genre
et al, 2005), mely a hifopodiumbdl ledgazd6 gombafonalat elvezeti a gyokér belsd
kéregallomanyaba. Itt a hifa kilép a sejtbdl, eldgazik, és a gyokér tengelyével parhuzamosan
novekszik az apoplasztban. Ez a hifa PPA szerli struktardk kialakitasat indukalja a belso
kéregsejteken, ledgazdsokat alakit ki, végiil ndvényi membréannal hatarolt fadgszerli struktarakat,
arbuszkulumokat hoz Iétre a sejtek belsejében. Az arbuszkulumok a ndovény és gomba kozti
anyagaramlas szinterei (1.2. abra). A gyokér belsejében a gombafonalak, még az arbuszkulumok
1s, mindvégig ndvényi membrannal és sejtfallal hatdroltak (Parniske, 2008). A szimbionta
gombanak a gazdanovény gyokéren kiviil novekedd hifai kobcentiméterenként tobb mint 100 m
hosszan is behaldzhatjak a talajt, a gyokér kiterjesztéseként miikodve nagysagrendekkel novelik
meg a felszivo felszint (Miller et al., 1995), illetve a talaj olyan teriileteire is elnyulnak, ahova a
gyokerek mar nem. A novény a fotoszintézis altal termelt cukrok akar 20 %-4at is a gombanak
juttathatja, mely cserébe asvanyi anyagokkal, elsdsorban P-ral, illetve vizzel latja el a gazdat

(Bago et al., 2000).
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1.3. abra. A pillangés-Rhizobium nitrogénkotd szimbiozis kialakulasanak kezdeti folyamatai (Oldroyd et al., 2011).

1.2.2. A pillangésviragiuak nitrogénkoté endoszimbidzisa

A gyokérgiimOkben létrejovo nitrogénkotd szimbidzis képessége vélhetden tobbszor is
kialakult a szarazfoldi ndvények torzsfejlodése soran (elészor mintegy 65 millio évvel ezeldtt,
1.1 abra), am minden esetben rokon novényfajok egy sziik csoportjan beliil (Swensen, 1996;
Doyle et al., 1997). A pillangdsviraghh novényfajok €és Rhizobiumok kozott jellemzden egy
szigorian gazdaspecifikus egyiittélési mod alakul ki, altaldban egy baktériumfaj csak egy, vagy

- 13-



ne¢hdny kozeli rokon novény fajjal képes szimbiozisra lépni (Dénarié et al., 1992). A
nitrogénkotd szimbidzis csakis olyankor jon létre, amikor nem all rendelkezésre megfeleld
mennyiségll felvehetd nitrogén a talajban, és kialakulasakor szdmos folyamat pontosan iddzitett
¢s Osszehangolt sorozata jatszodik le a két szimbionta szervezetben (1.3. abra). A névény altal a
talajba bocsajtott flavonoid vegyiiletek a gydkérhez vonzzak a szimbionta baktériumfaj egyedeit,
melyek a novény kémiai jelére fajspecifikus kémiai modositasokat hordozé kitin vazas
oligoszacharidokat, tin. nodulaciés (Nod) faktorokat kezdenek termelni. A Nod faktorokat a
kozeli gyokérszorok érzékelik, €és a ndvényben szimbidzis-specifikus fiziologids és
génexpresszios valtozasok indulnak el (Hirsch, 1992; Denarie et al., 1996; Long, 1996; Spaink,
2000). Ezek az események kezdetben egymastdl térben elhatarolva, idében péarhuzamosan
figyelhetdek meg a gyokér szoveteiben. A szimbionta baktérium az epidermiszen, pontosabban a
gyokérszorokon at hatol a gyokér belsd sejtrétegeinek iranyaba. Ez az un. infekcid, melynek
folyamdn a baktérium mindvégig egy novényi membrannal és sejtfallal hatarolt csdszerli
struktiraban, az infekcios fondlban halad tobb sejtrétegen keresztiil (Gage, 2004). Az infekcids
fonal utjat a névény specialis citoplazma strukturai, a pre-infekcios fonalak hatarozzak meg. Az
infekcios folyamat kezdetével egy idOben, szadmos sejtréteggel beljebb, a gyokér belsd
kéregallomanydban egyes sejtek visszanyerik o0sztodd képességiiket, ¢és kialakitjadk a
glimOkezdemény sejttdmegét. A nitrogénkotd szimbidzis kialakuldsdhoz vezeté események
0sszehangoldsahoz specifikus jelcseréken alapuld, folyamatos kommunikacido sziikséges a
novény ¢és szimbionta, valamint a gyokér kiilonbozd szovetei kozott is (Gibson et al., 2008). A
létrehozott glimOben a szimbionta baktériumok egy endocit6zishoz hasonlé folyamattal fiiz6dnek
le a glimdsejtekbe, és igy novénnyi membrannal koriilfogva kerlilnek a ndvényi sejt
citoplazmajaba. Ezeket nevezziik szimbioszomdknak, melyben a lefliz6dott baktériumok tun.
bakteroidokkd alakulnak. Ebben a formaban végzik a légkori nitrogén redukcidjat , melyhez a
szimbioszOmak mikroaerob kornyezete biztositja a megfeleld koriilményeket (Oldroyd and

Downie, 2008).

1.2.2.1. A nitrogénkoté szimbiozis kialakitasahoz sziikséges novényi gének

A nitrogénkotd szimbiozis kialakuldsa €és miikodése soran lejatszodd folyamatokat
iranyitd novényi gének koziil mar szamos geént, illetve génterméket leirtak. Elsdsorban a két
modell novény: a lucerna egy kozeli, mediterran elterjedésii rokona, a Medicago truncatula (Mt)
(Cook, 1999) és a szarvaskerep egy kozeli rokona, a Lotus japonicus (Lj) (Sato and Tabata,

2006) vizsgalataval sikeriilt ezeket azonositani. FOként a szimbiotikus kapcsolat kialakulasanak
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kezdeti 1épéseiben szerepet jatszo géneket ismerjiilk mar (1.4. dbra). Tudjuk, hogy a bakterialis
jelmolekulak érzékeléséhez és a jelatviteli utvonal aktivizadlasahoz LysM tipusu receptor kinazok
(MtLYK3, MtNFP, LjNFR1, LjNFRS5) (Amor et al., 2003; Limpens et al., 2003; Madsen et al.,
2003; Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006; Mulder et al., 2006) és egy LRR ismétlddéseket
1s tartalmazé receptor kinaz (Medicago sativa NORK/MtDMI2/LjJSYMRK) (Endre et al., 2002;
Stracke et al., 2002; Bersoult et al., 2005) miikddése sziikséges, mely a gyokérszOr sejtmagjanak
kornyezetében kalciumszint ingadozas kivaltasdhoz vezet (Wais et al., 2000). Ez a jellegzetes
periodikus kalciumszint oszcillacid nuklearis porus komplex elemek (LjNUP133, LjNUPS8S)
(Kanamori et al., 2006; Saito et al, 2007) ¢és egy feltételezett kation csatorna
(MtDMI1/LJCASTOR ¢és LjPOLLUX) (Ane et al, 2004; Charpentier et al, 2008)
kozremiikodeésével jon létre, s szignalként szolgal a tovabbi folyamatokhoz. Ennek dekodolasat
egy sejtmagi kalcium-kalmodulin fiiggd protein kinaz (MtDMI3/LjCCaMK) (Mitra et al., 2004;
Tirichine et al., 2006) végzi egy kolcsonhaté partnerrel egyiitt (MtIPD3/LjCYCLOPS)
(Messinese et al., 2007; Yano et al, 2008), ¢és kiilonboz0 transzkripcids faktorok
(MtNSP1/LjNSP1, MINSP2/LjNSP2, MtERN, MtNIN/LJNIN) (Schauser et al., 1999; Kalo et
al., 2005; Smit et al., 2005; Marsh et al., 2007; Middleton et al., 2007; Murakami et al., 2007)
fele tovabbitja a jelet. Az LjNAPI/MtRIT és LjPIRI gének az infekcidos fonal kialakitdsa és
haladéasa folyaman bekdvetkezd aktin-sejtvaz atrendezésben vesznek részt (Yokota et al., 2009;
Miyahara et al., 2010). Az MtLIN/LjCERBERUS gének E3 ubikvitin ligazt kodolnak, mely
nélkiilozhetetlen az infekcids fonal tovabbhaladdsahoz a gyokérszorokbdl a lejjebb elhelyezkedd
sejtrétegek felé, emellett sziikséges a giimd primordium tovabbi fejlddéséhez is (Kiss et al.,
2009; Yano et al., 2009). E szimbiotikus jelatviteli halézat kapcsolatot I€tesit a novény citokinin
szignalizacios utvonalaval is, egy a szimbiotikus nitrogénkotéshez nélkiilozhetetlen citokinin
receptor (MtCRE1/LjLHK1) (Gonzalez-Rizzo et al.,, 2006; Tirichine et al, 2007) révén. A
novény a szimbidzis kialakitdsanak €s fenntartasdnak teljes ideje alatt szigortian, de dinamikusan
képes szabalyozni a glimOképzddés folyamatat, s ebben tovabbi LRR-receptor kindzok vesznek
részt (LJHAR1/MtSUNN ¢és LjKLV) (Nishimura et al., 2002a; Schnabel et al., 2005; Miyazawa
et al., 2010).
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1.4. abra. A szimbidzis kialakitasanak részben feltart korai szignalizacios utja (Parniske, 2008). A szimbiotikus
fehérjék elnevezése a M. truncatula illetve a L. japonicus nevezéktant koveti. Ahol a két fajban mas néven ismertek

az ortolog géntermékek, ott mindkét nevet feltiintettiik. A kdzos szignalizacids Gt elemeit piros keretezés emeli ki.

1.2.2.2. A kozos szimbiotikus titvonal génjei

Az arbuszkuldris mikorrhiza szimbiozis genetikai analizise - a rendszer vizsgalatdnak
nehézségei kovetkeztében (koriilményesen tenyészthetd obligat biotr6f szimbionta, conocitikus
gomba micélium, stb.) - a nitrogénkotd szimbidzishoz képest lemaradva, viszonylag késén
kezdddott el. A mikorrhiza szimbidzis kialakitasdhoz sziikséges novényi génekkel kapcsolatos
ismereteink javarészt a Rhizobium-pillangdsvirdgi szimbiodzis genetikai vizsgalatanak
koszonhetdek. A nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsanak képességét elveszitett mutdns novények
mikorrhizacidés hajlandosagat vizsgalva fény deriilt arra, hogy néhdny mutans mikorrhiza

egylttélésre sem képes, tehat a benniik mutdcidt szenvedett gének mindkét szimbidzis
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kialakitdsdhoz nélkiilozhetetlenek (1.4. abra). Ezeket nevezziik a kozOs szimbiotikus utvonal
(CSP) génjeinek, melynek azonositott tagjai a kovetkezd gének: MsNORK/MtDMI2/LjSYMRK,
MtDMII/LjCASTOR ¢és LjPOLLUX, LjNUPI133, LjNUPS85, MtDMI3/LjCCaMK ¢és
MtIPD3/LjCYCLOPS (Kistner et al., 2005; Horvath et al.,, 2011). A jelenleg elfogadott
tudomanyos nézet szerint feltételezhetd, hogy az 6sibb mikorrhiza rendszer mar meglévo
molekularis appardtusdnak bizonyos elemeit felhaszndlva fejlodott ki a nitrogénkotd
endoszimbidzis (Kistner and Parniske, 2002; Kosuta et al., 2008; Parniske, 2008). Ahogy az 1.4.
abra is szemlélteti, a kétféle mikroszimbionta jelmolekulait kiilon, specifikus receptorok ismerik
fel, majd a masodlagos jelatvivd utak elemei azonosak a két rendszerben. Ezutan a szignal
transzdukci6 ismét szétvalni latszik, az utvonalak tovabbi tagjai (pl. transzkripcids faktorok) a

szimbiozis fliggvényében specializaltak.

1.3. Fehérjék ubikvitinacios mechanizmusa

A fehérjek gyakran esnek at kémiai modositdsokon a sejtekben, ami megvaltoztatja
fizikai, ezen keresztiil pedig fiziologiai tulajdonsagaikat is. A kémiai modositas jelentheti akar
egy masik protein, vagy akar proteinek polimer lancdnak a hozzacsatolasat is az eredeti
fehérjehez. A legismertebb ilyen modositd fehérje az ubikvitin. Az ubikvitin egy 76 aminosavbol
allo polipeptid, az egyik legkonzervaltabb eukariota fehérje (Sharp and Li, 1987), amely azonban
teljesen hidnyzik a prokariota (Eubacteria és Archaea) genomokbdl. Az ubikvitinaciéo folyaman
rendszerint annak C-termindlis glicinje kapcsolodik a szubsztrat fehérje egy lizinjének e-
aminocsopotjahoz. Ez egy haromlépcsds enzim kaszkad révén valdsul meg (Pickart, 2001). Az
ubikvitin molekula glicinje csak aktivacido utan képes kovalens kotést kialakitani egy masik
proteinnel. Az aktivaciot az ubikvitin aktivald (E1) enzim végzi egy ATP-fliggd folyamatban. A
reakcid eredményeként egy El-ubikvitin tioészter alakul ki az enzim egyik cisztein oldallancan.
A molekula az El-rél ezutan az ubikvitin konjugédldo (E2) enzim aktiv helyének ciszteinjére
adodik at. Az E2 enzim katalizalja a szubsztrat (cél)fehérje ubikvitinaciéjat. Ebben a
folyamatban sziikség van az ubikvitin ligdz (E3) enzim kozvetité szerepére, mely képes kotni
mind a szubsztrat, mind az E2 proteint, tovabba segiti az ubikvitin és szubsztrat fehérje kozotti
izopeptid kotés kialakulasat. Ubikvitinacid torténhet csupan egyetlen fehérje oldallancon (mono-
ubikvitindcid), vagy tobb oldallanc is kaphat egyetlen ubikvitin moédositast (multi-mono-
ubikvitindcio). Ezen kiviil ubikvitin lancok is épiilhetnek a mar szubsztrathoz kapcsolt ubikvitin
molekuldk egyik lizinj¢hez kapcsolddoan kialakitva az oldallancot. Az ubikvitin molekuldk

kapcsolodhatnak rendszeresen az azonos pozicioban 1évé lizineken keresztiil (homotipikus poli-
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vehetnek a lanc meghosszabbitasaban egy lancon beliil (heterotipikus poli-ubikvitinacio). A poli-
ubikvitin ldncok lehetnek linedrisak, vagy elagazdak is (Komander, 2009). A mono- €s poli-
ubikvitindciot gyakran mas-mas E2 enzimek végzik (Rodrigo-Brenni and Morgan, 2007;
Windheim et al., 2008). Az ubikvitin mddositdsokat ubikvitin-koté fehérjek ismerik fel. Ebben
ubikvitin-k6té6 doménjeik (UBD) jatszanak szerepet, melyek tobb mint 20 kiilonb6z6 domén
csaladba sorolhatoak (Dikic et al., 2009). A fehérjék ubikvitindcidojdnak nemcsak a modja,
hanem a hatasa is valtozatos lehet. A legismertebb kovetkezmény a poli-ubikvitinalt fehérjék
ATP fliggd lebontasa a 26S proteaszomaban (Ciechanover and Schwartz, 1998). Ugyanakkor
bizonyos poli-ubikvitin moddositdsok dokkold helyeket jelenthetnek protein komplexek
kialakitdsdhoz, szerepet jatszhatnak immun szignalizacids folyamatokban, illetve a DNS
hibajavitasaban (Chen and Sun, 2009). A szubsztrat monoubikvitinaciéja megvaltoztathatja
annak aktivitasat (pl. allosztérikus regulacid utjan), vagy lokalizacidjat, elindithatja a fehérje
internalizacidjat/endocitozisat, illetve lizoszomaba iranyithatja azt. Az ubikvitiacid nem
irreverzibilis modositas. Léteznek olyan specifikus de-ubikvitindld enzimek, melyek képesek

eltavolitani az ubikvitin oldallancokat (Komander et al., 2009).

1.5 abra
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1.5. abra. Az ubikvitin konjugacios ciklus sematikus abraja ((Hochstrasser, 2009). Az ubikvitin molekulat (Ub) az
ubikvitin aktivalo enzim (E1) aktivalja egy ATP fiiggd folyamatban. Az aktivalt ubikvitin ezutdn az E1-rél az
ubikvitin konjugald enzimre (E2) keriil, ami az ubikvitin ligdz (E3) enzim segitségével ubikvitinalja a szubsztrat
fehérjét. A folyamat szubsztratspecifitasat az E3 ligdz hatarozza meg, az kotddik az ubikvitinalando fehérjéhez,
illetve az aktivalt ubikvitint hordozé E2-h6z. Deubikvitinalé enzimek (DUB) eltavolithatjak a fehérje ubikvitin

dekoracioit.

1.3.1. Az E3 ubikvitin ligazok csoportositasa

Az ubikvitinacid szubsztrat specifitdsanak meghatdrozasért az E3 ubikvitin ligdzok
feleldsek. Mig az emberi genom csupan két E1 enzimet és mintegy 40 E2 enzimet kodol, az E3
ligazok esetén ez a szam tobb mint 600-ra tehetd (Groettrup et al., 2008; Li et al., 2008; Michelle
et al., 2009). Miikkddési mechanizmusuk €s az ubikvitin ligaz funkcioért felelés doménjiik alapjan
az E3 ligazok négy csoportba sorolhatdéak. Ezek: az SCF (Skp-Cullin-F-box) komplex, az APC
(Anaphase Promoting Complex), a HECT (Homology to E6-associated protein Carboxyl
Terminus) domént hordozo, és a RING (Really Interesting New Gene) vagy U-box domént
tartalmazo E3 ligdzok (az U-box a RING domén egy valtozata, Aravind and Koonin, 2000). Az
elsé két csoportba multimer E3 enzimek tartoznak, ahol a szubsztrat specifitds meghatarozasaért
az SCF komplexben az F-box alegység, mig az APC-ben két adaptor, a CDC20, illetve a Cdhl a
felelés. Mindkét multimer csoportban RING domén (vagy annak médosult valtozata) felelds az
ubikvitin ligaz aktivitasért (Deshaies and Joazeiro, 2009). Az SCF komplex és az APC is
kozponti szerepet tolt be a sejtciklus szabalyozasaban, elsdsorban sejtciklus szabalyozo
kulesfehérjék poli-ubikvitinaciojaval, €s proteaszomalis lebontasra itélésével (Teixeira and Reed,
2013). Az utols6 két csoportba tartozé E3 enzimek monomerként miikédnek. Ezeket az E2
ubikvitin konjugalé enzimmel kdlcsonhaté doménjiik alapjan nevezték el (HECT vagy RING/U-
box), ugyanakkor a szubsztrat specifitdsuk meghatarozasaért egyéb doménjeik feleldsek, igy
sokféle domén Osszetétel jellemezheti Oket, funkciojuk is szertedgazo lehet. Részt vehetnek pl. az
immunvalaszt, a sejtosztddast, és novekedést szabalyozd jelatviteli folyamatokban, de az
apoptozis vagy az angiogenezis regulacidjaban is (Rotin and Kumar, 2009; Lipkowitz and

Weissman, 2011; Metzger et al., 2012).

1.3.1.1. A novényi E3 ubikvitin ligazok

A novények kozott a modellndvény Arabidopsis thaliana genomjaban azonositottak

eloszor az Osszes lehetséges gént, melyek az ubikvitinacioért felelds enzimeket kodoljak. Az
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emberhez hasonloan 6sszesen kettd E1 és 37 E2 enzimet kodolo gént talaltak (Kraft et al., 2005),
mig az E3 ligazokat kodolo géneknek az Arabidopsis genomszekvencia alapjan prediktalt szdma
lényegesen magasabb, mintegy 1300 (Smalle and Vierstra, 2004). Kiilonosen az F-box (Gagne et
al., 2002) és U-box tartalmi E3 fehérjék szama nagyobb jelentdsen. Az E3 ligazok felelések a
pontos szubsztrat azonositasért az ubikvitinacido folyaman. A novényi E3 enzimek magas szdma
azoknak a novényi miikodések regulacidjaban betoltott kimagaslo jelentdségét jelzi. E3 ubikvitin
ligdzok kozponti szerepet toltenek be a ndvényr hormon jeldtviteli folyamatokban, a
fotomorfogenezisben, a sejtciklus szabalyozasaban, abiotikus €s biotikus stresszvalaszokban
(Yee and Goring, 2009). A ndvény-mikroba kolcsonhatasok folyaman E3 ligdzok szerepét
eldszor a patogének keltette valaszreakciok sordn irtdk le (Zeng et al., 2006), de mara egyre tobb

ubikvitin ligaz szerepe korvonalazddik a nitrogénkotd szimbidzis folyaman is.

1.3.1.2. E3 ubikvitin ligazok a nitrogénkoté szimbiozisban

Bizonyos E3 ubikvitin ligdzokrél bebizonyosodott, hogy fontos szerepilk van a
nitrogénkotd szimbidzis kiillonbdzd szakaszaiban (Hervé et al, 2011). Vannak, amelyek a
glimOkeépzddés, masok a szimbiotikus infekcid folyamén miikodnek, emellett egyesek altalanos
fejlodési folyamatokban is részt vesznek- ezek pontos szimbiotikus funkcidja jellemzden
nehezen meghatarozhato, az 4ltalanos hatasuktol nehezen elvéalaszthatd. ElsOként a CCS524
nevii gént azonositottdk lucerndban (M. sativa), mely egy APC aktivatort koédol, és a
differencialodo giimdsejtekben zajlé endoreduplikacié folyamatdhoz sziikséges (Vinardell et al.,
2003). Emellett tobb monomer E3 ligazzal kapcsolatban vannak adatok arra vonatkozoan, hogy
kozrejatszanak a szimbidzis folyamatanak szabalyozédsaban (is). A L. japonicus ASTRAY egy
RING ¢s egy DNS kot6 bazikus leucin cipzar (bZIP) domént hordoz (Nishimura et al., 2002b). A
gén az A. thaliana HYS5 transzkripcios faktor homoldgja (Oyama et al., 1997), az astray €és hy5
mutansok hibas fényérzékelése, €és gravitropizmusa igen hasonld, de a hy5 mutédnsokndl
megfigyelt megnovekedett oldalgyokér kezdemény szam az astray ndvényekre nem jellemzo,
ehelyett szupernodulacios fenotipust, megemelkedett giimészamot mutatnak (Nishimura et al.,
2002c). Tovabba az ASTRAY fehérje szerkezete csak pillangdsvirdguakra jellemzd, a RING
domén hidnyzik a HYS fehérjérdl. A M. sativa RH2-1 gén egy N-terminalis transzmembran ¢€s
egy RING-H2 domént (a RING domén egy ciszteinje ebben hisztidinnel helyettesitett) hordozd
fehérjét kodol (Karlowski and Hirsch, 2003). Altalanosan kifejezédik a novény szerveiben, de
mRNS-e legmagasabb mennyiségben a gydkérben €és a glimOkben mutathatdé ki. Az RH2-1

fehérje tultermeltetése dramaian lecsokkentette a kisérleti novényeken keletkezett glimok
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szamat, emellett azonban egyéb altalanos fejlédési rendellenességek is kimutathatdéak voltak.
Ezek az auxin hormon szignalizacioban bekodvetkezd zavarokra utalhatnak, igy a MsRH2-1
kozvetlen szerepe a nitrogénkotd szimbidzisban egyeldre nem tekinthetd bizonyitottnak. A L.
japonicus nsRING gén szimbionta inokulacidéra indukalédik, specifikus kifejez6dést mutat a
glimbfejlodés korai szakaszaban, emellett riportergén kisérletek alapjan expresszioja giimokben
a fertdzott sejtekre korlatozodik (Shimomura et al., 2006). A fehérje egy RING-H2 domén
mellett, 6t ismeretlen funkciéji HHE domént €és egy CHY cink-ujj domént hordoz, ami fehérje-
fehérje kolcsonhatasok kialakitdsaban vehet részt. Az LjnsRING RNS interferencia (RNSi)
csendesitett gyokerek fejlodési rendellenességeket, tovabba erdsen lecsokkent giimdszamot
mutattak, ami az infekcidos fonal inicidcid erds gatlasaval hozhatdo Osszefliggésbe. A M.
truncatula genom 6sszesen 6 SINA fehérjét kodol, mindegyikiik hordoz egy RING és egy SINA
domént, az utdbbi fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitadsaban vehet részt (Den Herder et al.,
2008). M. truncatula-ban mind a 6 SINA gén kifejez6dik a gyokerekben és giimékben is, de
egyediil a MtSINA4 expresszidja emelkedik a giimdfejlédés folyaman. A. thaliana homologjuk, a
SINATS az auxin indukalt oldalgyokér fejlddésben jatszik szerepet (Xie et al., 2002). A SINA
fehérjek gyakran dimerként, vagy oligomerként miikodnek (Hu and Fearon, 1999), ¢lesztd két
hibrid kisérletben, a homodimerizaciéon tal, valamennyi MtSINA fehérje képes volt dimer
kialakitasara barmelyik masik MtSINA géntermékkel, és az 4. thaliana SINATS vad tipusu ¢és
domindns negativ hatasi RING domén mutans (SINAT5DN) formajaval is. Transzgenikus M.
truncatula novényeken az A. thaliana SINAT5SDN szekvencia novekedést okozott a
levélméretben, és az oldalgyokerek szdmaban, illetve késleltette, de nem gatolta a szimbiotikus
glimOfejlédést. A transzgenikus gyodkereken nagy szamu infekcid indult, ezek azonban rosszul
fejlodtek, és a bakteroidok leflizddése, a szimbioszoma kialakuldsa is hibat szenvedett. A LRR
tipusu receptor kindz LjSYMRK élesztd két hibrid rendszerben kolcsonhatod partnere tobb L.
japonicus SINA fehérjének (Den Herder et al., 2012). Ezek koziil a LjSINA4 tranziensen
transzformalt dohanylevél sejtek plazmamembranjanak citoszolikus oldalan kolokalizaciot mutat
az LJSYMRK fehérjével, emellett negativan befolydsolja annak mennyiségét. L. japonicus
gyokerekben az ektopikusan tultermeltetett SINA4 negativan hatott SYMRK mennyiségére,
illetve zavart okozott a szimbiotikus infekcid6 soran, abnormalisan fert6zott glimoket
eredményezett. Az LjSINA4 aspecifikus in vitro ubikvitinacids tesztben aktivnak bizonyult,
tehat valoban egy aktiv ubikvitin ligdz. Egy masik E3 ligaz is kdlcsonhat a SYMRK-val, ez a L.
japonicus SIE3 (Yuan et al., 2012). A gén expresszioja szimbionta fertdz¢s hatdsara indukalodik
a gyokerekben, majd az érett giimOkben lecsokken az LjSIE3 mRNS szintje. A fehérje egy
CTLH, egy CRA ¢s egy RING domént hordoz, élesztdé két hibrid rendszerben autoaktiv,

dimerizaciora képes. SIE3 képes onmagat in vitro és a SYMRK fehérjét in planta (dohany
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levélben) ubikvitindlni. L. japonicus ndovényekben tultermeltetve eldsegitette a transzgenikus
gyokerek giimOzését, mig az LjSIE3 gén csendesitése gatolta az infekcids fonalak fejlodését és a
glim6 organogenezist. A M. truncatula PUBI fehérje a LysM receptor kindz LYK3 kolesonhato
partnere (Mbengue et al., 2010). Egy, az N-terminalis részén elhelyezkedd, egyes A. thaliana
PUB fehérjékben kimutatott, ismeretlen szerepli domén mellett, egy U-box domént, és legalabb 5
Armadillo ismétlédést hordoz. In vitro a LYK3 fehérje képes a PUB1 fehérje foszforilaciojara,
PUBI pedig képes 6nmagat ubikvitindlni, de LYK3-at nem. Tultermeltetve a MtPUBI fehérje
késlelteti a giimézést. A gyenge [yk3 (hcl-4) allélt homozigéta mdédon hordozé mutansok
képesek glimOket kialakitani, azonban a szimbiotikus infekcié abnormalis, vagy gatolt (Smit et
al.,, 2007). A PUBI csendesitése M. truncatula hcl-4 mutansokon megemelkedett giimdszamot,
¢s normalis infekcids fonal fejlodést figyeltek meg. Ezek alapjan a PUBI1 fehérje a giimézés
negativ regulatora, ami hatasat elsésorban az infekcids fonal inicidcidjaban és fejlodésében fejti
ki, a LYK3-mal egylittmikodve. Egy tovabbi, a szimbiotikus infekcidoban szerepet jatsz6 U-box
E3 ubikvitin ligdz gén, a M. truncatula modell ndvényben azonositott LIN, illetve L. japonicus

ortologja, CERBERUS.

1.3.1.2.1. A M. truncatula LIN

Genomi kornyezetiik, szekvencidjuk, €és a nitrogénkotd szimbidzisban betoltott szerepiik
alapjan MtLIN (Kiss et al., 2009) és LjCERBERUS (Yano et al., 2009) ortolognak bizonyultak. A
fehérjek egy E2 kolcsonhaté U-box domént, egy Armadillo domént és WD40 ismétlodéseket
tartalmaznak, melyek fehérje-fehérje kolcsonhatasokban vehetnek részt. Ezen tal N-
terminalisukon egy kiterjedt, jo1 konzervalt, csak rajuk és ortologjaikra jellemzd, csupan noveényi
szekvencidkban el6fordulo, an. LIN domént hordoznak. Promoéter-riportergén kisérletek alapjan
mindkét gén kifejezddik a glimd primordiumokban. Emellett CERBERUS a L. japonicus kifejlett
glimOk szimbiontakkal fertdzott sejtjeiben, LIN pedig a M. truncatula giimék merisztematikus
és infekcids zonajaban fejezddik ki, de a nitrogénkdtd zonaban nem, vagy sokkal gyengébben. A
nitrogénkotd szimbidzis kialakitasa a  /in (Kuppusamy et al., 2004) és cerberus mutans
gyokereken is koran leall. A gimd fejlddni kezd, de nem jut tal a primordium fazison,
feltehetden a szimbiotikus infekcid korai lealldsa miatt a giimd sem fejlédik tovabb. A
MtDMI3/LjCCaMK kalcium-kalmodulin fliggd protein kindz funkcionyeréses (autoaktiv)
formdja spontan giimdzést indukal szimbionta baktérium hianyaban is (Gleason et al., 2006;
Tirichine et al., 2006). Az autoaktiv kélcium-kalmodulin fiiggd protein kindz kopidval

transzformalt /in és cerberus mutans ndvények is képesek voltak spontdn giimdk létrehozésara,
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ami arra utal, hogy LIN/CERBERUS a szimbiotikus infekciohoz nélkiilozhetetlen, mig a
glimOképzddéshez Odnmagéban nem az. L. japonicus cerberus mutans ndvények gyokerén
Takeda ¢és csoportja (2013) csokkent mikorrhiza kolonizaciot mutatott ki, ami CERBERUS

mikorrhizacidban betdltott esetleges szerepére utalhat.

1.4. A nitrogénkoto szimbidzis evolicios vizsgalata

Evolucios vizsgalatok mar korabban is késziiltek a szimbiotikus nitrogénkotésre képes
fajokon, illetve a szimbidzis kialakitdsahoz sziikséges egyes géneken. A nitrogénkotd
gyokérgiimok kialakitasara képes fajok parafiletikus csoportot alkotnak. A glim6z6 fajok mind
egy kozos Os faj leszdrmazottai, azonban e koz6s Os nem minden leszarmazottja képes
szimbiotikus nitrogénkdtésre (Soltis et al., 1995). A giim6zé képesség vélhetéen tobbszor
kialakult e novénycsoport evoliacioja folyaméan (Doyle, 1998; Doyle, 2011). Ez olyan valtozas,
illetve valtozasok soranak felhalmozodasat feltételezi a szoban forgd 6s fajban, aminek
eredményeképp a leszarmazott fajok bizonyos leszarmazasi vonalaiban konnyen megjelenhetett
a nitrogénkotd szimbiozis kialakitasanak képessége. Ez az ugynevezett prediszpozicid azt is
feltételezi, hogy a nitrogénkotd szimbidzis folyaman miikodé gének, géntermékek részben jelen
lehetnek nem giim6z6 fajokban is, igy a szimbiotikus nitrogénkotésre nem specifikus
mitkddéssel (is) rendelkeznek (Gianinazzi-Pearson, 1996; Hirsch et al., 1997). A nitrogénkoto
szimbidzis soran mikodd egyes gének filogenetikai kapcsolatait vizsgaldé munkak (Schauser et
al., 2005; Zhang et al., 2009; Lohmann et al., 2010; Delaux et al., 2013) megallapitottak, hogy
ezek a gének rendelkeznek ortologokkal nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsdra nem képes
novényfajokban is. Eddig a szimbionta mikroba partner felismerésében részt vevo egyes gének
(NORK/DMI2, LysM tipusu receptor kinazok) esetében bizonyitottdk, hogy a nitrogénkotd
szimbiozisra képes fajokban 1étezd kopidik szekvenciajat pozitiv szelekcid formalta (De Mita et

al., 2006; Lohmann et al., 2010).

1.4.1. Homolégok, ortolégia és paralégia

A dolgozatban szimbiotikus gének ¢és géntermékek kiilonb6z6 fajokbdl kivalasztott
homologjait: ortologokat €s paralogokat vizsgdltunk. Homoldgia, ortologia, paraldogia olyan
fogalmak, melyeket a biologia szamos teriiletén mar évtizedek ota alkalmaznak, am sok esetben
kiilonb6zd, vagy ellentmondasos médokon (Patterson, 1988; Dickinson, 1995; Fitch, 2000;
Jensen, 2001; Mindell and Meyer, 2001). Ezeket a fogalmakat mi Fitch (1970) utmutatasa
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alapjan alkalmazzuk. Homolégia: két karakter kapcsolata, melyek egy kozos Ostdl szarmaznak.
Karakter lehet egy ¢l6lény barmi nemt genetikai, strukturalis vagy viselkedési jellege. Két gén
(vagy géntermék) tehat homolog, ha egy kdzos Ostdl szarmaznak. A homologia nem mennyiségi,
mindségi jelleg, nincsen fokmérdje. Két szekvencia ortolog, ha diverzifikaciojuk fajképzdodési
esemény utan indult el, vagyis a kdzds 6s gént az ortolog szekvencidkat hordozo fajok legutobbi
kozos Ose (cenancestor) hordozta. Ha ortolog szekvencidkat hasonlitunk Ossze, filogenetikai
fajuk hiien tiikr6zi az azokat hordoz6 fajok leszarmazasi viszonyait. Ez kizarolag az ortolog
szekvencidkra jellemz0 sajatsadg. Paralog szekvencidk esetén azok diverzifikacidja génduplikacio
utan indult el, melyet kdvethet, de nem sziikségszeriien, fajképzddési esemény. Paralog viszony
fennalhat szekvencidk kozott egy genomon beliil, de fajok kozott is. Ortologok és paralogok

kialakulasat és egymashoz val6 viszonyat az 1.6. dbra szemlélteti.

AO

génduplikacié A1° A2°

fajképzédés

1.6. abra. Ortologok és paralégok viszonya. Az egyes géneket fehér kitoltésti téglalapok jelolik az abran. Az 6s
fajban (0) meglévd 6s gén (A) duplikacioja révén létrejott két kopia: Al €s A2. Az Os faj tovabb fejlédott, és

fajképzodés Gtjan 1étrejott az x és a y jeli faj, melyek szintén hordozzak (szaggatott vonallal koril véve) az Al és

srer

A2%-A1Y és A1Y-A2Y paraldg part alkotnak, A1*-A17%, illetve A2*-A2Y pedig ortoldégok. Jensen (2001) nyoman,

modositva.
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2. CELKITUZESEK

Szamos olyan ndvényi gén ismert mar, mely a nitrogénkotd szimbidzis kialakuldsahoz
elengedhetetlen. Ezek némelyikét csoportunkban azonositottak. Jelenleg is ezek vizsgalata jelenti
a csoport elsészamu kutatési teriiletét. Az egyiittélést meghatarozé ) novényi gének felkutatdsan
¢s funkcionalis jellemzésén tul, a genomszekvenalasi projektek eldretorésének kdszonhetden,
munkank mara mar kiterjed ezen gének evolicids elemzésére is. Tudni szeretnénk, mi teszi
annyira kiilonlegessé ezeket a ndvényeket, hogy képesek nitrogénkotd szimbidzist kialakitani, €s

miként tettek szert erre a képességre a szarazfoldi novények torzsfejlodése folyaman.

A nitrogénkotd szimbidzisban résztvevd novényi gének evoliucids ¢€s funkcionalis

vizsgalata jelen munkaban két nagy téma koré szervezddott. Ezek a kovetkezdk:

I. A kiterjedt genomszekvenaldsi programoknak kdszonhetéen egyre tobb ndvényfaj teljes
genomszekvencidja elérhetd biologiai adatbazisokban. A nitrogénkotd szimbidzist meghatarozo
novényi gének homoldgjai utan kutatva ezen adatbazisokban nem csupan nitrogénkotd giimé
kialakitasara képes, de arra képtelen fajokban is talalatokat kapunk. E gének altal kodolt fehérjék
Osszevetésével arra keressiik a valaszt, vajon hogyan specializdlodtak az egyes szimbidzisban
szerepet jatszd gének az evolucid folyaman. Mennyire konzervaltak, illetve mennyire jellemzd
az egyes szimbiotikus génhomologok jelenléte nitrogénkotd szimbiozisra képtelen novényekben
is. A jelen munkaban bemutatott vizsgalataink célja volt:

I. A nitrogénkotd szimbidzisban szerepet jatszo gének feltételezett ortologjainak
Osszegylijtése kész vagy kozel kész genomszekvendlasi programmal rendelkezd zarvatermd
novényi genomokbol.

2. A feltételezett ortolog szekvenciak konzervéltsiganak meghatarozasa, és az
evolucidjuk leirdsa. Azon gének meghatarozdsa, melyek valtozasa kulcsfontossagi volt a

nitrogénkotd szimbidzisban betodltott szerepiik ellatasahoz.

II. Egy, a csoportunk altal leirt, a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasaban nélkiilozhetetlen
szerepet betoltdé gén a LIN, ami egy E3 ubikvitin ligazt kddol. Szekvencia adatbazisokban LIN
homolog szekvencidk utan kutatva megtudtuk, hogy a génnek létezik egy paraldogja, amit LIN2-
nek neveztiink el. A paraldég génrdl kisérletes adat kordbban még nem allt rendelkezésre, ezért
célunk volt:

1. LIN és LIN2 evolucios torténetének feltarasa.

2. A M. truncatula LIN2 funkcionalis vizsgalata.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Bioinformatikai modszerek

Munkank sordn analiziseket végeztiink tobb faj szamos DNS ¢és fehérje szekvencidjanak
felhasznalasaval. Az adatbanydaszat, a szekvencidk Gsszerendezése és mindségellendrzése mellett

a szekvencia elemzés részleteit mutatom be ebben az alfejezetben.

3.1.1. Adatgyiijtés

M. truncatula szimbiotikus fehérjék aminosav szekvenciait, illetve bizonyitott
szimbiotikus funkcioval nem rendelkezé szekvencidkat, mint kontrollokat haszndlva publikus
szekvencia adatbazisokban kereséseket végeztiink, hogy kivalaszthassuk a legjobban illeszkedd
talalatokat, a keresO szekvencidk feltételezett ortologjait. Ezek azonositoit a megfeleld kiegészitd
informacioval egyiitt a Mellékletek fejezet 10.1. tdblazatiban soroltuk fel. A kereséseket a
kovetkezd adatbazisokban végeztikk: GenBank Non-redundant protein sequences (nr),
Nucleotide collection (nr/nt), Reference genomic sequences (refseq genomic), High throughput
genomic sequences (HTGS), Expressed sequence tags (est) €¢s Whole-genome shotgun contigs
(wgs) a National Center for Biotechnology Information (NCBI) honlapjan (http:/
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a Phytozome adatbazisban (http://www.phytozome.net/
search.php) ¢és a Similarity Matrix of Proteins elemei kozott (SIMAP) (http://
liferay.csb.univie.ac.at/portal/web/simap/) (Rattei et al, 2009). A kigyljtott szekvencidk
tobbsége az NCBI adatbazisabol szarmazik, azonban tobb esetben hasznunkra voltak a
Phytozome adatbazisaban elérhetd, wgs szekvencidkon késziilt automatikus génpredikciok is. A
SIMAP elemei kozott szamos adatbazis aminosav szekvenciai talalhatéak meg egymashoz valo
hasonlosaguk alapjan matrixba rendezve. A SIMAP kereséseket azért végeztik el, hogy
megbizonyodhassunk, a keresd szekvenciankhoz a kivalasztott legjobb taldlatnal hasonlobb
fehérjét mas, altalunk nem vizsgalt adatbazisban sem talalhatunk.

Azokban az esetekben, amikor szakirodalomban kozolt M. truncatula aminosav
szekvencia nem allt rendelkezésilinkre, publikalt L. japonicus (CRE1, KLV, PIR1) vagy A.
thaliana (MAG1, AGT1, DH, EIF3K, ATPQ, TAFII15, ATP7 és RRMP) szekvencidk
segitségével kerestiik meg, illetve prediktaltuk a M. truncatula szekvenciat, melyet a tovabbi
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keresésekhez hasznaltunk. A keresések a blastp ¢és tblastn algoritmusokkal torténtek,
alapbedllitasokkal. A M. truncatula fehérjék feltételezett ortoldgjait a kovetkezd fajokban
kerestiik: Pisum sativum (Ps), Lotus japonicus (Lj), Cucumis sativus (Cs), Populus trichocarpa
(Pt), Carica papaya (Cp), Arabidopsis thaliana (At), Vitis vinifera (Vv), Solanum lycopersicum
(SI), Oryza sativa (Os) és Zea mays (Zm).

3.1.2. A szekvenciak minéségellendrzése és javitasa

Kisérletesen igazolt vagy prediktdlt aminosav szekvencidk szdmos esetben elérhetdek
voltak az adatbazisokban, ezeket blastp keresésekkel megtalalhattuk. A DNS szekvencia szinten
azonositott homologok esetében magunk prediktaltuk a kodoldé DNS illetve aminosav
szekvenciat. A predikciokat a Softberry honlapon elérheté (http://linuxl.softberry.com
/berry.phtml) FGENESH+ program (Salamov and Solovyev, 2000) segitségével a legjobb tblastn
talalatokon végeztiik, a M. truncatula keresdszekvencia, mint templat felhasznaldsaval. Minden
(az adatbazisokban elérhet6 vagy altalunk végzett) predikcidt homologjaival tobbszoros
illesztésben Osszehasonlitva ellendriztiink, és ahol sziikséges volt, manudlisan javitottunk.
Azokban az esetekben, ahol az adatbazisban elérhetdé aminosav szekvenciat javitottuk, az eredeti
szekvencia azonositoja zardjelben szerepel a 10.1. tdblazatban.

A munkankban elemzett szekvencidk harom féle eredetlick lehetnek: (1) aminosav
szekvencidk, amiket az adatbazisban taldlt formaban, modositatlanul vizsgaltunk, (2) fehérjék,
ahol a javitds egy megvaltozott hosszi szekvenciat eredményezett (a homologok tobbszdros
illesztésébe jobban illeszkedd alternativ kezddé metionin), és (3) azok a szekvencidk, melyek
esetében semmilyen, vagy nagyon eltérd szekvencia predikcid volt csupan elérhetd az
adatbazisokban. Ez utobbi kategoridba tartozd aminosav szekvencidk predikcidit magunk
végeztik el, amit tobb esetben megeldzott az adott DNS régié szekvencidjanak genomi vagy
EST szekvencia darabokbdl valdo Osszerendezése, a megfeleld konszenzus meghatarozasa. A
DNS szekvenciak Osszerendezése, majd a kodold szakaszok megéllapitasa soran a homolog
fehérjék tobbszoros illesztését vettiik alapul, €s a végsé predikcidkat is abban ellendriztiik.
Szekvenaldsi hidnyossdgok miatt egyes, ebbe a kategdéridba tartozd fehérje szekvencidk
részlegesek, ezt minden emlitésiikkor megfelelden jeloltiik a dolgozatban.

Minden M. truncatula fehérjéhez minden vizsgalt fajbdl 6sszesen egy legjobb talalatot
valasztottunk, melyet késObb az dsszehasonlitdsokban hasznaltunk. Ahol tobb hasonlé talalatot is
kaptunk, a szekvencia szinten, €s hossz alapjan leghasonlobbat vélasztottuk ki. Reciprok BLAST

keresésekkel teszteltiik a keresd fehérje és kivalasztott leghasonlobb homologja kozotti

-27-



feltételezett ortolog kapcsolatot. A kivalasztott fehérjével keresést inditottunk az eredeti
keresOszekvencidt is tartalmazd M. truncatula szekvencia gyijteményben. Csak abban az
esetben tartottuk meg az ortolog kapcsolat feltételezését, ha ez a keresés legjobb taldlatként az

eredeti M. truncatula keres6szekvenciat hozta ki.

3.1.3. Szekvencia osszehasonlitasok, filogenetikai analizis és szinténia vizsgalat

A 4.3. tablazathoz elvégzett paronkénti Osszehasonlitasokat, illetve a fehérje predikciok
ellenérzésehez végzett tobbszoros illesztéseket a Vector NTI 10.3.0 programcsomag (Invitrogen)
AlignX programjaval készitettiik. A szekvencia dsszehasonlitdsokban a blosum62mt2 pontozo
matrixot hasznaltuk.

A 4.9. abrahoz az aminosav szekvencia illesztéseket €s a filogenetikai fat a MEGA v5.05
programmal (Tamura et al., 2011) készitettilk. A ClustallW alapu illesztés Gonnet fehérje
sulyozé matrixot hasznalt. A Neighbor-Joining filogenetikai rekonstrukciohoz a p-distance
modellt alkalmaztuk. A paronkénti tadvolsagok szamolasa soran a gapeket paronként tavolitottuk
el (pairwise deletion). A klddok tamogatottsagat nemparaméteres bootstrap modszerrel becsiiltiik
meg, 1000 ismétlést végezve.

A LIN ¢és LIN2 ortologok genomi kornyezetének Osszehasonlitdsat a SyMAP v4.0
programmal (Soderlund et al., 2006; Soderlund et al., 2011) végeztiik, a gének 1-1 Mbp-os
kornyezetén. Az Osszehasonlitdshoz a program alapbeallitasait alkalmaztuk. A felhasznalt
szekvencia informacido a kovetkezd Osszerendezett genom verziokbol szdrmazik: Mt4.0 (M.
truncatula), build 2.5 (L. japonicus), JGI v3.0 (P. trichocarpa), Genoscope 12X (V. vinifera),
SL2.40 (ITAG2.3 Release) (S. lycopersicum), MSU Release 7.0 (O. sativa), RetGen v2 (Z.

mays).

3.2. Laboratdériumi anyagok és modszerek

Ebben az alfejezetben a laboratériumi munkdnak a kisérletek reprodukélhatosaga
szempontjabol altalunk fontosnak tartott részfeladatait részletezem. Egyéb esetekben Sambrook

¢s Russell (2001) utmutatasai voltak irdnyadéak munkénk soran.
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3.2.1. Nukleinsav izolacio és szintézis

3.2.1.1. Novényi RNS tisztitas és cDNS szintézis

RNS izolacidhoz csak frissen szedett, vagy szedés utan azonnal folyékony nitrogénben
fagyasztott, és felhasznalasig -80 °C-on tarolt névényi anyagot hasznaltunk. A NucleoSpin RNA
Plant (Macherey-Nagel) készlet segitségével 100 mg novényi anyagbol kiindulva teljes RNS-t
izolaltunk. Az esetleges genomi DNS szennyezddés eliminacidja érdekében, az RNS-t még az
izolacids protokoll folyamén (a gyarté utmutatédsait kovetve) DNaz kezelésnek vetettiik ald. Az
RNS mennyiségét egy ND-1000 (NanoDrop) spektrofotométeren ellendriztiilk. A komplementer
DNS-t (¢cDNS) 1 pg RNS felhasznalasaval a SuperScriptlll First-Strand (Invitrogen) készlettel,

oligo dT primer alkalmazasaval irtuk 4t.

3.2.1.2. Novényi genomi DNS izolalas

Genomi DNS tisztitdsadhoz frissen szedett, vagy folyékony nitrogénben fagyasztott, majd
-80 °C-on tarolt leveleket és gyokereket hasznaltunk. A DNS tisztitast egy QuickGene-Mini80
(Fujifilm) extrakcios allvanyon végeztik a QuickGene DNA tissue kit S (DT-S) (Kurabo)
készlet felhasznalasdval a gyartd protokolljanak kismértékli modositdsaval. A készlet szoveti
lizis puffere helyett a novényi anyagot 300 ul CTAB pufferben dorzsoltiik el kvarchomokkal, és
56 °C-on 1 6rat inkubaltuk. Ezutan a sejttormeléket centrifugalassal leiilepitettiik (5 min, 16000
g), ¢s a feliilluszd 200 pl-ét, ettdl kezdve a gyari utasitdsokat kovetve, a DT-S készlet LDT
puffer/etanol elegyével kezeltiik. A tisztitott DNS oldatot végiil 1/40 térfogat 10 mg/ml RNéazzal
15 percig kezeltiik, szobahdmérsékleten. A genomi DNS-t PCR reakciokhoz hasznaltuk. A
CTAB puffer dsszetétele: 2 m/V% CTAB, 0,1 M Tris (pH 8,0), 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl
vizben oldva. Kozvetleniill felhasznalas el6tt frissen adtunk a pufferhez 0,5 V/V%

végkoncentracioig tomény -merkapto-etanolt.

3.2.2. Klonozasok

A kisérleteinkben alkalmazott valamennyi konstrukciot a A-fAg helyspecifikus
rekombinacios képességét kihasznalo Gateway klonozd rendszerben (Invitrogen) készitettiik

(Hartley et al., 2000). Ehhez a klonozni kivant DNS darabot polimeraz lancreakcioval (PCR)
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amplifikaltuk. A templatként hasznalt cDNS és gDNS 3.2.1.1. és 3.2.1.2. a fejezetek szerint
késziiltek. Klonozasi munkakhoz a Phusion Hot Start II High-Fidelity (Finnzymes), a PfuUltra 11
Fusion HS (Stratagene), vagy a Herculase II Fusion (Stratagene) 3’-5° hibajavitd exonukledz
képességgel rendelkezd, igy kis hibaval masolé DNS polimerdzokat hasznaltuk, a gyartok altal
meghatarozott protokollok szerint. A reakcidkat egy Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
késziiléekben futtattuk.

3.2.2.1. A donor konstrukciok

A vizsgalni kivant DNS szakaszokat el0szor donor vektorba klonoztuk a
pCR8/GW/TOPO TA klénozd készlet (Invitrogen) segitségével. A M. truncatula LIN2 kbddold
szekvenciat (cMtLIN2) szimbiontaval nem fertdzott M. truncatula gydkérbol késziilt cDNS-en
amplifikaltuk. Ehhez a 5-ATGAACACAACACGAACTCAAATC-3> ¢és 5-ATTCATT
TCCCAAGCCTGAATTTG -3’ primereket hasznaltuk. A M. truncatula intronokat is tartalmazo
genomi szekvencidjat (gMtLIN2) M. truncatula genomi DNS-en amplifikaltuk, a 5’-
ATGAACACAACACGAACTCAAATC-3’ és 5’-ATTCATTTCCCAAGCCTGCAATAAC-3’
primerek segitségével. Az A. capillus-veneris pafrany LIN homoldég kddold szekvenciajat
(cAcvLINh) hordozo plazmidot megkapuk az azt eldallitdé japan csoporttdl (Yamauchi et al.,
2005), és megszekvenaltuk. Ezen amplifikaltuk az in silico predikcid alapjan transzlalodod
szakaszt. A cACVLINh klonozasdhoz felhasznalt PCR pimerek a 5’-ATGACTC
CTGCAGGTTCCCTC-3* ¢és 5-TCCAGCTGTCCATCTCCTTATTTTTC-3" voltak. A M.
truncatula LIN ko6dolo szekvencia (cMtLIN) korabbi kisérletek kapcsan mar rendelkezésiinkre
allt (Kiss et al, 2009). A M. truncatula LIN2 kifejez0dési mintazatdnak (pMtLIN2)
vizsgalatahoz, gDNS-r6l klonoztuk a gén transzlalédo szakaszat kozvetleniil megel6z6 2156
bazispart, amit M. truncatula LIN2 promoéterként hasznaltunk a kisérletekben. Ehhez a kovetkezd
PCR  primereket hasznaltuk: 5’-CTTCCCACACTAAACACCATAAGC-3> ¢és 5°-
GGCGGTGGTTTTTGATCG-3".

3.2.2.2. A célvektorok

Célvektorként leggyakrabban a Genti Egyetemen Iétrehozott ndvényi Gateway
célvektorokat (Karimi et al., 2007), illetve azok médositott valtozatait hasznaltuk. A pK7WG2D
vektorrol a géntermék szabadon, fuzids fehérje nélkiil termeltetheté a karfiol mozaik virus

konstitutiv génexpressziot biztositdé promoterével (p35S) meghajtva (Hohn et al., 1982). Ezen tal
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a vektorrol szabad EGFP fehérje, mint fluoreszcens transzformacios kontroll is termelddik. A
pK7WGF2-RR vektorrol egy fuzios fehérje termelddik, ahol a klonozott gén terméke N-
terminalisdn egy fluoreszcens EGFP jelolé molekulat (tag) hordoz. Ebben az esetben
transzformacios kontrollként szabad DsRed termelddik. A pK7WGF2-RR vektoron is p35S
hajtja meg a klonozott szekvencia kifejezOdését. A M. truncatula LIN (pMtLIN) és LIN2
(pMtLIN2) promoterek funkciondlis vizsgéalatahoz Iétrehoztuk a pK7WGF2-RR-pLIN ¢és
pK7WGF2-RR-pLIN2 vektorokat, ahol a p35S-t pLIN-re, illetve pLIN2-re cseréltik a
pK7WGF2-RR vektoron. A pK7WGF2-RR-pLIN vektor korabbi kisérletek kapcsan mar
rendelkezésiinkre allt (Kiss et al, 2009), de a vektorral késziilt konstrukciok ndvény
transzformdcidja utdn a transzformacids kontroll DsRed ismeretlen okok miatt nem, vagy csak
nagyon gyengén, illetve nagyon ritkdn volt lathato a kisérleti novényekben (a kisérleti ndvények
tobbsége nagyon halvanyan, vagy egyaltalan nem mutatott DsRed expressziot, csak kivételes
esetekben tapasztaltunk jol lathaté DsRed kifejezddést). Ekkor ujra elkészitettiik a pK7WGF2-
RR-pLIN vektort, am 0jra nem kaptunk rendszeres, kimutathatd transzformacidos kontroll
expresszidt, bar ellenérzd6 PCR, és a DsRed szekvencia szekvenaldsa is megerdsitette az €p
transzformacids kontroll jelenlétét a vektoron. Ennek ellenére a transzgének milkddtek a
komplementacidés tesztekben, de a fenti okok miatt a pK7WGF2-RR-pLIN vektor
felhasznalasaval készitett konstrukciok esetében nem tudtuk meghatidrozni a transzformans
novények aranyat a kisérletekben.

A pK7WGF2-RR-pLIN2 vektor eldallitasahoz eldszor a pLIN2 szakaszt amplifikaltuk
Spel restrikcids hasitohelyet hordozod primerek segitségével. A primerek szekvenciaja a
kovetkezd  volt:  5’-GGACTAGTCTTCCCACACTAAACACCATAAGC -3 ¢és  5°-
GGACTAGTGGC GGTGGTTTTTGATCG-3’. Ezt az 5’ ¢és 3” végeén 1-1 Spel helyet hordozd
DNS szakaszt eloszor pGem-T Easy vektorba (Promega) klonoztuk, majd innen Spel hasitassal
vagtuk ki. A Spel-pLIN2-Spel DNS fragmentet agaroz gélelektroforézis utan a QIAquick Gel
Extraction (Qiagen) készlet segitségével tisztitottuk. Ezzel parhuzamosan a pK7WGF2-RR
vektort Spel és HindIIl emésztésnek vetettiik ald (ez eltdvolitotta a p35S-t), majd a megteleld
DNS szakaszt az elobbivel hasonld modon izolaltuk agardz gélbdl. A tisztitott Spel-pLIN2-Spel
¢és HindlII-pK7WGF2-RR-Spel szakaszokat T4 DNS ligazzal inkubaltuk, ekkor a vektor és a
pomoter Spel ragadds végei ligalodtak. Ezutan a nem kompatibilis HindIII €és Spel ragados
végeket Klenow fragment segitségével toltottiik fel. A vektort ezutan T4 DNS ligazzal
cirkularizaltuk.

A LIN2 prométer kifejez6dési mintazatat a pMDC164 célvektor segitségével vizsgaltuk.
A klonozott promoéter a vektorrol GUS riportergént hajt meg. A fehérje lokalizacids

kisérletekben pedig a pMDC43 vektort hasznaltuk azokban az esetekben, amikor a szabad
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DsRed zavarta volna az egyéb (kotranszformalt) konstrukciorol kifejez6dé lokalizacids kontroll
detekciojat. A pMDC43 alkalmazasakor egy N-terminalis GFP6 fluoreszcens jeloldmolekulaval
fazioban termelddik a klonozott gén terméke, fiiggetlen fluoreszcens transzformacios kontroll

azonban nem fejezddik ki a vektorrol (Curtis and Grossniklaus, 2003).

3.2.2.3. A novény transzformacios konstrukciok és a transzformaciok ellendrzése

A pCR8/GW/TOPO donor vektorba klonozott szekvencidkat Gateway LR Clonasell

Enzyme mix (Invitrogen) segitségével rekombinaltattuk a célvektorokba. A kész konstrukciokat
eloszor Escherichia coli torzsekben szelektaltuk, illetve amplifikaltuk, majd a megfeleld
Agrobacterium  torzsbe transzformaltuk, melyekkel azutan elvégezhettik a novény
transzformaciokat.
A tranziensen transzformalt (3.2.4.2. fejezet) dohanylevelekben fluoreszcensen jelolt fehérjéket
vizsgaltunk 1ézer péasztaz6 mikroszkdppal. Az egyes konstrukcidk jelenlétét a transzformalt M.
truncatula gyokerekben (3.2.4.1. fejezet) pedig egy Nikon SMZ800 sztereo mikroszkopon,
Intensilight C-HGFIE (Nikon) fényforrds mellett, a fluoreszcens riportergén kifejezddése altal
ellendriztiik. Ezen tul ellenérz6 PCR-eket is végeztlink a klonozott szekvencidkra specifikus
primerekkel a transzformans szovetekbdl izoldlt genomi DNS (lasd 3.2.1.2. fejezet), mint
templat felhasznalasaval.

A megfeleld MtLIN, LIN2 és AcvLINh szekvencidk komplementacids képességét a lin-2
mutans vonal novényein vizsgaltuk. Annak ellendrzésére, hogy valoban homozigota [lin-2
mutans novényeken tortént a komplementacid, a transzformacid utdn giimézé képességét
visszanyert /in-2 mutdns ndvények levelébdl genomi DNS-t izolaltunk (lasd 3.2.1.2. fejezet),
azon amplifikaltuk a mutacidt hordozé szakaszt, majd szekvenaltuk azt. Az amplifikdciohoz a
5’-ATGTCGGGGAATTTCAGA-3" ¢és 5-ATTGGCAACATAGGAACAA-3* primereket

hasznaltuk.

3.2.3. A felhasznalt baktérium torzsek

A klonozésok soran kiilonbozd E. coli torzseket hasznadltunk az egyes plazmidok
szelekciojahoz, amplifikacidjahoz. A pCR8/GW/TOPO konstrukciokat One Shot Machl-T1
(Invitrogen) sejtekbe transzformaltuk, mig a célvektorral késziilt konstrukcidkat OmniMax 2T1
sejtekben amplifikaltuk. A pGem-T Easy vektorral késziilt konstrukciokat a vektor altal

tamogatott, a LacZ gén a-komplementacidjan alapuld kék-fehér kolonia szelekcios rendszernek
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megfeleld (lacZAM15) XL-1 Blue torzsbe transzformaltuk. Az iires (donor vektorral nem
rekombinaltatott) célvektorokat DB3.1-es torzsbe transzformaltuk, ott amplifikaltuk. Ez a torzs
képes ¢életben maradni, és szaporodni az iires célvektorok klonozo helyén hordozott, €s onnan
kifejez6dd ccdB toxin gén jelenlétében is.

A ndvény transzformaciokhoz Agrobacterium torzseket hasznaltunk. A tranziens
levéltranszformacidkhoz azt az A. tumefaciens C58Cl-es torzset, ami a pCh32-es plazmidon az
alap torzshoz képest tovabbi virulencia géneket hordoz, igy hatékonyabban transzformalja a
novényi sejteket (Hamilton et al, 1996). A ,hairy root” gyodkértranszformacidkhoz az A.
rhizogenes Arqual torzset hasznaltuk.

A szimbidzis vizsgalatokban inokulald torzsként a M. truncatula-t hatékonyan fert6zo,
azzal funkcionalis nitrogénkotd szimbiodzist kialakitani képes Sinorhizobium medicae WSM419

torzs LacZ illetve mRFP gént kifejezd vonalait hasznaltuk.

3.2.3.1. Baktérium transzformaciok, a baktériumok tenyésztése

A DNS konstrukciokat kiilonb6z6 E. coli, illetve Agrobacterium torzsekbe
transzformaltuk. Ezek lehettek kémiai-, vagy elektrokompetens sejtek. Kémiai kompetens sejtek
esetén a transzformdldé DNS bejuttatasa hdsokkal (42 °C, 45 s) tortént, elektro kompetens sejtek
esetén pedig fesziiltség sokkot alkalmaztunk (2,5 kV, ~ 4 ms), 2 mm-es elektroda tavolsagu
elektroporald kiivettakban (Bio-Rad), egy E. coli Pulser (Bio-Rad) késziilé¢ken.

Megfelelé antibiotikum szelekcid mellett az E. coli torzseket LB taptalajon, 37 °C-on

novesztettiik, az Agrobacterium és Rhizobium torzseket TA taptalajon, 28 °C-on.

3.2.4. Novény transzformacios modszerek

A novény ranszformaciokat két féle rendszerben végeztik. M. truncatula novényeken az
un. ,hairy root” gyokértranszformacios technikat hasznaltuk (Boisson-Dernier et al., 2001), a
fluoreszcensen jelolt fehérjek vizsgalatat pedig a gyors eredményt addé dohdny levél tranziens

transzformaciokkal (Agroinfiltracid) végeztiik (Yang et al., 2000).
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3.2.4.1. A. rhizogenes kozvetitett gyokértranszformaciok

A promoter analizis ¢€és komplementacios kisérletekhez gyokértranszformaciokat
végeztink M. truncatula Al7 Jemalong vad tipust ¢és [in-2 mutans (Kiss et al, 2009)
novényeken. A moddszer kiméra egyedeket eredményez: transzformans gyokerekkel és nem

transzformans hajtassal.

3.2.4.1.1. A M. truncatula magok csiraztatisa

A magokat elészor tomény kénsavval kezeltiik 5 percen keresztiil, majd steril 4 °C-os
vizzel mostuk. Ezutdn 5 m/m%-o0s natrium-hipoklorit oldatban fertétlenitettiik 10 percig, majd
ujra steril desztillalt vizzel mostuk, €s 4 °C-on vizzel duzzasztottuk 1 napon keresztil. A
megduzzadt magokat 0,8 m/V%-os vizes agar lemezeken, aluféliaval sotétitve, 4 °C-on
csiraztattuk legalabb 3-4 napig (igy a csirak lassabban novekedtek, de a késobb csirdzadsnak

indult magok sem maradtak le jelentdsen a méretiiket tekintve).

3.2.4.1.2. A M. truncatula novények transzformacidja és nevelése

A megfeleld konstrukciokat hordoz6 A. rhizogenes Arqual torzseket minden kisérlet elott
szilard (2,5 m/V% agar) TA tdplemezen frissen ndvesztettiikk fel. A transzformaciohoz a
csirandvények gyokocskéjét kb. 2 cm-esre vagtuk vissza, majd a vagasi felszint az
Agrobacterium pazsiton elhiiztuk. A csirandvényeket ezutan 1,2 m/V% agarral késziilt, 5 mM
KNOs-tal kiegészitett FahreusN- taptalajon neveltiik. A FahreusN- (nitrogén mentes Fahreus)
tapoldat osszetétele: 0,7 M KH,PO4, 0,8 M Na,HPO4, 0,5 M MgSO4, 0,9 M CaCl,, 20 uM
Ce¢HsFeO7 (Fe-citrat), 1,6 uM H3;BO3, 0,6 pM CuSOy, 0,5 uM NaMoOs, 0,6 uM ZnSOys, 0,6 pM
MnSO, vizben oldva (pH 6,8). A transzformalt csirandvények ndvényszobaban, hosszu nappalos
fényviszonyok mellett (16:8 h, nappal:éjszaka) 25 °C-on fejlddtek 3 hétig, majd cserepekbe,
sterilizalt agyaggolyok kozeé {ltettiik azokat, ahol Ujabb 4 héten keresztiil fejlodtek
hosszinappalos koriilmények kozott, tiveghdzban (22-25 °C). A cserepekben tartott ndvényeket 3
hétig hetente egyszer 5 mM KNOs-tal kiegészitett FahreusN- t4poldattal kezeltik. A
transzformalt novényeket minden esetben szimbiontdkkal fertdztiik (lasd 3.2.5. fejezet), ezért a

negyedik hétt6] kezdédéen megvontuk a nitrogént a tapoldatbol.
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3.2.4.2. Nicotiana benthamiana tranziens levéltranszformaciok

Szubcelluléris lokalizacios elemzésekhez a vizsgalni kivant fehérjéket dohany névények
levelében fejeztettiik ki. A kisérletekhez 5-8 hetes, iliveghazi koriilmények kozott nevelt N.
benthamiana ndvényeket hasznaltunk. A magokat altalanos viragfoldbe vetettiik, majd a
novényeket 2 hét utan egyenként Jiffy tézegkorongokba tliztiik at. Ezeket ujabb két hét elteltével
viragfolddel cserepekbe tiltettilk. A transzformald konstrukcidkat hordozd Agrobacterium
tumefaciens C58C1 (pCh32) torzseket TA taplemezen novesztettiik fel, majd spatulaval
Oszegyljtottiik, €s infiltrald pufferben felszuszpendaltuk. Az infiltrald puffer 6sszetétele: 10 mM
MgCl,, 10 mM MES, 150 uM acetosziringon steril vizben oldva. A tranziens transzformacio
hatékonysaganak novelésére egy un. segéd plazmidot hordozdé CS58CI1 torzset hasznaltunk.
Ebben a pBin61S plazmidrol fejezddik ki a P14 fehérje, ami az RNS csendesités hatékony
szupresszora (Merai et al., 2005). Szubcellularis lokalizacios kontrollként ko-transzformaciokat
végeztiink olyan C58CI1 torzsekkel, melyek a pBIN20 plazmidrol kiilonb6zd sejtalkotokba (ER,
Golgi, plazmalemma) lokalizald6 mCherry fuzios fehérjéket fejeznek ki (Nelson et al., 2007). A
transzformaciok soran azonos ardnyban alkalmaztuk valamennyi transzformalo, €s a helper
plazmidot hordozo torzset is, az infiltrdldo szuszpenzid végsd koncentraciojat ugy allitottuk be,
hogy minden bekevert baktérium torzsre 0,4 legyen a folyadék 600 nm-en mért optikai denzitasa
(ODeg0o). A dohanylevelek transzformdaciojat 1 ml-es fecskenddvel végeztiik, a levelek fondka
felol. A transzgén(ek) expressziojat 3 nap mulva vizsgaltuk konfokalis lézer pasztazo

mikroszkoppal (lasd 3.2.8.)

3.2.5. A M. truncatula novények Rhizobium inokulacidja

A szimbionta inokulaciot egy hétig nitrogén €heztetett M. tuncatula névényeken hajtottuk
veégre. A megfeleld Rhizobium torzset frissen novesztettiik szilard TA taplemezen, majd a
baktérium pazsitot felkapartuk, és FahreusN- oldatban szuszpendaltuk, azzal inokulaltunk.
A promoter analizis kisérletekhez mintat gyiijtottiink kozvetlentil fertdzés elott, és Rhizobium
inokulacié utan 1, 3, 7, 21 és 28 nappal, a komplementacids teszteket, és a [in2 mutansok

glimOz¢si tesztjeit a novények inokulacidja utan 6 héttel értékeltiik ki.
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3.2.6. A M. truncatula lin2 mutansok

A M. truncatula lin2 mutansok egy-egy Tntl retrotranszpozon inszerciot (d’Erfurth et al.,
2003; Cheng et al, 2011) hordoznak a LIN2 génben. A vizsgalatainkban felhasznalt /in2
novények genotipusanak maghatarozasat PCR segitségével végeztiik [in2-1 és lin2-2 mutéans
novények levelébdl izolalt genomi DNS-en (lasd 3.2.1.2. fejezet). Ehhez egy Tntl specifikus
primert, és az adott inszercid helyét lefedd szakaszt amplifikaldé LIN2 specifikus primereket
hasznaltunk. A Tntl specifikus primer csak mutans allélr6l ad PCR terméket a megfeleld LIN2
primerrel, mig a LIN2 specifikus primer parral csak a vad allélrol amplifikalhatjuk az annak
megfeleld hosszusagh fragmentet. A M. fruncatula Tntl retrotranszpozon inszerciés mutans
adatbazisban (http://bioinfo4.noble.org/mutant/) elérhetd Tntl-farok szekvenciak alapjan tudtuk,
milyen orientacidoban inszertalodott a transzpozon a genomi szekvencidba, igy a Tntl specifikus
primert elég volt csupan az egyik génspecifikus primerrel tesztelni. A mutdns €s vad tipusu
allélok megkiilonboztetés¢hez a kovetkezd primer parokat hasznaltuk: 5°-TCTGGA
TGAATGAGACTGGAGG-3’ és 5'-ATGAACACAACACGAACTCAAATC-3’ (lin2-1 allél),
5’-ATGAACACAACACGAACTCAAATC-3’ ¢és 5’-CCAATCATCCCATCAACAGTG-3’ (a
lin2-1 Tntl inszercid helyét lefedd vad tipusu LIN2 szekvencia), 5’-TCTGGATGAATGAGA
CTGGAGG-3’ ¢és 5’-CTGAATTTGTCCATCTGAAGTTCC-3" (lin2-2 allél), 5’-GTGAAGTG
CTTGGCTCATGC-3’ és 5’-CTGAATTTGTCCATCTGAAGTTCC-3’ (a lin2-2 Tntl inszercio
helyét lefed6 vad tipusti LIN2 szekvencia). A PCR-eket a Phire Hot Start II (Finnzymes) DNS
polimerazzal végeztikk. A giimdzési és gyokérfejlodési tesztekben homozigéta /in2 mutans

novényeket hasznaltunk.

3.2.6.1. A lin2 mutansok giimo6zési tesztje

A lin-2 mutans (/lin2-1 és lin2-2) M. truncatula magokat a 3.2.4.1.1. fejezet szerint
csiraztattuk, majd sterilizalt agyaggolyok koz¢ iiltettiik, és tliveghazban, hosszunappalos
koriilmények kozott neveltiik. Inokulacidhoz S. medicae WSM419-et hasznaltunk a 3.2.5. fejezet

szerint. A mutansok giimézési képességét inokulacio utan 6 héttel ellendriztiik.
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3.2.7. Hisztokémiai festések

Prométer analizis vizsgalatokban, tovabba a szimbiotikus infekcid hatékonysaganak
ellenérzésehez gyokér, illetve giimd festéseket végeztink a LacZ (f-galaktozidaz) riportergént
kifejezd szimbionta, illetve a promoter-GUS (fS-gliikuroniddz) riportergén konstrukciot hordozéd
novényi sejtek riportergén aktivitdsanak lathatova tételéhez. A festéseket frissen szedett egész
szerveken, illetve félbevagott glimOn vagy 60 pm-es metszeteken végeztiik. A metszeteket 1x
PBS pufferben oldott (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPOy4, 0,24 g KH,PO,4 1 liter vizben
oldva, pH 7,4) 4 m/V%-o0s agardzba agyazott giimékbdl egy MICROM HM 650 V (Thermo
Scientific) mikrotomon készitettiik. A festések kiértékelését és dokumentaciojat egy Leica DM
LB2 tipust fénymikroszkopon, egy MicroPublisher 3.3 RTV (QImaging) foto feltéttel végeztiik
a QCapture Pro (5.1.1.14, Qlmaging) szoftver segitségével.

3.2.7.1. B-gliikkuronidaz (GUS) festés

A mintat 15 percig 1x PBS pufferben mostuk, majd festettiik. A festdoldat dsszetétele 1
ml végtérfogatban: 880 pul 1x PBS, 50 ul 100 mM K-ferrocianid, 50 pul 100mM K-ferricianid, 20
pl 50 mM (DMF-ban) X-Gluc (Duchefa Biochemie, kék terméket ad)/ Magenta-Gluc (Duchefa
Biochemie, magenta szinli terméket ad). Ha nem metszetet festettiink, akkor eldszor a
festdoldatot vakuum alatt 30 percig infiltraltuk a szovetekbe, csak ezutdn kovetkezett a festéoldat
¢s a minta inkubacidja, 37 °C-on, egy €jszakan at. Festés utan 15 percig 1x PBS-ben mostuk a
mintat, majd 4 °C-on 70 V/V%-os etanolban taroltuk kiértékelésig. Amennyiben egyszerre
szerettlik volna latni a GUS és a LacZ gén miikodését is, kettds festést veégeztiink. Ilyenkor a
GUS festés utan kozvetleniil kovetkezett az X-Gal festés. Mivel az X-Gal festésnél alkalmazott
szubsztrat kék szinii terméket ad, kettds festések alkalmaval a magenta terméket ado Magenta-

Gluc szubsztratot hasznaltuk a GUS festés soran.

3.2.7.2. B-galaktozidaz (X-Gal) festés

Az 1x PBS pufferben 15 percig mosott ndvényi mintat 1,5 V/V% (1x PBS-ben oldva)
glutaraldehidben fixaltuk 90 percen keresztiil (nem metszett minta esetén allando vakuum alatt).
Ezutan haromszor 5 percig jra 1x PBS-ben mostuk a mintat, majd a festés kovetkezett. A

festdoldat Osszetétele 1 ml végtérfogatban: 860 pl 1x PBS, 50 pul 100 mM K-ferrocianid, 50 pl
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100mM K-ferricianid, 40 pl 2 m/V% (DMF-ban) X-Gal (Duchefa Biochemie, kék szinli
terméket ad). A festést sziikség esetén 30 perc vakuumos infiltracié utan végeztiik (ha nem
metszetet festettiink), 37 °C-on, a tulfestés elkeriilése érdekében a szinreakcid folyamatos
ellenérzése mellett. 15 perc 1x PBS mosast kdvetden a festett szoveteket 4 °C-on 70 V/V%-os

etanolban taroltuk kiértékelésig.

3.2.8. Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgélatokat egy Leica SP5 AOBS konfokalis lézer
pasztazd mikroszkdppal, egy DMI6000 mikroszkop alapon végeztiik. A mikroszkop beallitasai a
kovetkezOk voltak: objektiv lencsék: HCX PL FLUOTAR 5x DRY (NA:0.15), HC PL
FLUOTAR 10x DRY (NA:0.3) ¢s HCX PL APO CS 20x DRY (NA:0.7), mintazasi sebesség:
400 Hz, line averaging: 1-8; pinhole: 1 airy unit, kétiranyl pasztaz6 mod, gerjesztés: 488 nm (Ar
lézer, EGFP) és 543 nm (HeNe lézer, DsRed), spektralis emisszios detektorok: 500-540 nm
(EGFP) ¢s 580-649 nm (DsRed). Az EGFP ¢és DsRed képek zold illetve piros pszeudo-szinezést
kaptak. A képek feldolgozasa a LAS AS Lite (v2.2.1 build 4842, Leica) szoftver segitségével
tortént.

3.2.9. Kvantitativ valos idejii PCR (qRT-PCR)

A kvantitativ valos idejii PCR-ekhez nem inokulalt, és Rhizobium inokul4cié utan 4
nappal gyljtott A17 Jemalong M. truncatula gydkereket hasznaltunk. Az RNS izolacio és a
cDNS szintézise a 3.2.1.1. fejezetben leirtak szerint zajlott. A qRT-PCR reakcidhoz ABsolute
qPCR SYBR Green Mix-et (Thermo Scientific) hasznéltunk. A cDNS templatot 10-szeres
higitasban, a primereket 2,5 nM koncentracioban alkalmaztuk. A reakcidé egy Bioer FQD-48A
késziilékben zajlott: 95 °C 15 min, majd 40 ciklus [95 °C 15 s, 62 (LIN2)/ 50 (LIN) °C 30's, 72 °C
30 s]. A kiertékelést a LineGeneK programmal végeztiik (fqdpcr v2.0, Bioer). A PCR
amplifikacio specifikussagat a termékek végpont disszociacids analizisével ellendriztiik, illetve a
termékeket agardz gélen is megfuttattuk. Az eredményeket a AACT moddszerrel értékeltiik. Belso
referenciaként a M. truncatula ACTIN2 gént hasznaltuk. Az amplifikacié soran a kovetkezd
primer parokat hasznaltuk: 5’-TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAG-3* ¢és 5°-
ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAACC-3°  (ACTIN2), 5 -TGGTTGCTCTGGTTA
CAGC-3° ¢és 5-GTGAAAATATCTTTCCTGCGGTTG -3° (LIN), 5-ATGAACACAAC
ACGAACTCAAATC-3’ ¢s 5’-AGGATTGGAATGAAAGATTCTGAG -3’ (LIN2).
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4. EREDMENYEK

Az eredmények bemutatasa soran kovetkezetesen a fajnevek kovetkezo roviditéseit alkalmazzuk:
Mt - Medicago truncatula, Ps - Pisum sativum, Lj - Lotus japonicus, Cs - Cucumis sativus, Pt -
Populus trichocarpa, Cp - Carica papaya, At - Arabidopsis thaliana, Vv - Vitis vinifera, Sl -
Solanum lycopersicum, Os - Oryza sativa, Zm - Zea mays, Acv - Adiantum capillus-veneris, Sm

- Selaginella moellendorffii.

4.1. Medicago truncatula szimbiotikus gének ortolégjai zarvatermé novényekben

A nitrogénkotd szimbiodzis kialakitasdban kulcsszerepet jatszd novényi gének azonositasa
az elmult évtized nemzetkdzi kutatdmunkajanak koszonhetéen roham léptekkel haladt eldre.
Szamos gént ¢és génterméket azonositottak, jellemeztek a kivalasztott pillangdsviraga
modellnovényekben: a Medicago truncatula-ban és a Lotus japonicus-ban. Ekdzben a DNS
szekvenalasi technologidk egyre hatékonyabba és olcsobba valasaval mara szamos novény teljes
genomszekvencidja i1s elérhetoveé valt biologiai adatbazisokban. Ez lehetOséget teremtett
szamunkra a nitrogénkoté modellnovényekben mar azonositott szimbiotikus gének, illetve
géntermékek homologjainak felkutatdsdra egymadstdl kiilonboz6 rendszertani tavolsagra

elhelyezkedd, giim6z0 €s nem giimdz6 ndvénytajokban is.

4.1.1. A vizsgalatba bevont gének kivalasztasa

Vizsgalatunkhoz kivalasztottunk 16 M. truncatula gént, melyek fehérje termékei
valtozatos szerepet toltenek be a nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsa folyaman (pl. receptor
kinazok, transzkripcids faktorok). Ezek koziil a LYK3, NFP, DMI1, DMI2, DMI3, IPD3, NSPI,
NSP2, ERNI, NIN, CREI, LIN, RIT ¢és PIRI gének a szimbiozis kialakitdsanak kezdeti
szakaszaiban nélkiilozhetetlenek, Gn. korai szimbiotikus gének. Koziilik a DMI1, DMI2, DMI3
¢s IPD3 gének abban is kiilonlegesek, hogy ezek a szekvencidk sziikségesek a mikorrhiza
szimbio6zis kialakitdsa soran is, vagyis az un. k6z0s szimbiotikus Utvonal (CSP) elemei. Két

tovabbi gén, a SUNN ¢és KLV a giimOszam autoregulacidjaban vesz részt, vagyis abban a
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visszacsatolasi folyamatban, mellyel a novény képes a gyokérzetén kialakuld szimbiotikus
glimOk optimalis mennyiségét szabalyozni a rendelkezésre allo energia (a fotoszintézis soran
eléallitott cukrok) €s a sziikséges nitrogén mennyiségének fliggvényében (Reid et al., 2011). A
kivalasztott gének koziil tobben, kisebb vagy nagyobb géncsalad tagjai, melyek a vizsgalt fajok
genomjaban adott esetben eltérd tagszammal vannak jelen, ezeknél kiilon figyelmet forditottunk
a szekvencia elemzésekre. Mivel elsddleges szempontunk a funkcidhoz kothetd valtozasok,
eltérések szemléltetése volt, és ezek nagyrésze feltehetbleg a gének altal kodolt fehérje
termékekhez kothetd, a homologok Osszehasonlitd vizsgalatat a fehérjék szintjén végeztiik. A
vizsgalatba bevont 16 M. truncatula szimbiotikus szekvencidt dsszesen 13564 aminosav pozicio
reprezentalja.

Ahhoz, hogy a szimbiotikus szekvencidk, illetve homologjaik Osszehasonlitisa sordn
kapott hasonlosagi értékeket és lehetséges evolucios trendeket megfelelden értelmezni tudjuk,
osszeallitottunk egy Un. kontroll csoportot is. Ebbe olyan géneket valogattunk, melyek nem
rendelkeznek bizonyitott szimbiotikus funkcidval, tehat konzervaltsagukat, vagy éppen
valtozasukat feltehetéen nem befolyasoltdk a szimbiotikus szekvencidkat formdld evolucios
er6k. 12 kontroll gént valasztottunk ki. Koéziilik az RBCL, az ATPB ¢és a MATK rendszertani
munkakban széles korben alkalmazott marker gének (Savolainen et al., 2000; Hilu et al., 2003;
Wojciechowski et al., 2004), melyek a kloroplaszt genomjaban kodoltak. A tobbi szekvencia
sejtmagi koédolasa. A MAGI, AGTI, DH, EIF3K, ATPQ, TAFIIl15, ATP7 é RRMP gének
egyszeres kopiaszdmmal azonositott szekvencidk az 4. thaliana, a P. trichocarpa, a V. vinifera
¢s az O. sativa genomban 1s, ezaltal potencialisan jol alkalmazhatoak filogenetikai €s szekvencia
Osszehasonlitd elemzésekben, kiilonbozd rendszertani szinteken is (Duarte et al., 2010). A
GO6PDH szekvencia egy altaldnos haztartasi gén, a gliikkdz-6-foszfat 1-dehidrogenazt kodolja,
amely a pent6z foszfat utvonalon keresztiil alapvetd szerepet jatszik a sejtek szénhaztartasanak
szabalyozasaban (Kletzien et al., 1994). A 12 kontroll M. truncatula szekvenciat 6sszesen 3828

aminosav pozicio reprezentalja a vizsgéalatunkban.

4.1.2. A vizsgalatba bevont fajok kivalasztasa

A vizsgalt novényi genomok kivalasztasdnal fontos szempont volt, hogy elérhetd
genomszekvencidjuk minél teljesebb legyen, ezaltal minimalizalva annak a lehetdségét, hogy
egy adott homolog szekvenciat ne talaljunk meg csupan azért, mert az az adott genom még nem
szekvenalt régidjara esik. 10 fajt valasztottunk a zarvatermdé novények rendszertani fajanak

kiilonbozd részeirdl, melyek genomszekvendldsa mar befejezett, vagy kozel befejezett fazisban

- 40 -



tartott, hogy génjeik kozott felkutassuk a kivalasztott M. fruncatula (Fabales) (Young et al.,
2011) géntermékekhez leghasonlobb homolog szekvencidkat. A kivalasztott fajok a kovetkezok
voltak: kerti bors6d (Pisum sativum, Ps, Fabales), L. japonicus (Lj, Fabales) (Sato et al., 2008),
uborka (Cucumis sativus, Cs, Cucurbitales) (Huang et al., 2009), amerikai fekete nyar (Populus
trichocarpa, Pt, Malpighiales) (Tuskan et al., 2006), papaja (Carica papaya, Cp, Brassicales)
(Ming et al., 2008), ladfti (Arabidopsis thaliana, At, Brassicales) (Swarbreck et al., 2008),
bortermd sz616 (Vitis vinifera, Vv, Vitales) (Jaillon et al.,, 2007), paradicsom (Solanum
lycopersicum, SI, Solanales) (The Tomato Genome Consortium, 2012), rizs (Oryza sativa, Os,
Poales) (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002) ¢s kukorica (Zea mays, Zm, Poales) (Schnable et al.,
2009). A vizsgalt fajok rendszertani kapcsolatait a 4.1. dbra kladogramja mutatja be, amely az
APGIII besorolasi rendszerén alapul (The Angiosperm Phylogeny Group, 2009). A két
modellnovény mellett harmadik pillangosviraguként vizsgaltuk a borsét (P. sativum), mely a
vizsgalatunkban referencia fajként kezelt M. truncatula legkdzelebbi rokona a kivalasztott fajok
koziil. Bar a teljes genom szekvenaldsat célzd programja nem zajlott, szamos genomikai eszkoz
mar erre a fajra is rendelkezésre all. A nagy multra visszatekintd klasszikus genetikai vizsgalatok
mellett ma mar léteznek BAC konyvtarak, EST adatok ¢és EMS-indukalt mutanspark is
(TILLING) borsora (Dalmais et al., 2008). Ezen kiviill a jellemzéen magas szekvencia
hasonlosagot felhasznalva, a modell fajokban azonositott szimbiotikus gének ortologjait
altalaban klonoztak a P. sativum-bol is, ezaltal a szamunkra érdekes szekvencidk tobbsége ebbdl
a genombol is elérhetd volt az adatbazisokban. A hatalmas mezdgazdasagi jelentdséggel bird
szoja (Glicine max, Fabales) ndvényen szintén zajlanak a nitrogénkotd szimbidzist célzo
kutatasok, emellett teljes genom szekvencidja is elérhetd. Azonban ez egy paleopoliploid faj,
mely a kozelmultban tortént részleges és nagy 1éptékii genom duplikacids események nyomat is
magan hordozza (Schlueter et al., 2007; Schmutz et al., 2010), igy génjeinek mintegy 75%-a
tobb kopiaban is jelen van a genomjaban. Fontossaga ellenére, homeolog génjeinek nagy szdma
miatt, melyek diverzifikaci6ja mar elkezdddott, gy dontottiink, hogy a G. max szekvencidkat
kihagyjuk az 0Osszehasonlitdsunkbol. A vizsgalt fajok koziil nitrogénkotd szimbidzist csak a
pillangosviraguak: a M. truncatula, a P. sativum és a L. japonicus alakit ki. Arbuszkularis
mikorrhiza szimbidzis kialakitasara, egy kivétellel, mindegyik kivalasztott faj képes. Az elséként
megszekvenalt genommal bird zarvatermé modell ndévény, az Arabidopsis thaliana sem

nitrogénkotd, sem mikorrhiza szimbiozist kialakitani nem tud.

4.1. abra. A zarvatermé ndvények rendszertani faja. A 4. és 5. fejezetben targyalt csoportokat szines kerettel
jeloltiik. A keret szine megfelel az adott csoport 4.3. tablazatban hasznalt szinezésének. Fekete keret jeloli a

tablazatban nem szerepld csoportokat. A “The Angiosperm Phylogeny Group" (2009) nyoman, modositva.
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4.1.3. A kivalasztott homolog szekvenciak elozetes analizise

A M. truncatula szimbiotikus szekvenciak, és a szimbiotikus funkciéval nem rendelkezo
kontroll szekvenciak felhasznalasaval kiterjedt adatbazis kereséseket végeztiink 10 kivalasztott
faj elérhetd szekvenciai kozott. Célunk a M. truncatula keresd szekvencidkhoz leghasonlobb
talalatok oOsszegytijtése volt. A keresések menetének leirdsa, illetve a szekvenciak
mindségellendrzése és esetleges javitasa a 3.1. fejezetben olvashatdo. Minden gén, illetve
géntermék esetén minden fajbdl csupan egy taldlatot valasztottunk ki tovabbi elemzésre: azt
amelyik hosszban és aminosav szekvencia szinten leghasonlobb az adott M. truncatula keresd
szekvencidhoz. Mivel mas informaciot (1gy mint genomi lokécio, funkcid) nem hasznaltunk
ahhoz, hogy biztosan meghatarozzuk az ortolog/paraldog viszonyokat, ezeket a keresé szekvencia
feltételezett ortologjaiként kezeltik. A konnyebb kovethetdség kedvéért mindig az adott M.
truncatula szekvencia neve alapjan adtunk nevet a kivalasztott legjobb talalatnak, akkor is, ha az
a szakirodalomban mar mas néven volt ismert, illetve az adatbazisokban mas néven volt
annotalva (pl. szamos L. japonmicus szekvencia esetén). A kivalasztott szekvenciak egyedi
azonositoi, tovabba az altalunk Osszerendezett, illetve prediktalt cDNS és aminosav szekvenciadk
esetében a kodolo szekvencia predikciohoz hasznalt DNS szekvencidk azonositoi a 6. fejezetben,
a mellekletek kozott elérhetdek (10.1. tablazat). Szekvendldsi hianyossagok miatt egyes
szekvencidk csak részlegesen voltak elérhetdek, ezeket minden emlitésiikkor megfeleléen
jeloltiik a dolgozatban.

Szamos vizsgalt gén tobb tagbdl allo géncsalad egy tagja. Azért, hogy bizonyitsuk, hogy
a kapott leghasonlobb homolog az adott M. truncatula szekvenciahoz tartozo legkozelebbi rokon
szekvencia, reciprok BLAST kereséseket is végeztiink ugy, hogy a kapott legjobb talalatokkal
kerestiink az eredeti M. truncatula keresd szekvenciat is hordozé adatbazisokban. Az esetek
tobbségében a keresések legjobb taldlata az eredeti M. truncatula keresé szekvencia volt, itt nem
vetettiik el a géntermékek kozott feltételezett ortolog viszonyt. Kivételnek bizonyultak azonban
az A. thaliana, O. sativa ¢és Z. mays LYK3 homologok, és az 4. thaliana NFP, DMI3 ¢és IPD3
homolog szekvencidk. Az ezekkel végzett reciprok BLAST keresések mas M. truncatula
fehérjékhez az eredeti keresd szekvencianal nagyobb hasonlésdgot mutattak. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a fenti genomok nem hordozzak az adott M. truncatula gének ortologjait.
Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk tovabba, hogy az 4. thaliana genom nem kodolja a DMI2 és
a LIN gének ortologjait sem (Zhu et al., 2006; Kiss et al., 2009). A referencia M. truncatula
szekvenciaval nagy valdszinliséggel nem ortolog leghasonlobb taldlatokat az dbrakon mindentitt

(csillaggal) kiemelve abrazoltuk.
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Mindségellendrzés €s javitds utdn a kivalasztott legjobb talalatokat hosszuk alapjan
Osszevetettiik a megfeleld feltételezett ortolog M. truncatula fehérjével. Egy ilyen
Osszehasonlitdssal elozetes informéciot nyerhettiink azt illetden, hogy az egyes fehérjék domén
Osszetétele mennyire ol feleltethetd meg egymdsnak. Amennyiben nagyobb hosszbeli
kiilonbségek tapasztalhatdak, az feltételezheti, hogy bizonyos fehérjék az ortolégjaikhoz képest
elveszitettek, vagy éppen szereztek mas (tipusu) domén(eke)t evoluciojuk folyaman. Az
aminosav szekvencidk hosszat a 4.2. tablazat mutatja mind a szimbiotikus (A), mind a kontroll
(B) szekvencidkat illetden. A szekvencidk tOobbsége nem mutatott kimagaslo eltérést a
hosszasagukban, igy megfeleldnek bizonyultak a késobbi, aminosav szekvencia szinten végzett
Osszehasonlitdsok elvégzéséhez. Nagyobb hosszbeli vardcid (a 4.2. tablazatban szinnel
kiemelve), mely az adott fehérje funkcionalis képességeit érintd jelentésebb valtozasokat
feltételezhet, csupan a szimbiotikus szekvencidk kozott fordult eld, tovabba ezek a kiilonbségek
nem csupan nem-ortolog szekvencidkat érintettek. Tobb mint 20% hosszbeli eltérést mutatott a
megfeleld M. truncatula referencia szekvenciadhoz képest harom nem-ortolog A. thaliana tehérje
(DMI3, IPD3 és LIN), és az egyszikliek feltételezett DMI2 ortologjai. A tobbi nem-ortolog
leghasonlobb talalat nem tiint ki a hossz dsszehasonlitdsok soran. Masfeldl az egyszikii NSP2
homologok, illetve a Z. mays ERNI1 szekvencia emlitésre mélté 11-15%-os eltérést mutatott a
referencidkhoz képest. Erdekes modon a mésik egyszikii, az O. sativa ERN1 szekvencia hossza

kozel azonos a M. truncatula ERN1 hosszaval.

4.2. tablazat. A 4.1. fejezetben bemutatott szimbiotikus (A) és kontroll (B) fehérjék hossza. A sorok fejlécében a
fehérjék neve, az oszlopokéban a novényfajok kétbetiis roviditése olvashatd. A vizsgalt fajok a tablazatban balrol
jobbra haladva egyre tavolabbi rokonsagban allnak a referenciaként hasznalt M. truncatula-val. A szimbiotikus
fehérjék kozil a cellak kozepébe irva tiintettiik fel a ko6zos szimbiotikus utvonal tagjait. A tablazatokban szerepld
szamok az egyes fehérjék hosszat jelolik db aminosavban kifejezve. A jelentdsebb hosszeltérést mutatdé homoldgok
kiemelése soran szinkddot alkalmaztunk: zold - 11-20%, piros - >20% eltérés a megfeleldé M. truncatula géntermék
hosszatol. Csillag (*) jeloli az adott M. truncatula fehérjével ismerten nem ortolog viszonyban allo fehérjéket.
Doltbetiis sziirke felirat jelzi a szekvenalasi hianyossagok miatt csak részlegesen elérheté szekvenciakat. Ezeket

kihagytuk a fehérjehossz dsszehasonlitasbol. Az egyaltalan nem elérhetd szekvenciakat ,,na” felirat jelzi.
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A

szimbiotikus| Mt Ps Lj Cs Pt Cp At Vv SI Os Zm
LYK3 620 | 617 | 621 | 617 | 614 | 624 | 617* | 624 | 626 | 624 | 617
NFP 595 | 594 | 595 | 604 | 601 | 611 | 612* | 590 | 617 | 624 | 606
DMI 882 | 894 | 917 | 883 | 949 | 879 | 824 | 922 | 930 | 943 | 955
DMI2 | 925 | 024 | 923 | 948 | 933 | 727 | 929" | 939 | 903 -
DMI3 523 | 527 | 518 | 517 | 521 | 506 520 | 516 | 516 | 528
IPD3 513 | 513 | 518 | 516 | 524 | 443 548 | 545 | 506 | 505
NSP1 554 | na | 542 | 555 | 556 | 514 | 510 | 545 | 542 | 523 | 523
NSP2 508 | 503 | 499 | 478 | 503 | 489 | 483 | 490 | 487 | 575 | 564
ERN1 268 | 248 | 269 | 241 | 270 | 280 | 253 | 260 | 291 | 266 | 308
NIN 933 | 921 | 878 | 942 | 925 | 949 | 974 | 947 | 912 | 942 | 902
CRE1 1003 | 992 | 993 | 1004 | 1006 | 989 | 998 | 1002 | 993 | 1005 | 995
LIN 1488 | na | 1485 | 1426 | 1499 | 1493 - 1494 | 1470 | 1392 | 1398
SUNN 974 | 976 | 986 | 973 | 973 | 984 | 980 | 984 | 986 | 994 | 996
KLV 1112 | na | 1137 | 1143 | 1143 | 1147 | 1151 | 1139 | 1125 | 1070 | 1064
RIT 1383 | 389 | 1383 | 1387 | 1388 | 1398 | 1396 | 1386 | 1385 | 1357 | 1361
PIR1 1283 | 57 | 1277 | 1284 | 1308 | 1293 | 1282 | 1301 | 1289 | 1287 | 1306
B
kontroll | Mt | ps | Lj [ cs | Pt [ cp | At | w | st | os | zm
RBCL | 475 | 475 | 475 | 475 | 475 | 475 | 479 | 475 | 477 | 477 | 476
ATPB 490 | 491 | 498 | 498 | 498 | 498 | 498 | 498 | 498 | 498 | 498
MATK 506 | 506 | 508 | 504 | 510 | 506 | 504 | 502 | 509 | 511 | 513
G6PDH | 545 | 517 | 517 | 517 | 514 | 407 | 515 | 516 | 511 | 517 | 517
MAG1 190 | 753 | 186 | 188 | 191 | 190 | 190 | 190 | 189 | 188 | 188
AGT1 401 | 401 | 401 | 401 | 401 | 401 | 401 | 401 | 401 | 402 | 403
DH 243 | na | 240 | 241 | 243 | 240 | 239 | 243 | 242 | 243 | 244
EIF3K | 235 | 63 | 220 | 231 | 235 | 237 | 226 | 229 | 234 | 226 | 226
ATPQ | 477 | 168 | 168 | 168 | 168 | 168 | 168 | 168 | 168 | 169 | 170
TAFINS | 439 | na | 135 | 136 | 144 | 136 | 134 | 136 | 138 | 140 | 137
ATP7 244 | na | 242 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 243
RRMP | 243 | 48 | 210 | 212 | 217 | 214 | 222 | 214 | 217 | 214 | 215

4.2. tablazat
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4.1.4. Az aminosav szekvencia illesztések o6sszehasonlito elemzése

Az evolucid folyamdn egyes fehérjék nem csupan nagy domén atrendezddések, uj
domének megszerzése vagy egyesek elvesztése révén tehetnek szert 1) funkcionalis
képességekre, vagy végezhetnek eredményesebben egy feladatot, amit mar korabban is képesek
voltak ellatni, csak gyenge hatékonysaggal. Egy-egy megfeleld pozicioban tértént aminosav
csere is képes lehet befolyasolni a fehérjék mikodését. A hasonlosagok és kiilonbségek
bemutatdsara paronkénti illesztéseket végeztiink minden fajbdl, minden egyes kivalasztott
fehérje és M. truncatula homologja k6zott. A kapott szazalékos azonossagi (ID) és hasonlosagi
(SIM) értékeket a 4.3. tablazat mutatja be a szimbiotikus (A) és a kontroll (B) szekvencidkat
illetéen is. A szekvenciakban tapasztalhato valtozdsok nyomon kdvetésének megkonnyitésére
szinkddoltuk az eltérések nagysagat jelzé szamokat.

A vizsgalt fajok a M. truncatula-hoz viszonyitott rendszertani viszonyuk alapjan sorba
rendezve lathatoak a 4.3. tdblazatban, minél tavolabbi rokon egy adott faj, annal messzebb
helyezkedik el a referenciatol. Legkozelebbi rokonai a nitrogénkotd giimd kialakitasara képes
pillangdsviragtiak (Fabales), majd egyéb kétszikliek (Dicotidae) kovetkeznek, egyre nagyobb
rendszertani ugrasokkal (lasd 4.1. abra). A legnagyobb rendszertani ugras utan kovetkeznek az
egyszikiiek (Liliopsida), ezek a M. ftruncatula legtavolabbi rokonai ebben a vizsgalatban.
Vérhatéan tehat a 4.3. tadblazatban balrdl jobbra haladva az egyes géntermékek ID és SIM
értékeinek csokkenie, vagyis a szekvencia variancia mértékének novekednie kell a M.
truncatula-t6l szamitott rendszertani tavolsag novekedésével parhuzamosan. Ez a valtozas lehet
egyenletes, de lehetnek adott novénycsoportok kozott jelentdsebb ugrasok az értékek
valtozasaban, melyek adott esetben a géntermékek miitkodeését formald evolacios erOk hatasat
jelezhetik. Ezen tablazat értékeinek elemzése torténhet soronként - vagyis az egyes gének
fejlodésének szemszogébdl, vagy oszloponként — az egy-egy fajban megtalalhatdé homolog gén-
készlet jellemzdinek Gsszevetésével.

Ez utobbi esetben, tehat a tablazat értékeit fajonként értékelve, azonnal szembetiinik az
egyik szimbiotikus egyiittélés kialakitasara sem képes A. thaliana. A szekvencidk eldzetes
analizise (lasd 4.1.3. fejezet) soran tobb M. truncatula szimbiotikus génrél bebizonyosodott,
hogy nem létezik ortologja az A. thaliana genomban. A szekvencidk paronkénti illesztésébdl
szarmaz6 ID és SIM értékek pedig mind rendre alacsonyabbak az ugyancsak keresztesviragu
(Brassicales), de mikorrhiza szimbidzis kialakitasara képes C. papaya géntermékek értékeihez

képest. SOt, szamos esetben a pillangdsviraguaktol rendszertanilag joval tdvolabb esd (lasd 4.1
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abra) S. lycopersicum szekvencidk is magasabb értékeket mutattak, mint az A. thaliana talalatok
(a reciprok BLAST keresésekben nem-ortolognak bizonyult taldlatok mellett: DMI1, NSPI,
NSP2, ERNI1, KLV, RIT).

Ha a sorok értékeit nézziik a 4.3. tablazatban, vagyis egy-egy gén evoliciods valtozasait
kovetjiikk nyomon, a szinkddok alapjan kdnnyen lathato, hogy a M. fruncatula-hoz viszonyitott
rendszertani tdvolsag novekedésével az ID és SIM értékek valoban csokkennek, azonban az is
nyilvanvald, hogy a kiillonb6z6 gének homoldgjai mas-mas skalan mérhetdek. Egyesek nagyobb
léptékben csokkend értékeket mutatnak, masok lassabban valtoznak. A kiilonb6zd gének eltérd
sebességgel fejlodtek, ¢és kiilonbozoképpen konzervalodtak a zarvatermd ndévények
torzsfejlodése folyaméan. Az ID ¢€s SIM értékek jol korrelalnak az egyes géntermékek esetén, igy
a tovabbi Gsszehasonlitasokban elég volt csupan az egyik értéket vizsgalnunk. Mi a kevésbé
megengedd paramétert, az ID értékeket (a paronkénti illesztésekben az egyes illesztési
pozicidkban azonos aminosavak szazalé¢kos aranyat) vetettiik 6ssze a kiillonb6zd gének evolucios
fejlodésének jellemzéséhez, a hasonld mértékii/sebességli valtozasokat mutatd gének

O0sszerendezéséhez.

4.3. tablazat. A M. truncatula szimbiotikus (A) és kontroll (B) szekvenciak és leghasonlobb homoldgjuk kozotti
hasonlosag alakulasa. Legfeliil lathatdo az Osszehasonlitasba bevont fajok rendszertani besorolasa, melyek a
tablazatban balrol jobbra haladva egyre tavolabbi rokonsagban allnak a referenciaként hasznalt M. truncatula-val. A
tablazatok fejlécén, a vizsgalt fajokat magaba foglald kladokat szinkdddal kiilonboztettik meg, a 4.1 abra
jeloléseivel megegyezé modon. Az A rész fejlécében az egyes fajok nitrogénkotd gyokérgiimd, illetve arbuszkularis
mikorrhiza szimbiozis kialakitasara vald képességét is mutatjuk (+/-). A tablazatok kezdd oszlopaban, a sorok
fejlécében a fehérjék neve olvashatd. A szimbiotikus fehérjék koziil a cellak kozepébe irva tiintettiik fel a kozos
szimbiotikus utvonal tagjait. A tablazatokban lathato értékek a M. truncatula és az adott homolog fehérje paronkénti
illesztésébdl szarmazod szazalékos hasonldsagi (SIM) és azonossagi (ID) értékek. Csillag (*) jeldli az adott M.
truncatula fehérjével ismerten nem ortolég viszonyban allo fehérjéket. Zardjelben mutatjuk a szekvenalasi
hianyossagok miatt csak részlegesen elérhetd szekvenciak értékeit. Az egyaltalan nem elérhetd szekvenciakat ,,na”
felirat jelzi. Az ID értékek valtozasat a mezdk hatterének szinkodolasaval érzékeltetjiik: ID > 85% - piros, ID: 85-
75% - naracssarga, ID: 74-65% - vilagos narancssarga, ID: 64-55% - citromsarga, ID: 54-45% - vilagos zold, ID:
44-35% - tlirkizkék (aqua), 35% > ID - sziirke.
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DICOTIDAE LILIOPSIDA
ROSIDAE
A TURGSIDAET I TURGSIDAET | ASTERIDAE | COMMELINIDAE
Walpighiales | Brassicales | Brassicales | Vitales | Solanaies | NONESRNNSNESN
Medicago szimb. Pisum Lotus Cucumis Populus Carica Arabidopsis Vitis Solanum Oryza Z
truncatula fehérjék | sativum |japonicus sativus trichocarpa papaya thaliana vinifera |lycopersicum | sativa eamays
g%?:zrrrghl::;o szimbiozis - - - - - - - -

LYK3 ID 61 62 63 56 62 59 54* 54*
SIM 76 76 78 72* 76 75 71* 69*

NEP ID 72 49 52 53 28* 56 50 40 42
SIM 84 69 70 70 52* 73 69 61 62

DMI ID 70 72 (73) 70 72 71 68 69
SIM 81 81 (83) 83 83 84 80 81

DMI2 ID 56 61 (63) 32* 60 55 56 55
SIM 72 75 7, 51* 74 71 70 71

D 34* 72 71 70
DMI3 SIM 56* 83 84 82

IPD3 ID 58 59 (56) 16* 60 52 46 45
SIM 76 76 (72) 32* 76 70 63 61

NSP1 ID na 61 67 62 54 67 58 45 43
SIM ha 75 79 76 71 82 73 60 60

NSP2 ID 60 67 65 52 69 62 52 52
SIM 76 80 79 67 81 77 66 66

ERN1 ID 61 66 62 46 67 53 42 47
SIM 75 79 75 60 79 70 56 62

NIN ID 63 39 45 48 43 48 42 37 35
SIM 75 56 62 64 60 64 58 56 54

ID 72 69 58 58
CRE1 SIM 82 82 74 75

LIN ID na 61 64 62 23 65 59 33 34
SIM na 77 79 76 48* 78 75 55 55

SUNN ID 61 64 62 61 62 61 53 53
SIM 76 78 77 76 77 75 70 68

KLV ID na 72 66 67 66 64 67 66 57 55
SIM na 83 78 80 79 77 81 79 74 73

ID 70 68
RIT S 34 33

ID 74 72
PIR1 SIM 86 85

B

Medicago
truncatula

kontroll
fehérjék

RBCL

ATPB

MATK

G6PDH

MAG1

AGT1

DH

EIF3K

ATPQ

TAFII15

ATP7

RRMP

4.3. tablazat
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4.1.5. Az aminosav szekvenciak valtozasa alapjan felallitott evolucios kategoriak

A gének evolacids valtozasi sebességének vizsgalatdhoz a 4.3. téblazatban szerepld
fajokat rendszertani helyzetiik és szimbiotikus képességeik alapjan harom csoportra oszthatjuk.
Ezek: a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasara képes kétszikli fajok, a nem giimézd kétszikii
fajok, ¢és az egyszikliek fajcsoportja. A  homoldég szekvencidk ID  értékeit
génenként/géntermékenként kovetve a vizsgalt fajokon 4at, az értékek alakulasidban a
legjelentdsebb valtozast jellemzOen ezen csoportok hatdran tapasztaljuk. Egyszer a giim6z6 ¢€s
nem giim6z6, majd a kétszikli €s egyszikli fajok kozott. Ezek a valtozasok eltéréd mintazatot
mutatnak a kiilonboz6 géntermékek esetében, ezek nyomon kovetéséhez a 4.3 tablazatbol
szarmaz6 ID értékeket a 4.4 abran, grafikonokon abrazoltuk. Az el6zd bekezdésben leirtak
alapjan tudtuk, hogy a keresd szekvenciaval szdmos nem-ortolog leghasonlobb talalatot add A.
thaliana novényre szimbiotikus képességének elvesztése révén eltéré evolucios erdk hathattak,
igy ezek értékeit nem jelentettiik meg a grafikonokon. A kdnnyebb kovethetdség érdekében a
homolog szekvenciak értékeit szaggatott vonallal kotottiik Ossze.

A gorbék lefutasa, és a fajcsoportok hataran tapasztalt ID érték valtozasok egymdashoz
viszonyitott aranya alapjan harom-harom kategoriat éllitottunk fel a szimbiotikus (A, B, C) és a
kontroll (A’, B’, C’) fehérjéknél. A kategoriakba sorolashoz elsdsorban azt vettiik figyelembe,
hogy az egyes homolog szekvencidk ID értékei a fajcsoportok kozott mekkora ugrast mutattak,
vagyis mekkora valtozas allt be a csoport fehérjéinek Osszetételében. Az A kategoériaba olyan
szimbiotikus géntermékeket soroltunk, melyek a legkisebb valtozasokat mutattdk. Ezekre az
jellemzd, hogy a pillangdsok és egyéb kétszikiiek kozti azonossag lecsokken kb. 80%-ra, mig az
egyszikiieknél egy tovabbi mintegy 10%-os esés eredményeként ezek a fehérjék mar csak kb.
70%-0s hasonlosagot mutatnak a megfeleld M. truncatula szimbiotikus génekkel. Vagyis a
torzsfan egymast kovetd fajcsoportok kozott mindkét esetben viszonylag alacsony mértékii az ID
értékek valtozdsa. Bar az ezen kategdéridba esé gének mutatjdk a legnagyobb foku
konzervaltsagot, észrevehetjiik azt is, hogy valamivel nagyobb az értékek valtozasa a pillangdsok
¢s egyeb kétszikliek kozott mint a kétszikliek és egyszikiiek csoportja kozott. A B kategdridba
sorolt szimbiotikus géntermékek legszembetiindbb kozds jellemzdje, hogy drasztikus valtozas
(kb. 70-40%-ra esés) mutathato ki a pillangdsvirdgu fehérjék és az egyéb kétszikiiek kozott, mig
a tovabbi evolucios eltavolodas mar nem mutat szembetlind valtozast a vizsgalt fehérjék kozott -
kivéve azt a kb. max. 10%-os esést a kétszikiiek és egyszikiiek hataran, mely ardnyaiban

megegyezik az A kategoriaban tapasztalt értékkel. A C kategoridba azok a géntermékek
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keriiltek, amelyek a kétszikiiek és egyszikli fajcsoportok kozott a legnagyobb valtozast (kb. 15-
60%-0s esést) jelzd értekeket mutattak, és hasonld esést mutattak a nitrogénkotd szimbidzisra
képes és arra képtelen kétszikiiek kozott, mely értékek jellemzéen az A és B kategoriak
megfeleld értékei koz¢ estek. Néhany fehérje besoroldsa esetén, ahol a készikli fajcsoportok
kozott tapasztalt &tmenet hasonlo volt (DMI1 és KLV — B kategoria, illetve CRE — C kategoria)
¢és kevésbé drasztikus mint a tobbi B kategoriaba sorolt fehérjénél, a kétszikiiek és egyszikiiek
hataran tapasztalhatd valtozas nagysdga alapjan dontottiik el a besoroldsukat. A kontroll
csoportnal torekedtiink arra, hogy ha lehet, hasonl6 jellemzdkkel bird kategéridkat allitsunk fel.
Ezek alapjan allt 6ssze a legkisebb valtozasokat mutatod fehérjéket tartalmazo A’ kategoria, ahol
azonban az A-hoz képest is kisebb eltérések voltak, hiszen a legtavolabbi rokon fehérjék
azonossagi érteke is 80% kozelébe esett. A B’ kategoriaba esd fehérjéket a pillangosviragtiak és
egyeb kétszikiiek kozti drasztikusabb valtozas (kb. 70%-ra esés), €és a masik két fajcsoport, a
kétszikliek és egyszikiiek kozti kisebb valtozas jellemzi. Ugyanakkor a C kategoridhoz leginkabb
hasonld C’ kategériaba mar csak két géntermék keriilt, mely a C-hez hasonld két-eséses
valtozasi modellt mutatta. A géntermékek kategorizdlasa sordn az egymasnak nagyjabol
megfeleltethetd szimbiotikus és kontroll szekvencia kategoéridk (A-A’, B-B’, C-C’) koziil
valamennyibe keriiltek géntermékek, de nem azonos eloszlasban. A kontroll szekvencidk z6me,
nyolc géntermék a konzervalt szekvencidkat hordozd A’ kategéridba volt sorolhatd, mig a
szimbiotikus szekvencidk koziil csupan harom keriilt az A kategériaba. A B és C kategoridkba
azonban 7 és 6 géntermék keriilt, szemben a B’ ¢s C’ 2-2 tagjaval. Feltételezhetd, hogy az egyes
géntermék kategéridk tagjainak evolicidjat kiillonb6zo erdk hajtottak. Ennek targyalasa az S.1.

fejezetben olvashato.

4.4. abra. A homologok konzervaltsaga alapjan felallitott szimbiotikus (A, B, C) és az azoknak megfelel6 kontroll
(A’, B’, C) fehérje kategoriak. Az x tengely a vizsgalatba bevont fajokat, az y tengely az adott M. truncatula fehérje
¢és homologjanak paronkénti illesztésébol szarmazé szazalékos azonossagi értékeket (a 4.3. tablazatban 1D) mutatja.
A konnyebb kovethetdség érdekében az adott M. truncatula fehérjéhez tartozo Gsszes értéket szaggatott vonal koti
Ossze. A géntermékek neve, és jelolésiik a grafikonok bal alsd sarkaban lathatd jelmagyarazatban olvashato: A:
DMI3 (rézsaszin rombusz), RIT (kék négyzet), PIR1 (citromsarga haromszog); B: LYK3 (citromsarga rombusz),
NFP (zold négyzet), DMI1 (kék haromszog), DMI2 (tiirkizkék haromszog), NIN (narancssarga csillag), SUNN
(fekete négyzet), KLV (piros haromszog); C: IPD3 (zold rombusz), NSP1 (fekete rombusz), NSP2 (rézsaszin
négyzet), ERNI1 (citromsarga haromszog), CRE1 (kék csillag), LIN (tirkizkék haromszdég); A’: RBCL
(narancssarga csillag), ATPB (pink négyzet), G6PDH (fekete csillag), MAGI1 (z6ld haromszdg), AGT1 (kék
haromszog), DH (tiirkizkék rombusz), EIF3K (citromsarga haromszdg), ATPQ (piros négyzet); B’: ATP7 (piros
haromszog), RRMP (zold csillag); C’: MATK (citromsarga négyzet), TAFII15 (barna rombusz). A kloroplaszt

genomban kodolt szekvenciakat felirattal kiilon jeloltiik, a tobbi sejtmagi kodolasa.
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4.2. A LIN géncsalad evolicios vizsgalata

Az el6z0 fejezetben ismertetett analizisbe bevont szimbiotikus gének egyike a csoportunk
altal azonositott LIN (Kiss et al., 2009). A gén altal kodolt fehérje funkciojanak feltarasa jelenleg
is folyik. Ennek egyik elemeként célunk volt a lehetséges homolog gének minél teljesebb kori
felkutatasa ¢€s jellemzése. A M. truncatula LIN fehérje aminosav szekvenciajaval végzett
adatbazis keresések eredményeként nem csupan a 4.2. és 4.3. tabldzatokban bemutatott
homologokat talaltuk meg, hanem pl. alacsonyabbrendii harasztokban is kaptunk talalatot. Ezen
kiviil tobb novényben egy masik, kisebb hasonlosaggal bird szekvenciat is azonositottunk. Ezek
hozza rendkiviil hasonl6 masik gén is jelen van szdmos ndvény genomjaban, a pillangdsvirdga L.
Jjaponicus novényen kiviil példaul a sz616ben (V. vinifera) és a paradicsomban (S. lycopersicum)
is (4.5. abra) A LIN géncsaladnak ezt a masodik tagjat LIN2-nek neveztiik el. A 4.5. 4bran is
kitlinik, hogy a LIN2 fehérjék els6sorban az aminosavlanc N-terminalis végén, vagyis a
korabban leirt LIN szekvencian LIN doménnek elnevezett szakaszon (Kiss et al., 2009) mutatnak

szamottevo eltérést.

MILIN - T A W W

LiLIN

LiLIN?2

VvLIN

VvLIN2

SILIN

SILIN2

OsLINh

4.5. abra
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4.5. abra. LIN és LIN2 homolog aminosav szekvencidk a novényvilagban. Az abra tetején a M. truncatula LIN
fehérje domén felépitése lathato: a prediktalt U-box (U), Armadillo (A) és WD40 (W) doméneket narancs téglalapok
jelolik, citromsarga szinnel a LIN domént (L) jeloltiik. A grafikonok a M. truncatula LIN és az adott homoldg
aminosav szekvencia paronkénti illesztésének grafikus megjelenitései. A blosum62mt2 aminosav szubsztitcios
matrix alapjan az egyes illesztési pozicidkra szamolt, 0 és 1 kozé esé szarmaztatott értékeket kék oszlopok jelzik,

s

programcsomag AlignX programjanak felhasznalasaval késziilt.

4.2.1. LIN homolég génszekvenciak gyiijtése és meghatarozasa

A szekvencia adatbazisokban elérhetd Osszerendezett, teljes LIN és LIN2 szekvencidkat
0sszegyujtottiik, mindségiiket ellendriztiik. Ezek mellett részleges talalatokat is kaptunk, ahol az
adott homolog genomi szakasz szekvenalasa csak részlegesen volt elérhetd, vagy a taldlat egy-
egy EST szekvencia volt csupan. Ilyenek voltak a M. truncatula LIN2 és az Adiantum capillus-
veneris pafrany LIN homolog szekvencidi, melyeket kisérletesen kiegészitettiink. Emellett az
adatbazisokban teljes hosszusagban elérheté V. vinifera LIN szekvencidt is klonoztuk

funkciondlis vizsgalatok céljara.

lin-2
prométer régi¢ ~ Start Y | | stop
‘—: I L\E D_{ : >_‘7r>—L/>41 >_L>_{>—‘7,>—{>4‘>J‘L 4
MtLIN
lin2-1 lin2-2
promoter régio start v stop
oD —H— -+
MtLIN2 TSSpred. TSS polyA pred.
promoter régié start | o | r\ - o StNOP
——-E)-}~ ——-9--H-—H--)
VvLIN

4.6. abra. A M. truncatula LIN, LIN2 és a V. vinifera LIN gének exon-intron szerkezete. A promoter régiotol 3’
iranyban, a start és stop kodonok kozott nyilak jeldlik a gének transzlalodo/atirodoé exonjait. Kék és fekete szaggatott
vonal jelzi az in silico prediktalt LIN2 transzkripcids start (TSS pred.) és poliadenilacios (polyA pred.) helyeket.
Piros telt vonalak mutatjak (TSS) a kisérletesen meghatarozott transzkripcios start helyeket. Fekete kitoltésti
haromszdg jeloli a C > T nonszensz mutacid helyét a /in-2 mutans vonal LIN szekvencidjaban. Fehér kitoltési

haromszdgek jeldlik a Trt! retrotranszpozon inszercio helyét a lin2-1 és lin2-2 mutans vonal LIN2 szekvenciajaban.
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4.2.1.1. A Vitis vinifera LIN szekvenciajanak meghatarozasa

Nitrogénkotd gyokérgiimd kialakitdsara csupan a Fagales, Fabales, Cucurbitales és
Rosales kladok bizonyos fajai képesek. Ezek a kladok mind besorolhatdéak a Rosidae magasabb
rendszertani egységébe, amely csoportnak a névények torzsfejlodése folyaman legkorabban
elkiiloniilt fejlédési vonala a Vitales klad (The Angiosperm Phylogeny Group, 2009) (4.1. dbra).
Ily modon a giim6z6 ndvények egy nitrogénktd gimd kialakitasara nem képes, tavoli, de még a
Rosidae csoportba sorolt rokona a Vitales klad egyik faja, a V. vinifera, sz616. A sz0l6 genom
szekvenalasi programja befejez0dott (Jaillon et al., 2007), emellett egy termesztett fajta (a Pinot
Noir) szekvenalasa is véget ért (Velasco et al., 2007). Az §sszerendezett genomi szekvencidkon
automatikus génpredikciok is elérhetdoek. Ezek kozott LIN homolog utan kutatva a legjobb talalat
az AM465615 genomi szekvencian prediktalt CAN74785 azonositd szdmu aminosav szekvencia.
A prediktalt koédold szekvenciat tobb EST tamogatja, tehat egy kifejez6ddé génrél van szo.
Tekintve, hogy mindkét szekvenalt sz6l6 genom Pinot Noir volt, V. vinifera Pinot Noir
novényeket neveltiink, ezek gydkerébdl izolaltunk RNS-t, majd azon reverz transzkripcioval
cDNS-t allitottunk eld. A gyokér cDNS-t templatként hasznalva amplifikaltuk, és klonoztuk a V.
vinifera LIN gén kbodold szekvencidjat. Szekvenalassal megéllapitottuk, hogy a prediktalt
GenBank szekvencia helyes, a prediktalt exon-intron hatdrokat igy kisérletesen igazoltuk. A gén
exon-intron felépitését a 4.6. abra mutatja. A 4485 bp kodold szekvencia 16 exonon teriil el egy
7183 bp-os genomi szakaszon. A M. truncatula LIN génnel 6sszevetve az exonok szama azonos,
hosszuk néhany bazispar eltérést mutat csak. A V. vinifera LIN fehérje 1494 aminosav hosszu,
InterPro doménkereséssel egy U-box, egy Armadillo és négy WD40 domént prediktalhatunk,
emellett hordozza a LIN domént. A V. vinifera LIN erds hasonldésagot mutat a M. truncatula LIN

szekvenciaval a fehérjék teljes hosszan (4.7. dbra).

4.2.1.2. Az Adiantum capillus-veneris pafrany LIN homolég szekvencidjanak

meghatarozasa

Szekvencia adatbazisokban tavoli LIN homolog utédn kutatva fedeztiik fel a DK959426
GenBank azonositdé szdma EST szekvenciat, ami a M. truncatula LIN fehérje N-terminalisaval
tblastn  Osszehasonlitdsban  hasonldésdgot ~ mutatott. Az  EST szekvencia  a
TST39A0INGRLO0004 K13 jeli A. capillus-veneris pafrany cDNS klonrdl szarmazott. A klont
kutatasi célra megkaptuk az azt k6zI6 japan csoporttdl (Yamauchi et al., 2005). Primer sétaval

meghataroztuk a cDNS inszert teljes szekvenciajat (5158 bp), ami egy potencidlisan 4659 bp-os
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kodold szekvencidt hordozott. A kodolt 1552 aminosav hosszi fehérje a fajok kozotti nagy
rendszertani tavolsag ellenére paronkénti illesztés utan 40%-ban azonos, illetve 61%-ban hasonlo
a M. truncatula LIN szekvencidhoz. InterPro predikcidé alapjan az A. capillus-veneris LIN
homoloég egy U-box, egy Armadillo és WD-40 doméneket hordoz, tovabba a LIN domén is
felismerhetd a fehérje N-terminalisan. Eredményeink alapjan az A. capillus-veneris LIN
homoloég egy, a doménfelépitésében a M. truncatula LIN-hez igen hasonld, feltehetéen E3

ubikvitin ligaz fehérje (4.7. abra).

MILIN  E T A viw———W)
MILIN2 (U} ] A WiW——w|w|w:
VVLIN | L | — A W W W
AcvLINh. o A )

4.7. abra. A M. truncatula LIN és LIN2, a V. vinifera LIN, illetve az A. capillus-veneris LIN homolog fehérje
Osszehasonlitasa. A fehérje domének jel6lése megfelelel a 4.5. abra jeldléseinek. A grafikonok a M. truncatula LIN
€s az adott homoldg aminosav szekvencia paronkénti illesztésének grafikus megjelenitései. A blosum62mt2
aminosav szubsztiticios matrix alapjan az egyes illesztési poziciokra szamolt, 0 és 1 kdzé esé szarmaztatott
VectorNTI (Invitrogen) programcsomag AlignX programjanak felhasznalasaval késziilt. A fehérjék grafikus

illesztését az U-box doménjiikhdz igazitottuk.

4.2.1.3. A Medicago truncatula LIN2 szekvenciajanak meghatarozasa

Munkank kezdetén a M. truncatula genomszekvenalasa még folyamatban volt, a LIN2
gén szekvenciaja csak részlegesen volt elérhetd. A mth2-176c14-es szami BAC klon 18, sorba
nem rendezett darabbol allo szekvencidjan egy 5883 bp hosszi kontig hordozta a gén nagy
részét. Egyéb, elorehaladottabb fazisban jar6 genomszekvendlasi programmal rendelkezé fajok

(pl. P. trichocarpa, V. vinifera) ortolég genomi régidkra esé elérhetd génpredikcidi, tovabba a L.
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Jjaponicus genom ortolog régidjan altalunk végzett in silico génpredikci6 alapjan a rendelkezésre
allo M. truncatula szekvenciardl az elsé exon részlegesen, az utolso, rovid exon teljesen
hianyzott. A BAC szubkontig kiterjesztésére M. truncatula genomi DNS-bOl inverz PCR
konyvtarakat készitettiink tobb kivalsztott restrikcios endonukledz felhasznalasaval. A
konyvtarak segitségével a gén 5°- és 3’- végének szekvencigjat is sikeriilt meghosszabbitani
annyira, hogy tovabbi 1-1 BAC klon szekvencia szubkontigot kapcsolhattunk a kezdeti 5883 bp-
os szakaszhoz. Az igy rendelkezésiinkre all6 mintegy 18 Kb-nyi szekvencia informacié mar
elegendd volt a gén kodolo szekvencidjanak €s promoter régidjanak vizsgalatara is. (Az altalunk
nyert szekvencia adatok késObb megerdsitést nyertek a M. fruncatula genomszekvenalasi
program elérehaladtaval.)

A gén kodold szekvenciajanak megerdsitését gyokér RNS-bdl atirt ¢cDNS mintan
vegeztiik el, mig transzkripcios starthelyének kisérletes megallapitasara 5° RACE PCR modszert
alkalmaztunk. Az eredmények alapjan a M. truncatula LIN2 transzkripcidja egy mintegy 100 bp-
os szakaszon beliil tobb helyrdl is elindulhat (4.6. dbra). A gén elsé exonjaban, a megfeleld
leolvasasi keretben két, egymastol 522 bp tavolsagra es0 ATG kodon is szamitasba johetett
transzlacios starthelyként. Ezt az 5° RACE eredményekkel 6sszevetve a LIN2 gén 5> UTR 22 és
141, bp illetve 544 és 663 bp kozott valtozna. A rovidebb szakasz felel meg jobban az irodalmi
adatoknak, mig a masodik verzid lényegesen hosszabb lenne az atlagosnal (Mignone et al.,
2002). A M. truncatula LIN2 aminosav szekvencidt Osszehasonlitottuk mas fajokban teljes
hossziisagban elérhetd feltételezett ortoldgjaival, ahol a kodold szakaszon 5° irdnyban el6bb
elhelyezkedd6 ATG kodon bizonyult konzervaltnak a szekvencidk kozott. Mindezen adatok
alapjan a leolvasasi keretben a hosszabb szekvenciat ado ATG kodont jeloltiik ki transzlacids
starthelyként. A ¢cDNS szekvencidt a genomi szekvenciaval Osszevetve meghataroztuk a M.
truncatula LIN2 gén exon-intron felépitését is (4.6. abra). A LIN2 és LIN gének exon-intron
szerkezete azok 5° végi harmadaban kiilonbozik lényegesen, a fennmaradd szakaszokon
nagyfoku hasonlosagot mutat. A M. truncatula LIN2 gén genomi szekvencidja 6sszesen 7323 bp,
ami 15 exonra osztva egy 4008 bp-os kodold szekvencidt hataroz meg. Paraldgja, a M.
truncatula LIN 4467 bp-os kodold szekvenciaja Osszesen 16 exonon teriil el, a genomi
szekvencia azonban csupan 6773 bp, vagyis a LIN2 génben 0Osszességében hosszabb az
mtronikus szakasz, mint L/N-ben.

A LIN2 szekvenciat in silico leforditottuk aminosav szekvencidva. Az 1335 aminosav
hosszusagt M. truncatula LIN2 fehérje az attol valamivel hosszabb, 1488 aminosav hosszi LIN-
nel paronkénti illesztésben 36%-0s azonossagi és 58%-o0s hasonlosagi értékeket mutat. A LIN2
szekvencian végzett InterPro doménkeresés egy E3 ubikvitin ligdz aktivitasért felelés U-box

domént, €s tovabbi, fehérje-fehérje, vagy fehérje-DNS kapcsolatok kialakitasaban potencialisan
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szerepet jatszo Armadillo és WD40 doméneket talalt. Eredményeink alapjan a LIN2 is egy E3
ubikvitin ligdz, mely doménfelépitésében igen hasonlé a LIN fehérjéhez, de nem hordozza a LIN

domént (4.7. abra).

4.2.1.4. Tovabbi LIN2 homolog szekvenciak a novényvilagban

A M. truncatula LIN2 fehérje szekvencidjaval adatbaziskereséseket végeztink a L.
Jjaponicus, C. sativus, P. trichocarpa, C. papaya, V. vinifera, S. lycopersicum, O. sativa, Z. mays
¢€s S. moellendorffii genomi, EST ¢€s fehérje szekvencidk kozott. A P. trichocarpa kivételével a
kétszikli genomokban mindeniitt ketté olyan teljes hosszisagu talalatot kaptunk, melyek nagy
foki hasonlosagot mutattak a fehérje egészén. Egyik a 4.1. fejezetben mar bemutatott LIN
ortolog (P. trichocarpa-ban kettd kopiaja létezik), a masik feltételezhetéen LIN2 ortologja. Az
egyszikiiek csak egy taldlatot adtak, ezek a korabbiakban O. sativa €s Z. mays LIN homologként
hivatkozott szekvencidk. A S. moellendorffii csipkeharaszt esetében négy homolog fehérje
szekvenciat talaltunk, ezek koziil 2-2 egyezd hosszisagu, paronként 98%-ban azonos aminosav
szekvenciaval. A szakirodalom adatai alapjan a Selaginella genomszekvendlds sordn két
haplotipust szekvenaltak egyiitt (Banks et al., 2011), igy vélhetden két lokusz 2-2 alléljardl van
sz0, vagyis a kétszikiiekhez hasonldan a S. moellendorffii genom is kettd LIN homolog kopiat
kodol. Az A. capillus-veneris teljes genom szekvencidja még nem ismert, igy nem tudjuk, vajon
abban is van-e egy masik LIN homolégot kddold gén is.

A LIN2 homologok genomi szakaszain egyes esetekben rendelkezésre alltak automatikus
szamitogépes kodolo szekvencia predikciok (pl. P. trichocarpa, V. vinifera), mas esetekben csak
a genomi DNS szekvencia volt elérhetd (lasd mellékletek, 10. fejezet). Utobbi esetekben a gének
kodold szekvenciajat a M. truncatula LIN2 aminosavszekvencidjat templatként hasznalva in
silico magunk prediktaltuk. Az igy Osszegyljtott, illetve meghatdrozott valamennyi aminosav
szekvenciat ezutdn tobbszoros illesztésben hasonlitottuk Ossze. Ezen illesztések alapjan, ahol
sziikséges volt, manudlisan javitottuk a szamitogépes predikciok exon-intron hatérait, mind a
sajat, mind az adatbazisok predikcidin. Munkank soran a legnagyobb parsziménidra torekedtiink,
feltételeztiik, hogy a feltételezett ortolog fehérjék a lehetd leghasonlobbak egymashoz. Ezek
szerint megallapitottuk a L. japonicus, C. sativus, P. trichocarpa, C. papaya, V. vinifera, S.
lycopersicum ¢€s Z. mays LIN2 fehérjék szekvencidjat. Az O. sativa €s S. moellendorffii
szekvencia predikciok szerkesztését, a valamennyi LIN2 homolégot magaba forlald tobbszoros
illesztés alapjan, nem tartottuk sziikségesnek, azokat az adatbazisokban kozolt formaban

vizsgaltuk a tovabbi 6sszehasonlitasokban.
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4.8. abra. A LIN és LIN2 fehérje szekvenciak konzervaltsaga. Legfoliil a M. truncatula LIN (balrdl) és LIN2
(jobbrdl) fehérjék domén Osszetétele lathato. A baloldali oszlopban minden fehérjét a M. truncatula LIN-hez, a
jobboldali oszlopban a M. truncatula LIN2-h6z hasonlitunk. A fehérje domének jelolése megfelelel a 4.5. abra
jeloléseinek. A grafikonok a M. truncatula LIN vagy LIN2, és az adott homoldg szekvencia paronkénti illesztésének
grafikus megjelenitései. A blosum62mt2 aminosav szubsztiticiés matrix alapjan az egyes illesztési poziciokra
hasonlosagi értékkel aranyosak. Az abra a VectorNTI (Invitrogen) programcsomag AlignX programjanak
felhasznalasaval késziilt. A kétszikii LIN és LIN2 szekvenciakat csak ortologjukkal vetettiik Ossze, az egyszikli

illetve haraszt LIN homologok mindkét 6sszehasonlitasban szerepelnek.

4.2.2. A LIN és LIN2 fehérjék evolucios viszonyainak feltarasa

A M. truncatula LIN ¢s LIN2 fehérjét egyenként, paronkénti illesztésben hasonlitottuk
Ossze feltételezett kétszikli ortologjaikkal, illetve az egyszikii és haraszt szekvenciakkal (4.8.
abra). Ha a géncsalad két paralog tagja altal kodolt fehérjék, a LIN és LIN2 hasonlosagat nézziik,
a szekvenciak két szakaszra bonthatéak: egy gyengébben konzervalt, az U-box doménig terjedd
N-terminalis, €s egy erdsebben konzervalt, az U-box doméntdl a fehérjek végéig terjedd C-
terminalis szakaszra. (4.7. abra). A két alcsalad koziil csupan a LIN ortolog szekvencidkban
megtalalhatd LIN domén a LIN alcsaladon beliil magas foku szekvencia konzervaltsagot mutat.
Ez a domén 6l felismerhetden jelen van az A. capillus-veneris LIN homolog N-terminalisan is,
ami arra utal, hogy az 4. capillus-veneris LIN homolog inkabb a LIN ortoldgja, mintsem LIN2-
€. Ezzel szemben a LIN2 fehérjék N-termindlis szakaszdn kirajzolodd hasonlosag az
Osszehasonlitott szekvencidkat hordozo fajok kozotti rendszertani tavolsdg nodvekedésével
rohamosan csokken (4.8. 4bra).

A LIN homologok leszarmazasi kapcsolatainak vizsgalatdhoz a rendelkezésiinkre 4llo
aminosav szekvencidk felhasznalasaval Neighbor-Joining filogenetikai fat rajzoltunk a teljes
szekvencidk, és csupan az erdsebben konzervalt C-terminalis szakaszok illesztésével is (4.9.
abra). Ennek eredményeként két, némiképp eltérd topoldgidju fat kaptunk, de mindkettd
egyértelmiien harom f6 csoportba sorolja a vizsgalt szekvencidkat. Egy monofiletikus csoportot
alkotnak a kétszikli LIN ortologok, egy masikba tartoznak a kétszikii LIN2 ortologok ¢€s az
egyszikiiek LIN homolog kopidi, emellett egy harmadik klddot alkotnak a haraszt LIN homolég
szekvencidk. A S. moellendorffii szekvenciak 6sszehasonlitasa 40%-ban azonos, illetve 60%-ban
hasonlé aminosavakat mutat a fehérjék illeszkedd szakaszain, ami 6sszevethetd a M. truncatula
LIN ¢és LIN2 (36/58%) egymashoz mutatott értékeivel. Az adatok arra utalnak, hogy a
Selaginella korpafii két LIN homolog kopiaja nem 1) génduplikacioé eredménye, hanem ez a faj is

LIN ¢és a LIN2 egy-egy ortologjat hordozza. Valoszinli, hogy egy nagyobb felbontdsu, a
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harasztok ¢és kétszikiiek kozotti rendszertani csoportok tobb fajabol szarmazd LIN homolog
szekvenciat bevono vizsgalat segitségével a S. moellendorffii szekvencidk is biztonsaggal

besorolhatéak lennének a LIN és LIN2 ortolégok monofiletikus csoportjaiba.
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4.9. abra. LIN homolog szekvenciak alapjan rajzolt filogenetikai fak. A fak NJ (Neighbor-Joining) modszerrel
becsiilt nem gydkereztetett filogramok. Az egyes csomodpontok melletti szamok azok szazalékos bootstrap
tamogatottsagat (1000 ismétlés) jelolik. A fak aghosszai aranyosak a szekvenciak kozotti filogenetikai tavolsaggal,

egységiik egy szubsztitiucid pozicidonként.

A P. trichocarpa két LIN szekvencidja mindkét fan monofiletikus part alkot. Hosszuk
azonos, paronkénti illesztésben 84%-0s azonossagi illetve 90%-os hasonlosagi értékeket adnak.
Emellett adatbazis kereséseink soran egyetlen masik esetben sem talaltunk két LIN ortolog
kopidt egy genomban. Eredményeink alapjan valoszinli, hogy a Populus LIN gén duplikécidja 0j
esemény, azutan tortént, hogy a P. trichocarpa €és a tobbi vizsgalt faj fejlddési vonala kiilon valt
a noveények torzsfejlodése folyaman.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a LIN és LIN2 gének mely kromoszoémakon, milyen genomi
kornyezetben helyezkednek el a kiilonboz6 fajok genomjadban. A M. truncatula, L. japonicus, P.
trichocarpa, V. vinifera, S. lycopersicum, illetve az O. sativa és Z. mays genomok esetében allt
rendelkezésiinkre erre vonatkozd informéacio. A kétszikli fajok minden esetben kiilon
kromoszoman hordozzak a LIN és LIN2 géneket. A P. trichocarpa genom kettd LIN ¢és egy LIN2
ortologot kodol, ezek mindegyike mas-mds kromoszoman talalhatd. A vizsgalt egyszikiiek
csupan 1-1 LIN homologot hordoznak. A rendelkezésre allo adatok alapjan Osszevetettiik a LIN
kopiak 1-1 Mb kiterjedésii genomi kdrnyezetét. A szintenikus régiokat a 4.10. abra mutatja be. A
rendszertanilag kozel all6 fajok koézott a LIN homoldégok genomi kornyezete szintenikusnak
mutatkozott, de mindig csak LIN-LIN illetve LIN2-LIN2 ortolég parok esetén. LIN-LIN?2 paralog
parok genomi régidi egy alkalommal sem mutattak szintenikus egybeesést. A P. trichocarpa LIN
ortologokat hordoz6 kromoszdéma szakaszok kiterjedt homolog régidkat mutatnak, ami arra utal,
hogy a P. trichocarpa LIN ortoldg megkettdz6dése nem csak a gént, hanem nagyobb
kromoszoma szakaszt érintd duplikaci6 eredménye. Az O. sativa LIN homolog genomi
kornyezete szinténiat mutat a V. vinifera 11-es kromoszéma LIN2 ortologot kodolo régidjaval.
LIN ortolog és egyszikii LIN homoldg genomi kdrnyezete koz6tt nem mutattunk ki homologiat.
Ezek alapjan mind a felallitott filogenetikai fak, mind a szinténia vizsgalat arra utal, hogy az
egyszikii LIN homologok LIN2 ortoldgjai. Erdekes eredmény, hogy mig a pillangdsviraga fajok
LIN2 genomi kornyezete hasonlosagot mutat P. trichocarpa és V. vinifera LIN2 kromoszoma
szakaszokkal 1s, addig a M. truncatula és L. japonicus LIN gének genomi kornyezete csak
egymas kozott mutat szinténidt, mas fajokkal nem.

Tovabbi szekvenalt novényi genomokban kereséseket végezve megtudtuk, hogy LIN és
LIN2 egy-egy kopidban megtalalhato az ajakosviragu (Lamiales) Mimulus guttatus és a
legbazélisabb helyzeti valodi kétsziki (Eudicotidae) klad (4.1. abra), a boglarkaviraguak

(Ranunculales) k6z¢ sorolt Aquilegia coerulea genomjaban is. Mig kétszikli csoportokban LIN ¢és
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LIN2 megléte altalanosnak mondhat6, addig a vizsgalt egysziklieckben csak LIN2 ortologja
létezik. Egyaltalan nem talaltunk feltételezett LIN illetve LIN2 géneket a Physcomitrella patens

moha, Volvox carteri telepes zoldalga illetve a Chlamydomonas reinhardtii egysejtii zoldalga

elérheté genomszekvenciajaban.
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4.10. abra. Szintenikus kapcsolatok a L/N homologokat hordozé genomi régiok kozott. Az dsszehasonlitasokat 1
Mb kiterjedésii genomi szekvencidkon végeztiik, a fajnevek mellett zardjelben tiintettiik fel az adott szekvenciat
hordoz6 kromoszoma szamat. (A L. japonicus 4. kromoszoma adott szakasza csak részlegesen szekvenalt, ott
kevesebb szekvencia informacio allt rendelkezésiinkre.) A kromoszoma szakaszokon haromszogek jelolik a LIN
homologok elhelyezkedését. Fehér kitoltéssel lathatoak a LIN ortologok, fekete kitdltéssel a LIN2 ortologok, és az

egyszikiiek LIN homolog szekvenciai.
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4.3. A LIN géncsalad funkcionalis vizsgalata

Ahogy az ¢el6zd fejezetben bemutattuk, a LIN és LIN2 gének széles korben elterjedtek a
magasabbrendii novényi genomokban. Jo6l konzervaltan megtalalhatdak nitrogénkotd
szimbidzisra nem képes fajokban is. Eddig csak a pillangosviraguak LIN génjeihez kothetd egy,
a szimbidzisban betoltott funkcid. Ennek hianydban, muténsaikban leall az infekcios fonal
novekedése még a gyokérszOrokben, ¢€és a gimOprimordiumok sem fejlédnek tovabb.
Ugyanakkor tekintve a tobbi ndovényben is meglévd LIN kopiat, és azt, hogy a fehérje E3
ubikvitin ligdzként tobb szubsztrat molekula ubikvitinaciéjaban is szerepet jatszhat, felmeriil
annak a lehetdsége, hogy a LIN rendelkezik feladatokkal a nitrogénkotd szimbidzisban betdltott
szerepén tul is. A doménekben kapott nagyfoka hasonldésagok alapjan feltételezhetd, hogy mas
folyamatokban hasonlod szubsztrat-specifitassal rendelkezhetnek a kiilonb6z6 fajokban miikodo
LIN fehérjék, de vajon mennyire egyedi a pillangdsviragiak LIN fehérjéinek szimbidzisban
betoltott szerepe? Annak vizsgalatdra, hogy LIN milyen mértékben specializalédott a
nitrogénkotd szimbidzisban betoltott szerepének ellatasara, /in mutans ndovényeken menekitési
kisérleteket végeztiink a nem giim6z6 fajokbol szarmazd V. vinifera és A. capillus-veneris LIN
homolog szekvencidkkal. Emellett a M. truncatula LIN2 funkcidjanak feltarasara iranyulod
vizsgalatokat is végeztiink, mert annak milkddésérdl korabban semmilyen kisérletes adat nem

allt rendelkezésre.

4.3.1. M. truncatula lin mutans novények menekitési kisérletei

A M. truncatula lin-2 allélt hordoz6 mutans ndovényekben (EMS6:T7 vonal) a LIN gén
elsé exonjanak 661. pozicidjaban egy C > T tranzicid (4.6. dbra) korai stop kodont alakit ki (Kiss
et al., 2009). Errél a mutans allélrol csak egy 220 aminosav hosszusagl csonkolt LIN képzddhet,
mely nem elégséges a LIN szimbiotikus funkcidjanak betoltésére, tehat a szimbidzis a mar
emlitett modon koran ledll. Kordbban ezen /in-2 mutdns ndévényeken transzkomplementacios
kisérletekben a vad tipusu MtLIN génnel sikeriilt komplementalni a szimbiotikus fenotipust (Kiss
et al., 2009). Jelen kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a klonozott LIN homolégok fehérje

termékei vajon képesek-e ellatni a LIN géntermék szimbidzisban betdltott szerepét.
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névény . . z b2 b2
genotipusa promoter transzgen komp. transz. névény vektor
lin-2 p35S GUS 0 16 26 pK7WG2D
lin-2 p35S cMtLIN 3 30 46 pK7WG2D
lin-2 p35S cWLIN 2 26 28 pK7WG2D
lin-2 p35S cAcvLINh 2 43 78 pK7WG2D
lin-2 p35S GUS 0 36 47 pK7WGF2-RR
lin-2 p35S cMtLIN 1 20 20 pK7WGF2-RR
lin-2 p35S cAcvLINh 10 33 40 pK7WGF2-RR
lin-2 PMLtLIN cVWLIN 7 na 16 PK7WGF2-RR
lin-2 PMtLIN cAcvLINh 15 ha 45 pK7WGF2-RR
lin-2 PMLtLIN cMtLIN 21 na 35 pPK7WGF2-RR

4.11. abra. A [in-2 mutans M. truncatula ndvényeken végzett menekitési kisérletek Osszefoglald tablazata. A
transzgén kifejeztetésére kiilonbozd promotereket hasznaltunk: a konstitutiv kifejezédést biztositd karfiol mozaik
virus 35S promoterét (p35S), és a M. truncatula LIN gén promoterét (pMtLIN). A menekité konstrukciokban
hasznalt transzgének: S-gliikuronidaz (GUS), mint negativ kontroll, a M. truncatula LIN gén koédold szekvenciaja
(cMtLIN), a V. vinifera LIN gén kodold szekvencidja (cVvLIN2), az A. capillus-veneris LIN homoldg gén kdodold
szekvencidja (cAcvLINh). £ komp. - a menekitett névények szdma, melyeken 6 héttel S. medicae WSM419
inokulacié utan a vad tipustakkal megegyez6 felépitésii érett, szimbiontak altal kolonizalt giimék voltak
megfigyelhetek. ¥ transz. - a transzformacios kontroll kifejez6dése alapjan az adott konstrukcidt valdban hordozo
transzformans novények szama. £ novény — a kisérletek kiértékelésekor megvizsgalt kifejlett névények szama. A
transzgének komplementacids képességét tobb esetben kiilonbozo transzformacios vektorok alkalmazasaval is
ellendriztiik. A szamok a fliggetlen biologiai kisérletek dsszesitett értékei.

A LIN promoter altal hajtott konstrukcidk esetében transzformacids kontroll nem allt rendelkezésre (lasd 3. fejezet),

igy ott a transzformans névények szamara vonatkozoan nincsen adat (na).

4.3.1.1. A V. vinifera LIN kopiaval végzett menekitési kisérletek

A M. truncatula és V. vinifera LIN fehérjék paronkénti illesztése szerint azok 65%-ban
azonosak ¢és 78%-ban hasonloak az illeszked6 szakaszokon (4.7. abra). A csak az U-box
doméntdl a fehérjek C-termindlisaig terjedd szakaszokat 6sszehasonlitva ezek az értékek: 68% ¢€s
81%. A V. vinifera LIN gén kodolo szekvenciajat (cVvLIN) Agrobacterium rhizogenes altal
kozvetitett Gn. ,hairy root” gyokértranszformacioval juttattuk a /in-2 mutans névényekbe. TObb
konstrukciét teszteltiink: a karfiol mozaik virus 35S prométere (p35S) a transzgén konstitutiv
kifejeztetését teszi lehetdvé a transzformans gyokerekben, mig a M. truncatula LIN gén
klénozott promoterével (pMtLIN) meghajtva a transzgén térben és idében hasonldan fejezédhet

ki, mint nativ médon a LIN, melynek a mutansban kiesé funkcidjat probaltuk potolni a
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komplementacids tesztekben. Negativ kontrollként p35S-sel meghajtott S-gliikuronidaz-t (GUS),
pozitiv kontrollként a M. truncatula LIN gén kédold szekvenciajat (cMtLIN) hasznaltuk p35S
illetve pMtLIN altal meghajtva. A p35S kifejeztetést biztositdé plazmidba klonozott célgénekrdl a
fehérjék fuzids fluoreszcens fehérje nélkiil termelddtek, ugyanakkor parhuzamosan egy masik
promoter altal meghajtott szabad fluoreszcens fehérje 1s képzddott, melyet pozitiv
transzformacios kontrollként hasznaltunk. A pLIN-t hordoz6 plazmidokba beépitett célgének az
N-terminalis végiikdn transzlacids fuzioban GFP-vel jelolt fehérjeterméket eredményeztek. Bar
elméletileg ez a vektor is hordozott egy masik, kiilonallo, szabad fluoreszcens fehérjét kifejeztetd
konstrukciot is, a pLIN-t hordozd plazmidokkal végzett kisérletekben technikai okok miatt (lasd
3. fejezet) nem rendelkeztiink transzformacios kontrollal. Az ezeket a konstrukciokat hordoz6 4.
rhizogenes torzsekkel elvégeztiik a ,hairy root” transzformaciot, majd a kinétt gyokereket
mikroszimbionta baktériumokkal fertéztik. A komplementacid sikerességét a nodvények
Sinorhizobium medicae WSM419 inokuldcidja utan 6 héttel ellendriztiik. A negativ kontroll
esetében Osszesen 26 kifejlett novényt vizsgaltunk. Koziilik a transzformacidés kontroll
kifejez6dése alapjan 16 egyed hordozott transzformans gyokereket, de a novények koziil egy
sem mutatott kifejlett, szimbiontakat tartalmaz6 giimdket (4.11. dbra). A giimOk megrekedtek a
primordium fazisban, a szimbiotikus infekcio leallt (4.12. abra). Ezzel szemben mind a p355-
cVvLIN2 (4.12. é4bra), mind a pM{tLIN-cVvLIN konstrukcido képes volt menekiteni a /in-2
mutacidt. Az elobbi esetben 26 transzformans (0sszesen 28 vizsgalt) novénybdl 2, a masodik
esetben 16 vizsgalt novénybdl 7 mutatott a vad tipusi ndvények elongalt, rdzsaszin,
szimbiontakkal kolonizalt kifejlett giimdivel azonos képleteket (4.11. dabra). A pozitiv
kontrollokat illetden: 46 vizsgalt novény koziil 30 hordozott transzformans gyokereket a p355-
cMtLIN konstrukcio alkalmazasakor, melyek kozil 3 gyokérzetén talaltunk kifejlett,
szimbiontakkal fertdzott giimoket (4.12. dbra), mig a pMtLIN-cMtLIN konstrukci6 hasznalatakor
35 vizsgalt ndvény koziil 21 volt képes szimbiotikus giimoék kialakitasara (4.11. abra). A tesztek
eredménye arra utal, hogy a VVLIN fehérje megfeleld kifejeztetés mellett képes ellatni LIN

szerepét a nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsa folyaman.

4.12. abra. Gyokérgimék a p35S promoterrel hajtott konstrukcidokkal menekitett M. truncatula lin mutans
novényeken 6 héttel inokulacié utan. A transzgének fehérjetermékei szabadon, fuzios fehérje nélkiil termelddtek.
Szimbiontaként a hemA promoterrel meghajtott lacZ gént hordozd S. medicae WSM419 torzset hasznaltuk. Ezek a

baktériumok B-galaktozidaz festés utan kék szinnel lathatoak a képeken.
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A: negativ kontroll, a nem menekité konstrukcioval transzformalt gydkereken a baktériumok (fehér nyillal jelolve)
nem képesek kolonizalni a fejlédé giimét, annak fejlddése primordium allapotban leall. B: pozitiv kontroll, a M.
truncatula LIN kodolo szekvenciajaval menekitett, szimbiontakat tartalmazé giimé. A V. vinifera LIN (C) és az A.
capillus-veneris LIN homolog (D) kodolod szekvenciaja is képes volt menekiteni a /in mutaciot, a kifejlett glimok
belso sejttomegét kékre szinezik az azt kolonizald baktériumok. A és B képeken a giimok egészben, C €s D-n ketté

metszve lathatéak. [Aranyvonal: 500 um (A), 1000 um (B-D).]

4.12 abra
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4.3.1.2. Az A. capillus-veneris LIN kopiaval végzett menekitési kisérletek

A Lycophyta csoport fejlodése mintegy 400 millié évvel ezeldtt levalt a a szarazfoldi
novények 10 fejlédési vonalarol (Stewart, 1993). Ily modon a Lycophyta A. capillus veneris LIN
homolog ¢és a M. truncatula LIN legalabb 400 milli6 éve egymastol fliggetleniil fejlodik,
meglepd modon a két fehérje illeszkedd szakaszain az aminosavak mégis 40%-ban azonosak,
illetve 61%-ban hasonloak (4.7. abra). Ha csak a prediktalt, ismert funkciondlis doméneket
hordozd, az U-boxtol a fehérjek C-terminalisaig tartd szakaszokat illesztjiik, ezek az értékek 42
¢s 64%-ra emelkednek. A fehérjék hasonlosaga Osszemérheté a M. truncatula LIN és LIN2
paralég par értékeivel. Ugyanakkor az A. capillus veneris LIN homoloég N-termindlisan
felismerhetden jelen van a kizardlag a LIN ortologokra jellemzd egyedi domén. Menekitési
kisérletekben az A. capillus veneris LIN homolog kodolo szekvenciajat (cAcvLINh) az el6z6
fejezetben leirtakhoz hasonléan, p35S illetve pMtLIN promoterekkel meghajtva, A. rhizogenes
kozvetitette gyokértranszformacioval juttattuk /in-2 mutans novényekbe. A p35S-sel meghajtva
két kiilonb6zd vektorrol is kifejeztettiik a transzgént. A pK7WG2D vektorrdl az AcvLINh
fehérje szabadon, mig a pK7WGF2-RR vektorrdl N-terminalis fluoreszcens fuzios fehérjével
egyltt termelddik. Mindkét vektorrol termelddik egy-egy fiiggetlen promoterrdl hajtott
fluoreszcens transzformacios kontroll is, igy kivalogathattuk a transzformalt gyokerekkel
rendelkezd novényeket. A pLIN altal hajtott konstrukciokat a pK7WGF2-RR vektor modositott
valtozataval készitettiik, itt a mar emlitett technikai okok miatt transzformacios kontroll nem allt
rendelkezésre (lasd 3. fejezet). S. medicae WSM419 inokulacio utan 6 héttel, a p35S-cAcvLINh
konstrukcidkkal kapott transzformans gyokereket vizsgalva 43 transzformdns (Gsszesen 78
vizsgalt) novénybdl 2 (pK7WG2D), illetve 33 transzformans (Gsszesen 40 vizsgalt) ndvénybdl
10 (pK7WGF2-RR) (4.12. &bra) mutatott komplementaciot. Emellett 45 vizsgalt, a pM¢LIN-
cAcvLINh konstrukciot potencidlisan hordozd ndvénybdl 15 esetén figyeltiink meg érett,
elongalt, rozsaszin, funkciondlis, szimbiontikkal kolonizalt giimdéket (4.13. &bra). Ezzel
parhuzamosan a pK7WGF2-RR vektor alkalmazédsakor, a pozitiv kontrollokat illetéen: a p35S-
MLIN konstrukciot hordozo 20 transzformans (8sszesen 20 vizsgalt) novénybdl 11, a pMtLIN-
MtLIN konstrukcio esetén 35 vizsgalt koziil 21 ndvény volt képes érett, szimbiontdkat tartalmazo
gimOket kialkitani. A p35S-GUS (negativ kontroll) konstrukcidval kapott 36 transzformans
gyokereket hordozd (Osszesen 47 vizsgalt) egyedbdl egy esetben sem alakultak ki szimbiotikus
gliimOk az inokulalt gyokereken (4.11. abra). A tavoli rokon A. capillus-veneris pafrany fajbol
szdrmaz6, de aminosav szekvencia szinten j61 konzervalt LIN homoldg tehat képes menekiteni a

szimbiotikus /in mutaciot a M. truncatula névényben.
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4.13. abra. Erett gim6k metszeti képe LIN prométerrel hajtott A. capillus-veneris LIN homolég kodold
szekvenciaval menekitett M. truncatula lin-2 mutans novényeken. A S. medicae WSM419 torzzsel fert6zott
gyokereken 6 héttel inokulacio utan a vad tipustiakkal megegyezd felépitésii érett giimok voltak megfigyelhetdek
(A), amit a szimbiontak kolonizaltak (B,C). A C képen kivehetdek a sejtet kitoltd baktériumok. [Aranyvonal: 750
pm (A), 50 pum (B), 10 pm (C).]

4.3.2. A M. truncatula LIN2 funkcionalis vizsgalata

A LIN homolég szekvenciak koziil funkcionalis informacioval korabban csupan a M.
truncatula LIN és L. japonicus ortologja, CERBERUS (Yano et al, 2009) (a konnyebb
kovethetdség érdekében ebben a munkdban L. japonicus LIN néven hivatkozunk rd) esetében
rendelkeztiink, a nitrogénkotd szimbidzisban betdltott funkcidjuk kapcsan. A LIN2 génekrdl
semmit nem tudtunk. A LIN és LIN2 gének széles korben megtalalhatok nem giim6zo

novényfajok genomjaban is, emellett géntermékeik domén Osszetétele és szekvenciaja is igen
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hasonl6. Ez egyfeldl azt sugallja, hogy a LIN rendelkezik a nitrogénkotd szimbidzisban betoltott
szerepén tul egyéb funkcidval is, masfeldl a LIN és a LIN2, legalabb részben, képes lehet azonos
feladatok elvégzésére.

Tobb kiilonbozd M. truncatula €s L. japonicus lin/cerberus allélt hordozé mutans 1étezik,
ezekben a LIN2 kopia sértetleniil jelen van a genomokban, a szimbiozis defektiv fenotipus mégis
megjelenik. Ez arra utal, hogy a jelen 1évd LIN2 nem képes ellatni a kiesd szimbiotikus funkciot.
Kérdés, hogy vajon miért nem? A fehérjék illesztése azt mutatta, hogy az N-terminalis részen
van a legnagyobb kiilonbség a két paralég kozott, de a tovabbi domén Osszetétel megegyezik.
Elképzelhetd, hogy a LIN-hez képest megvaltozott fehérje nem képes a szimbiotikus funkcidhoz
sziikséges szubsztrat molekula ubikvitinacidjaban részt venni. Ugyanakkor az is lehet, hogy
képes lenne ra, csak a LIN2 gén kifejezddése, vagy a fehérje lokalizacidja nem megfelelé ahhoz,
hogy ezt a feladatot elvégezze. Az alabbi kisérletekben tobb oldalrél vizsgaltuk a LIN2 gén ¢€s

fehérje termékének olyan tulajdonsagait, melyek kozelebb vihetnek funkcioja megértésé¢hez.
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4.14. abra. A M. truncatula LIN2 és LIN gének expresszioja gyokerekben. Az x tengely a kvantitativ valos idejii
PCR (qRT-PCR) aktualis ciklusszamat, az y tengely a mért fluoreszcens jel intenzitasat mutatja. A mérések azonos
c¢DNS templatokon késziiltek: szimbiontaval nem inokulalt (0), és szimbionta inokulacié utan 4 nappal (4) gyljtott
gyokereken.

Az A részabra a LIN2 specifikus (L2), a B részabra a LIN specifikus (L) primerekkel mért értékeket mutatja két
fiiggetlen PCR futasban, 2-2 technikai ismétléssel, a belsé referencia (R) eredményei mellett. Referencia génként a

MtACTIN2-t hasznaltuk.

4.3.2.1. A MtLIN2 gén kifejezodése

A MtLIN? gén kifejez6dését a gyokérben, valamint egy korai szimbiotikus allapotban
vizsgaltuk kvantitativ valos idejli PCR-rel. Ennek megfeleloen RNS mintékat tisztitottunk M.
truncatula ndvények sterilen nevelt gyokerérdl, €s azonos kort, de négy nappal kordbban
Rhizobium baktériummal fert6zott gyokerekrdl is, a gyokérszords zondkbdol. A reverz
transzkripcios reakcid elvégzése utan kapott cDNS mintdkon 6sszemértiik a PCR reakciokat az
MtLIN2 primerekkel, és a referencia gén, MtACTIN2 primereivel is (4.14. A dbra). Az adatok
alapjan a LIN2 gén nagyon alacsonyan fejezddik ki a gyokérben, mig expresszidja kb. egy
nagysagrenddel novekedett (15,81+1,1-szeres emelkedés) a szimbionta inokulacio utan.
Osszehasonlitasképpen ugyanezen cDNS templatokon elvégeztiik a MtLIN hasonld analizisét is
(4.14. B abra). A LIN gén kifejezddése a vizsgalt mintdk Osszevetésében gyakorlatilag nem
mutatott valtozast. Bar ezekbdl az adatokbol a két gén kifejezddésének direkt Gsszehasonlitasat
szamszeriien nem adhatjuk meg (a kiilonb6zd primerekkel végzett PCR-ek hatékonysaga nem
meghatéarozott), az mindenképp kitlinik, hogy a LIN2 mRNS-ének szintje még a lehetséges
szimbiotikus indukcio utén is joval alatta maradt az atirt LIN géntermék mennyiségének (4.14.

abra). A vizsgalatokban belsé (normalizacios) referenciaként a MtACTIN2 gént hasznaltuk.

4.15. abra. A M. truncatula LIN2 gén promoter aktivitdsa a gyokérfejlodés folyaman. A LIN2 prométer GUS
riporter gént hajt meg a transzformans gyokerekben, ami B-gliikuronidaz festés utdn magenta szinnel lathato a
felvételeken. A LIN2 promoter aktivitasa a gyokér periciklusban elinduld sejtosztodassal egyiitt jelenik meg (A),
majd a primordium teljes sejttdomegén megfigyelhetd erds aktivitas végigkiséri az oldalgyokér fejlédésének egész
folyamatat (A-H), végiil lecseng, csak a gyokércsicsokban marad fenn permanensen (I). [Aranyvonal: 200 um (A-

H), 500 pm (I).]
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4.15. abra

4.3.2.2. A LIN2 promoter aktivitasanak jellemzése

A LIN2 gén kifejez6désének finomabb térbeli vizsgalatdhoz klonoztuk a gén kezdd
kodonjat kdzvetleniil megeldz6 2156 bp-t, melyet LIN2 promoterként (pMtLIN2) hasznaltunk a
késobbi vizsgalatokban. Miikodésének lathatova tételéhez GUS riporter gént hajtottunk meg
vele, ami megfeleld festés utan megszinezi a LIN2 promoteraktivitast mutatd sejteket. A
konstrukciot A4. rhizogenes kozvetitette gyOkértranszformacioval juttattuk vad tipusua Al7
Jemalong M. truncatula novényekbe. Figyeltiik a promoteraktivitdst nem inokulalt, nitrogénnel
elégségesen ellatott, és nitrogén éheztetett ndvények gyodkerein, valamint S. medicae WSM419
szimbionta inokulaci6 utan 1, 3, 7, 21 ¢és 28 nappal. Nem inokulalt gyokereken
nitrogénellatottsagtol fliggetleniil erés promoteraktivitast tapasztaltunk a gyokércsucsokban,
illetve a fejlédé oldalgyokerekben, a gyokér egyéb részein nem lattunk festodést. A pM(LIN2
mar az oldalgyokérfejlodés legkorabbi fazisaban bekapcsol a gyokér periciklus o0sztdédo
sejtieiben, majd folyamatos erds aktivitdst mutat a fejlodé gyokér teljes sejttomegén, mig

lecseng, és a kialakult gyokér csticsi részére korlatozodik (4.15. abra).
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4.16. abra. A M. truncatula LIN2 gén promoteraktivitasa a giiméfejlodés és szimbiotikus infekcio folyaman. A
LIN2 prométer GUS riporter gént hajt meg a transzformans gyokerekben, ami B-gliikkuronidaz festés utan magenta
szinnel lathato a képeken. A felvételek S. medicae WSM419 inokulaci6é utan 7 nappal késziiltek a giiméfejlodés és
szimbiotikus infekcid kiilonbozo fazisaiban jaroé gyokérrészeken. A szimbionta torzs hemA promoterrel meghajtott
lacZ gént hordoz, B-galaktozidaz festés utan kék szinnel lathaté a képeken. A gyoOkérszér csiucsan megjelend
baktérium kolénia (fekete nyillal jeldlve) kialakulasaval parhuzamosan a kdrnyezd epidermisz sejtekben erdsddd
LIN2 promoteraktivitas jelenik meg (A), ami az infekcio elérehaladtaval attevédik a gydkér belsd sejtrétegeibe (B-
D), majd a giimdprimordiumban koncentralodik (E). A mar szimbiontak altal kolonizalt, de még fejlédd giimében

er6s LIN2 promoteraktivitas figyelheté meg (F). [Aranyvonal: 100 um (A,B,D,E), 200 um (C,F).]
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Szimbionta fert6zés hatdsara a promoter aktiv az infektalt gyokérszér kornyezetében
elhelyezkedd epidermisz sejtekben, majd a fertdzés, illetve az infekcios fonal eldrehaladasaval
egyre mélyebben elhelyezkedd sejtrétegekre tevodik at az aktivitdsa, mig a fejlodo
gliiméprimordiumban koncentralodik (4.16. 4bra). Az érett, elongalt, szimbiontdkkal fertozott
glimOkben a promoter erésen aktiv az osztddasi zoéndban, ez azonban az infekcids zonaban
lecseng, a kifejlett glimd egyéb teriiletein a M¢LIN2 promoéter nem aktiv (4.17. A dbra). Ez
nagyon hasonlo, de nem egyez6 a MrLIN promoter hasonld koru, érett giimOben tapasztalt
aktivitasi képével, ami a merisztematikus zonan tal erésen milkddik a szimbiotikus infekcio
zondjaban is. A glimd tovabbi részeiben ez az aktivitds megsziinik, vagy nagyon gyenge lesz

(Kiss et al., 2009) (4.17. B éabra).

II-I11.

I11.

4.17. abra. A M. truncatula LIN2 (A) és LIN (B) gén promoteraktivitasanak dsszehasonlitasa kifejlett glimokon. A
prométerek GUS riporter gént hajtanak meg a transzformans gydkerekben, ami B-gliikkuronidaz festés utan magenta
szinnel lathatd a képeken (a szimbiontdk nincsenek megfestve). A romai szamok az érett M. truncatula
(indeterminalt) giim6k miikodési zonait jelolik hozzavetdlegesen (szaggatott vonalak kozott): 1. osztodasi
(merisztematikus) zona, II. infekcids zona, II-III. interzona (a baktériumok differencialodasa, a szimbioszomak
kialakulasa), III. nitrogénkotési zona IV. szeneszcens (6regedési) zona. A LIN2 prométer erds aktivitast mutat az
osztddasi zonaban, ami az infekcids zonaban lecseng. A LIN promoter mindkét zonaban erésen aktiv. [Aranyvonal:

500 pm (A-B).]
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4.3.2.3. LIN2 sejten beliili lokalizacioja

A M. truncatula LIN2 fehérje szubcellularis lokalizaciojanak kisérletes vizsgalatara olyan
konstrukcidkat hoztunk létre, melyrdl azt a 35S promoterrel (p35S) konstitutivan meghajtva egy
N-terminalis EGFP molekuldval fazidoban termeltethetjiik. Ezeket Agrobacterium rhizogenes
kozvetitett ,hairy root” gyokértranszformacidval juttattuk vad tipusa Al7 Jemalong M.
truncatula novények genomjaba. A hasznalt vektorrol szabad DsRed, mint fluoreszcens kontroll
is kifejez0dik, mely a citoplazmaba és a sejtmagba lokalizal a transzformalt sejtekben. A
transzformaciokat tobb fliggetlen kisérletben megismételtiik, de az EGFP::MtLIN2 fizi6s fehérje
jele konfokalis 1€zer pasztazo mikroszkdppal nem volt kimutathat6 a transzforméns gyokereken.
Ezutén kisérleti rendszert valtottunk, €s ugyanazon konstrukciot haszndlva, a fehérjét sikeresen,
detektalhatd modon termeltettiik N. benthamiana levelekben Agrobacterium tumefaciens
kozvetitett tranziens transzformacio altal. A f0zios fehérje és a kontroll DsRed nagy mértékii ko-
lokalizaci6t mutatott a sejtek citoplazmajaban és a sejtmagokban (4.18. dbra). Rendelkezésiinkre
alltak tovabba egyéb sejtalkotdkban lokalizdlodé mCherry marker konstrukciok is (Nelson et al.,
2007), a LIN2 fazios fehérjét ezekkel egyiitt kifejeztetve vizsgaltuk tovabb annak sejten beliili
elhelyezkedését. Az mCherry és a DsRed molekulak emisszidos gorbéje azonban nagymértékben
atfed, ezért létrehoztunk egy olyan konstrukciot is, amivel a GFP6::MtLIN2 fehérje
transzformacios kontroll nélkiil termeltethetd. Kotranszformaciokat végeztiink N. benthamiana
leveleken endoplazmatikus retikulum (ER), Golgi apparatus, illetve plazmamembran
(plazmalemma) markerekkel. Ezek koziil a LIN2 erds kolokalizaciot mutatott az ER kontrollal,
¢s némileg a plazmamembran kontrollal is (4.18. dbra), emellett az endoplazmatikus retikulumra
jellemzd halézatos mintazat is megfigyelhetd volt tobb sejten, a Golgi vezikuldk jellegzetes,
potty6zott képét azonban LIN2 soha nem mutatta. Mivel a fehérje altal adott jel megtigyelhetd
volt a citoplazmdban is, ezért egyértelmi kovetkeztetéseket levonni annak plazmamembran
lokalizacidjat illetden nem tudtunk. Az altalunk hasznalt megkozelitéssel csupan nem zartuk ki
ennek lehetdségét.

crcr

sejtmagi, citoplazma (és plazmamembran) és ER szubcellularis lokalizacidjat mutattuk ki.
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4.18. abra. A M. truncatula LIN2 fehérje sejten beliili lokalizacidja. Az N-terminalisan fizios EGFP-vel jelolt LIN2
fehérjét A. tumefaciens kozvetitette tranziens levéltranszformacioval kiilonbdz6 lokalizacids kontrollokkal
termeltettiik egyiitt N. benthamiana levélsejtekben. A lokalizacids kontrollok: szabad DsRed, a citoplazmaba és a
sejtmagba lokalizal (A), mCherry - endoplazmatikus retikulum lokalizaciés marker (B), mCherry - plazmamembran
(plazmalemma) lokalizacios marker (C). 'piros csatorna, a lokalizacios kontroll altal kibocsajtott fluoreszcens jel;
2761d csatorna, az EGFP::MtLIN2 4ltal kibocsajtott jel; “kombinalt kép, a zold és piros csatorna egymasra vetitve a
lathaté fénytartomany képén (sarga szin jeldli a piros és zold csatorna atfedd jelét). [Aranyvonal: 50 pm (A), 75 um
(B-C).]

4.3.2.4. M. truncatula LIN2 mutansok

A M truncatula inszercids ~ mutagenezis  program  (http://medicago-
mutant.noble.org/mutant/index.php) adatbazisaban tobb a LIN2 génben Tntl retrotranszpozont

(Tadege et al., 2008) hordoz6 vonalat azonositottunk. Ezek koziil kettét részletes elemzésre
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kivalasztottunk. Az altalunk /in2-2 névre keresztelt allélt hordoz6 vonal Jemalong 2HA genetikai
hattérben volt, s ennek magjai egy korabbi munka kapcsan azonnal a rendelkezésiinkre alltak, itt
a transzpozon a gén 14. és 15. exonja kozott, intronba épiilt be (4.6. abra). Errdl a szekvenciarol
elméletileg a fehérje nagy része moddositatlanul képzOédhet egészen a harmadik WD40 domén
végéig. Emellett, amennyiben a transzpozon jelenléte lehetdvé teszi az azt hordozo LIN2 gén
teljes transzkripciojat és az mRNS megfeleld €érését, a transzpozont hordozd intron kivagddasa
utdn a vad tipusu fehérjével megegyez6 termek keletkezhet. Ennélfogva a mutansgyiijteménybdl
beszereztiink egy masik vonalat is. A lin2-1 allél a retrotranszpozont a LIN2 gén 2. exonjaban
hordozza (4.6. abra) R108-as vonal genetikai hattéren. Ebben az esetben a mutans génrdl csak

egy csonkolt, még az U-box domént sem tartalmaz6 fehérje keletkezhet.

4.20. abra. A lin2 mutansok szimbiotikus tesztjének eredménye. Egy /in2-1 mutans (balrol) és egy vad tipusu
(jobbrol) R108 M. truncatula ndvény S. medicae WSM419 inoulécioé utan 6 héttel (A). A lin2-1 mutans gyokereken
(is) érett, elongalt, rozsaszin giimok fejlédtek (B-C). [Aranyvonal: 20 mm (A), 2000 pm (B), 1000 um (C).]

Glim6zési tesztben vizsgaltuk mind a /in2-1, mind a /in2-2 vonalaknak az allé¢leket
homozigdéta moédon hordozd egyedeit. Szimbionta torzsként a S. medicae WSM419-et

hasznaltuk. A kisérleti ndvények tapoldatabol az inokulaciét megel6z6 héten megvontuk a
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nitrogént, késébbi novekedésiik folyaman mégsem mutattak a nitrogén éhezés jeleit. Inokulacio
utan 6 héttel a /in2 mutansok a lomb és gyokérzet méretében, kiilalakjaban hasonléak voltak a
vad tipusu novényekhez, a gyokereken érett, rdzsaszin, elongalt giimok voltak megfigyelhetdek
mind a /in2-1, mind a /in2-2 egyedeken (4.20. abra).

A giimdk infekciojat mRFP-t termeld S. medicae WSM419 torzzsel inokulalt novényeken
vizsgaltuk. A kifejlett gimok felépitése a vad tipustiaknak megfeleld volt, a gimékben periférias
elhelyezkedési szallitonyalabok voltak megfigyelhetdek, a baktériumok megfeleloen fertézték a
giimésejteket (4.21. dbra). Eredményeink arra utalnak, hogy a LIN2 gén nem nélkiilozhetetlen a

funkcionalis nitrogénkotd endoszimbidzis kialakitasahoz.

4.21. abra. [/in2-1 mutans giimok hosszmetszeti (A) és keresztmetszeti (B) képe S. medicae WSM419 inokulacio
utan 6 héttel. A szimbionta mRFP fluoreszcens fehérjét termel (piros szinnel latszik a képeken). Fekete nyilak
jelolik a glimé periférias elhelyezkedésti szallitonyalabjait (B). A szimbiotikus infekcié normalis, a giimésejteket
kitoltik a baktériumok (C). 'a lathaté fénytartomany képe; “piros csatorna, az mRFP altal kibocséjtott jel; A, B és
“kombinalt kép, a piros csatorna a lathaté fénytartoméany képére vetitve. [Aranyvonal: 200 um (A), 100 pm (B), 25
pm (C).]
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5.AZ EREDMENYEK TARGYALASA

5.1. Medicago truncatula szimbiotikus gének feltételezett ortologjai zarvatermo

novényekben

A vilagszerte folyd kutatdsok eredményeképp a nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsahoz
nélkiilozhetetlen gének, géntermékek koziil egyre tobbet ismeriink. Az egyre olcsébb ¢€s
gyorsabb szekvenalasi technikdknak kdszonhetden pedig mind tobb és tobb ndvényfaj teljes
genomszekvencidja elérhetdvé valik a publikus szekvencia adatbazisokban. Vizsgalatunkban M.
truncatula szimbiotikus fehérjek, és a nitrogénkotd szimbidzisban ismert szereppel nem
rendelkezd fehérjék - mint kontrollok - szekvenciajaval végeztiink kereséseket kivalasztott teljes
zarvatermd novényi genomszekvencidkban. A kivalasztott szimbiotikus szekvencidk kozil a
DMI1, DMI2, DMI3 és IPD3 fehérjék a nitrogénkotd €s mikorrhiza szimbidzis kialakitasahoz
egyarant nélkiilozhetetlen koz0s szimbiotikus utvonal (CSP) elemei. A tobbi fehérje
nitrogénkotd szimbiozis specifikus. Koziilik az NFP és LYK3 fehérjék a CSP aktivalasahoz
sziikségesek, mig az NSPI, NSP2, ERNI, NIN, CREI, LIN, RIT ¢és PIRI gének a CSP-t6l
downstream (génhierarchidban a CSP tagjainak alarendelve), vagy azzal parhuzamos
utvonal(ak)on mikodnek a szimbiotikus giimOképzddes, illetve infekcid folyamén a
nitrogénkotd szimbidzis kialakitasdban (Madsen et al., 2010). A SUNN ¢és KLV gének a
glimOszam autoreguldcidjaban vesznek részt. A kivalasztott kontroll szekvencidk koziil az
RBCL, ATPB és MATK Xkloroplaszt genomban kodolt, rendszertani munkékban elterjedten
alkalmazott marker gének, a tobbi szekvencia sejtmagi kodolasa. A MAGI, AGT1, DH, EIF3K,
ATPQ, TAFII15, ATP7 és RRMP gének kolcsondsen egy kopiaban azonositott szekvencidk az 4.
thaliana, a P. trichocarpa, a V. vinifera és az O. sativa genomban is, a G6PDH szekvencia egy
altalanos haztartasi gén. A kereséseket 8 kétszikli (Dicotidae: Pisum sativum, Lotus japonicus,
Cucumis sativus, Populus trichocarpa, Carica papaya, Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera és
Solanum lycopersicum), illetve 2 egyszikli (Liliopsida: Oryza sativa és Zea mays) faj elérhetd
szekvenciai kozott végeztik. A P. sativum €s L. japonicus pillangdsviragt (Fabales) fajok
képesek nitrogénkotd szimbidzis kialakitasara is, a tobbi faj csak mikorrhiza szimbidzisra képes
Iépni. Az A. thaliana e két ndvény-mikroba szimbiozis koziil egyiket sem képes kialakitani. A
keresések soran célunk a referenciaként valasztott M. truncatula szekvencidkhoz a leghasonl6bb
homolég szekvencia azonositdsa volt minden kivalasztott genombol. Ezeket feltételezett

ortologokként kezeltiik. A valés ortolog viszony megallapitasdhoz tovabbi (pl. szinténia,
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génszerkezet, funkciondlis) vizsgalatok lennének sziikségesek, azokat itt nem végeztiik el. Az
altalunk alkalmazott keresd ¢€s szlir6 moddszer nagy valoszinliséggel ortoldég szekvencidkat
valasztott ki. Két géntermék hasonlo egymashoz, ha kozos az eredetiik, vagyis egy Os gén
leszarmazottai (ortologok vagy paraldogok), vagy ha konvergens szekvencia evolucid formalta
azokat hasonlova. Tekintve azonban, hogy a nitrogénkotd szimbiozis kialakitasaban részt vevo
gének homologjait zommel nem giim6z6é fajok genomjabol kutattuk fel, nem valdszinii, hogy
ezekre a fehérjékre a giim6zo fajok kopidival azonos szelekcids erdk hatottak volna. A vizsgalt
glim6z0 fajokbol gytijtott kopidk esetén pedig a szekvencia egyezések magas foka miatt erdsen
valdszinlsithetd volt a fennallo ortolog viszony. Problémat a paraldog szekvencidk jelentettek,
azok is olyan esetekben, amikor az adott M. fruncatula keresé szekvencianak nem létezett
ortologja a vizsgalt genomban. Ezeket a paralogokat reciprok BLAST keresésekkel sziirtiik ki
(lasd 4.1.3. fejezet), és csak néhanyat talaltunk, ezek mindegyike a szimbiotikus csoportbol
keriilt ki. A kivalasztott szekvencidk eldzetes analizise soran végzett reciprok BLAST vizsgalat
az egysziklieck LYK3 homolog talalatair6l, és tobb A. thaliana taldlatrdl bizonyitotta, hogy nem
ortologjai a M. truncatula keres6 fehérjének. A M. truncatula LYK3 szekvencia a LysM domént
tartalmazo receptor kindzok csaladjahoz tartozik, mely jelentds expanzion ment keresztiil a
pillangdsviragtiakban: M. truncatula-ban és L. japonicus-ban 26 illetve 21 tagot szamlal (Arrighi
et al., 2006; Lohmann et al., 2010; Bozsoki et al., 2017). A csaldd A. thaliana-ban 7, mig O.
sativa-ban 9 taggal szerepel (Shiu et al.,, 2004; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2009). A
pillangdsviragtiak nitrogénkotd szimbidzisban szerepet jatszo LYK3 ortolog kdpidja valdszintileg
csak az egyszikli és kétszikli fejlddési vonalak elvalasa utdn jelent meg a ndvények
torzsfejlodése soran. Ugyanakkor a vizsgélatba bevont masik LysM domént tartalmazd receptor
kindz, az NFP, egyszikli genomokban fellelhetd leghasonlobb homologjai reciprok BLAST
keresések utdn is feltételezett ortologok maradtak. A vizsgalt egyszikii fajok képesek mikorrhiza
szimbidzis kialakitasara, s6t bizonyos esetekben laza asszociativ kapcsolatra is nitrogénkotd
baktériumokkal. (Sandhiya et al., 2005) A legtobb ortolog kopia az altalanos modellndvény, az
A. thaliana, genomjabol hidnyzott, mely sem nitrogénkotd, sem mikorrhiza szimbiozis
kialakitasara nem képes. Vélhetoen ez utdobbi képességet torzsfejlodése soran elveszitette. Ha
egy szignalizacios Utvonal egy adott eleme mitkodésképtelenné valik, és ezaltal az egész Gitvonal
hasznalhatatlan lesz, az 1tvonal integritdsat megtartd szelekcidos erdk tobbé mar nem
konzervaljak annak egyéb tagjait sem. A funkcidjukat veszitett egyéb elemek is gyorsan
aldozataul valnak a benniik felhalmozodo, és milkodésiiket tonkre tévd mutacidknak,
delécioknak. Ennek megfelelden nem csak a nitrogénkotd szimbiozis elemei, de a mikorrhiza
szimbi6zishoz is nélkiilozhetetlen k6zos szimbiotikus gének ortologjainak tobbsége is hidnyzik

az A. thaliana genomjabol, vagy mara felismerhetetlenné valt. Amely ortologok pedig
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felismerhetden jelen vannak, azok az A. thaliana-hoz hasonldan szintén keresztesviragu
(Brassicales), de mikorrhiza szimbi6zis kialakitdsara képes C. papaya géntermékekhez képest
minden esetben gyengébben hasonlitanak a megfeleld M. fruncatula fehérjéhez. Ezek a
géntermékek feltehetdleg egyéb fontos, nem szimbiotikus funkcidval rendelkeznek (amit adott
esetben nem redunddns modon latnak el), igy megmaradasuk az A. thaliana genomban
sziikségszerl volt.

Az 0sszegylijtott leghasonlobb szekvencidk hosszat egyenként dsszevetettiik a megfeleld
M. truncatula fehérje hosszaval annak eldontésére, hogy torténtek-e nagyobb, akar teljes
doméne(eke)t érintd valtozasok bizonyos fehérjek fejlodése sordn. Jelentdsebb hosszbeli eltérést
csupan néhany szimbiotikus homoldg esetén tapasztaltunk. A referenciaként hasznalt M.
truncatula szekvencidhoz képest tobb mint 20%-os eltérést mutattak az egyszikii DMI2
ortologok. Ez a hosszkiilonbség mar utalhat a fehérjék doméndsszetételében megjelend
eltérésekre. Markmann et al. (2008) munkéja alapjan tudjuk, hogy a DMI2 ortologok a novények
evolucidja folyaman extracellularis doméneket szereztek, ugy fejlodtek. Az igy keletkezett
Datisca glomerata (Cucurbitales, nitrogénkotd aktinorhiza szimbidzis kialakitasara képes), és a
Tropaeolum majus (Brassicales, nem giim6z6 novény) hosszabb szekvenciat funkcionalis
szimbiotikus tesztekben is vizsgaltak, €s kideriilt, hogy megfeleld kifejeztetés mellett képesek
voltak menekiteni a L. japonicus DMI2 ortolég symrk mutdns novények fenotipusat. Ezzel
ellentétben a rovidebb, hianyos extracellularis domént hordozo egysziki O. sativa homolég
szekvencia csupan a L. japonicus SYMRK/DMI2 fehérje mikorrhiza szimbidzisban betdltott
mitkodését volt képes ellatni, a funkcionalis nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsahoz nem
miikodott megfelelden. Az egyszikiiek NSP2 homologjai, és a Z. mays ERNI1 szekvencidja
mutatott még 10-15%-0s hosszeltérést az adott referencidhoz képest. InterPro
doménkeresésekkel azonban nem tudtunk extra doméneket kimutatni ezekben a fehérjékben. Az
O. sativa NSP2 szekvenciaval, L. japonicus nsp2 mutansokon Yokota et al. (2010) végzett
menekitési kisérleteket. Ezekben a szekvencia hossz eltérés nem okozott problémat, az
egysziklibdl szdrmazo transzgén teljes mértékben komplementalta a pillangdsvirdgd ndvény

szimbiotikus fenotipust mutatdé mutaciojat.

5.1.1. A szimbiotikus gének fejlodésében felismert evolicios trendek és funkcionalis

vonatkozasaik

Miutan meghataroztuk, hogy a homoldg fehérjék tobbsége hosszban minden fennakadas

nélkiil illeszthetd, a kivalasztott feltételezett ortolog szekvencidkat egyenként paronkénti
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illesztésben hasonlitottuk Gssze a megfeleld M. truncatula referencia fehérjével. Az egyes
illesztési poziciokban kapott megegyezd aminosavak szazalékos ardnya az un. ID érték, ezt
hasznaltuk a géntermékek tovabbi elemzésében. Az egyes géntermékek ID adatait a vizsgalatba
vont fajoknak a referencia M. truncatula-t6]1 szamitott rendszertani tavolsdga szerint rendeztiik
sorba. Balr6l jobbra haladva egyre tavolabbi rokonsagban 1évé fajok értékei keriiltek a 4.3.
tablazatba. Amikor az egyes ID értékeket géntermékenként kovetjik a fajok soran at: két
alkalommal tapasztalhatunk jelentdsebb valtozast, ugrdsszerii csokkenést az adatokban. Az els6 a
nitrogénkotd szimbiozisra képes fajok €s az egyéb, erre nem képes kétszikiiek kozott, a masodik
a kétszikll és egyszikill fajok értékei kozott jelentkezik (4.4. dbra grafikonjai). Az ID értékekben
tapasztalhato hirtelen csokkenés oka lehet az adott géntermék ndvényi evolucid folyaman
mutatott altalanosan gyors valtozdsa. A gyorsan valtozo (gyengén konzervalt) szekvenciak
tavolabbi rokon fajok kozott kifejezettebb kiillonbséget mutatnak, mint a ndévényi evolicio
folyaman lassan valtozé szekvencidk. A valtozads sebességére a legnagyobb rendszertani ugras
helyén, adatainkban a kétszikiiek - egyszikliek hataran kovetkeztethetiink legjobban. Emellett az
ID kiilonbség okai lehetnek a géntermékeket formald fajonként, fajcsoportonként eltérd
evolucidos er6k is. Esetiinkben ez a nitrogénkotd szimbidzis  kialakitasanak
képességébdl/hidnyabol adodik, melynek nyomait a pillangosviraga novények és az egyéb
kétszikliek kozti adatok kozott talalhatjuk.

A vizsgalt glim6z0 és a legkdzelebbi rokon nem giimdz6 (M. truncatula és L. japonicus,
valamint a szintén Eurosidae I. kladdba tarrtozd C. sativus és P. trichocarpa) fajok kozotti
rendszertani ugras viszonylag kicsi, ennek hatdsa megtigyelhetd a kontroll génekre kapott
értékek tobbségén is (A’ kategoria). Eppen ezért a szimbiotikus génekre kapott ID értékekben
bekdvetkezo jelentds valtozas nagyobb valoszinliséggel a nitrogénktd szimbidzis képességének
megjelenésével hozhatdo kapcsolatba, semmint a géntermék gyors evolicidjaval, de ilyen
kovetkeztetések levonasdhoz minden esetben meg kell bizonyosodnunk a kétszikliek -
egyszikiiek kozti eltérések nagysagarol is. Ez utdbbi esetben, a nem giim6zd kétszikii fajokat
kovetden (a S. lycopersicum és O. sativa kozott), egy jelentds rendszertani ugrds utan lathatjuk
az egyszikil fajok értékeit. Itt két olyan csoport nem giimdz6 fajainak értékei kozott figyelhetjiik
meg a valtozast, ahol a nitrogénkotd szimbidzist formdlod szelekcids erdk valdszintileg nem
hatottak. A kétszikli és egyszikii fajok kozott mért ID érték valtozas mértéke kozvetleniil utalhat
tehat az adott géntermék evolucidjanak sebességére. Ha nagy ez a valtozas, akkor gyors, ha kicsi
a valtozas, akkor lassu az adott géntermék szekvencia evolicidja. Minden egyes géntermékre
megvizsgaltuk az egyes fajcsoportok kozotti ID érték valtozasokra jellemzd mintézatot, melynek
eredményeképp az egyes fehérjéket harom csoportba soroltuk (A, B, C a szimbiotikus és A’, B’,
C’ a kontroll fehérje csoportnal, lasd 4.1.5. fejezet).
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Abban az esetben, amikor a giimdz0 és nem giimoz6 kétszikii fajok kozott, valamint a
kétszikli €s egyszikil fajok kozott is enyhe az ID értékek valtozéasa (4.4. abra, A és A’ kategoria),
akkor valoszinli, hogy az adott géntermék lassan valtozott a zarvatermdé ndvények evolicidja
soran, szekvencidja jol konzervalt. Emellett, mivel szekvencidja a giim6zd fajokban sem
valtozott meg lényegesen mas kétsziklieckhez viszonyitva, feltételezhetd, hogy nem volt sziikség
kiterjedt szekvencia valtozasokra ahhoz, hogy a nitrogénkotd szimbidzis soran végzett
miikodeését képes legyen elvégezni. Ez arra utalhat, hogy az A kategoériaba sorolt pillangosviragu
szimbiotikus szekvencidk nem giimdz0 fajokbdl vett ortologjai megfeleld kifejeztetés mellett
nagy eséllyel képesek a giim6z6 ndvényekben miikddd ortologjuk szimbidzis sordn végzett
miikodését betdlteni. Ezt latszanak alatdmasztani a szakirodalomban elérheté komplementacios
kisérletek eredményei is (lasd a Mellekletek fejezet 10.2. tablazatat). A L. japonicus DMI3
ortolog génben hibas ccamk mutans novényeket az egyszikli O. sativa DMI3 ortolog szekvencia
teljes mértékben komplementalta (Banba et al., 2008). Megjegyzendd azonban, hogy ugyanez a
szekvencia nativ M. truncatula DMI3 promoterrdl hajtva is csak részlegesen volt képes
menekiteni a M. truncatula dmi3 mutinsokat (Godfroy et al, 2006). Erdekes médon a M.
truncatula rit mutansokat teljes mértékben képes volt komplementélni a szimbidzist kialakitani
nem képes A. thaliana-bol vett ortolog (Miyahara et al., 2010). Ez Gjra azt a feltételezést erdsiti,
hogy a génterméknek a szimbidzis soran végzett milkodése nem kivan egy 1j, csak a
szimbiozisra specifikus funkciot.

Azok a szekvencidk, amelyek jelentds ID érték csokkenést mutattak a giim6zd és nem
glim0z0 kétszikl fajok kozott, azonban az értékeik nem valtoztak szdmottevéen a kétszikiiek €s
egyszikiiek kozott (4.4. dbra, B ¢és B’ kategoria), feltételezhetéen olyan géntermékek, amelyekre
altalanossagban nem jellemzdek a gyors evolicids valtozasok, de jelentds szekvencia eltérések
jelentek meg a giim6zd fajokban. Feltételezhetd ez alapjan, hogy a bekovetkezett szekvencia
valtozasok legalabb részben a fehérjék nitrogénkotd szimbidzisban végzett milkkodéséhez
sziikségesek, s ha ez igaz, ezeknek a nem-giim6z6 névényekbdl szarmazd ortologjai kis
valoszinliséggel képesek elvégezni pillangosviragliak szimbiotikus miikodését. Példaul az O.
sativa DMI1 ortolog, a konstitutiv kifejezddést biztositd karfiol mozaik virus 35S promoterérol
meghajtva, csak részben volt képes komplementéalni a M. truncatula dmil mutans ndovényeket
(Chen et al., 2009). Ugyanez a szekvencia hasonld6 modon csak részben menekitette az ortolog
génben mutans L. japonicus pollux ndovényeket, akar a 35S promoterrel, akar a L. japonicus
POLLUX promoterével biztositottdk a transzgén kifejezédését (Banba et al., 2008). A DMI?2
ortologban mutans L. japonicus symrk novényeket az O. sativa DMI2 ortolog gyengén ¢s
részben, a S. lycopersicum ortolog pedig egyaltalan nem volt képes koplementalni, ez a két

homolog fehérje hianyos exracellularis doméneket hordoz. Mindkét esetben a L. japonicus
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SYMRK promoétert hasznaltdk a kifejezGdést szabalyozé elemként. Erdekes kivétel azonban a
nitrogénkotd szimbidzisra képes fajokkal viszonylag kozeli rokonsdgban 4116, de nem giim6z6
keresztesviragu (Brassicales) faj, a 7. majus. DMI2 ortoldgja teljes mértékben menekitette a L.
Jjaponicus symrk mutansokat (Markmann et al., 2008). Ez a Brassicales faj nem szerepelt az
Osszehasonlitd tablazatunkban. DMI2 ortologja a nitrogénkotd szimbidzisra képes fajok
kopiaihoz hasonloan teljes extracellularis doménnel rendelkezik, ami a M. truncatula fehérjével
illesztve 59% ID ¢és 73% SIM értékeket mutat. A szintén B kategoriaba sorolt NIN gén O. sativa
ortologja a L. japonicus NIN promoéter szekvencidjaval meghajtva egyaltalan nem volt képes
komplementalni a L. japonicus nin mutansokat (Yokota et al., 2010).

A mindkét vizsgalt fajcsoport hataron jelentékeny ID érték esést mutatd szekvenciak (4.4.
abra, C ¢és C’) feltételezhetden gyorsan valtoztak a ndvényi evolicid folyaman. Ha emellett
megtartottak az eredeti funkciojukat, akkor valdsziniileg jelentds szekvencia flexibilitas jellemzi
Oket. Flexibilitdsuk révén konnyen valtozhattak, és valtozasuk eredményeképp akar uj
mitkodéseket is képesek lehettek elvégezni. Ilyen funkcid lehetett a giim6z6 fajokban 1évo
kopidk nitrogénk6td szimbiodzisban betdltott szerepe. Ez alapjan tehat a C kategdria elemeinél
két lehetdséget 1s figyelembe kell venniink: 1) vagy a B kategoria tagjaihoz hasonlatosan, a
szekvencia evolucidjuk folyaméan a nitrogénkotd szimbidzisra specifikus miikodésekre valtak
képess¢é, vagy 2) a valtozas inkabb a gyos evolucios sebesség kovetkezménye, mely nem
eredményezett a szimbidzis szempontjabol specifikus valtozéast. A C kategoria tagjaival végzett
komplementacids tesztek azonban eddig kivétel nélkiil az utdbbi eshetdséget erdsitik, vagyis
pozitivnak bizonyultak. Az IPD3 ortoldg L. japonicus cyclops mutans novényeket a L. japonisus
CYCLOPS promoéterrdl kifejeztetett O. sativa IPD3 ortoldg teljes mértékben menekitette (Yano
et al., 2008). A Nicotiana benthamiana (Solanales) NSP1 ortolog kodolo szekvencidja (59/74%
ID/SIM a M. truncatula NSP1-gyel 6sszevetve) M. truncatula NSPI prométerrel hajtva gyengén,
de komplementalta a M. truncatula nspl mutansokat, €s er6sebb hatékonysaggal menekitette a L.
Jjaponicus nspl mutaciot is (Heckmann et al., 2006). Az O. sativa NSP1 és NSP2 ortologok
genomi szekvenciaja pedig teljes mértékben menekitette a L. japonicus nspl és nsp2 mutansokat
(Yokota et al., 2010).

A felallitott evolucios kategdridk megtalalhatoak mind a szimbiotikus (A, B, C), mind a
bizonyitott szimbiotikus funkcioval nem rendelkez6 kontroll (A’, B, C’) szekvencidk kozott. Az
egyes kategoridk elemszama azonban nagy mértékben eltér a két csoportban. A kontroll
szekvencidk zome a lassan valtozoé, j61 konzervalt szekvencidk kozé volt sorolhatd. A kivételek
egyike a MATK, amely egy bizonyitottan gyorsan valtozo gén (Barthet and Hilu, 2008),
besorolasunk alapjan is a C’ csoportba keriilt. A kontrollokkal szemben a szimbiotikus

szekvenciak inkdbb a B vagy a C kategoriakba sorolhatok. Ez utalhat arra, hogy a szimbiotikus
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szekvencidknak specifikus valtozdsokon kellett atessenek, hogy a szimbidzisban végzett
mitkodéstiket megvaldsithassak, illetve utalhat arra, hogy a gyors szekvencia evolicidot mutatd
géntermékek preferencialisan verbuvalddtak a nitrogénko6td szimbiozis kialakitdsdhoz sziikséges

gének soraba.

5.1.1.1. Vajon tetten érhetd, netan megjosolhato a kapcsolat egy fehérje felismerheto

valtozasai és a szimbiézisban betoltott funkcidja kozott?

Az eddigi tapasztalatok alapjan a rovid valasz, hogy van ahol igen (pl. B kategodria
elemei), és van ahol nem (pl. C kategoéria elemei). Az altalunk kijelolt szimbiotikus kategoridk a
géntermékek, €s funkciojuk valtozatos volta, és szekvencia evolucidjuk eltérd sebessége miatt
csak korlatozott mértékben altalanosithatéak. Tovabbi genomok bevondsaval, a szarazfoldi
novények torzsfijanak jobb, és egyenletesebb telitésével, illetve valamennyi szimbiotikus
géntermék esetén legalabb egy, pl. egyszikii fajbol vett ortolég szekvencidval, szimbiotikus
mutansokon végzett komplementacios teszt elvégzésével a mddszer megbizhatdsaga tovabb
novelhetd, de ugy sem helyettesitheti a részletekbe mend domén Osszetétel és szekvencia
analizist. Vizsgalataink ravilagitanak azonban arra, hogy a glim6z6 ndvényekben a nitrogénkotd
szimbidzis folyaman miikddé gének/géntermékek kiilonb6zOképpen verbuvalodtak a
szimbiotikus nitrogénkotéshez nélkiilozhetetlen szekvencidk kozé. Egyesek 1) miikddésekre
tettek szert a nitrogénkotd fajokban, mig méasoknak a nem giiméz6 fajokban végzett miikodése
valt létfontossdgliva a nitrogénkotd szimbidzisban. Ez utdbbi torténhetett jol konzervalt
szekvenciaval, de egyes géntermékek jelentds szekvencia flexibilitds mellett képesek voltak
megtartani eredeti funkciojukat. Vizsgalatunk kiemeli azt is, hogy a nem giim6z6 novényekbdl
vett szekvencidk koziil nemcsak a jol konzervaltak lehetnek képesek ortoldogjaik nitrogénkotd
szimbidzisban végzett miikodését véghez vinni. A szimbiotikus nitrogénkotésre képes fajokkal
tavoli rokonsagban 4llo, nem giimd6z0 fajokbdl szarmazd, a nitrogénkotd fajokban miikodod
géntermékekkel gyenge hasonlosagot mutatd szekvencidk is képesek lehetnek elvégezni
ortologjaiknak a nitrogénkotd szimbiozis kialakitdsdhoz nélkiilozhetetlen miikodését. Az
evoluci6 folyamén azonban, a kdédold szekvenciak mellett, valtozasok torténhettek az egyes
gének szabdlyozasdban is. A kodold szakaszok utdn az egyes gének szabdlyozd régidinak
evolucids (bioinformatikai €s kisérletes funkciondlis) vizsgalata tovabbi adatokkal szolgalhat
szamunkra a jovoben, hogy megérthessiik, miként, milyen valtozdsok révén keriilt egy-egy

gén/géntermék a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasdhoz sziikséges szekvencidk soraba.
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5.2. LIN homolégok evolocios és funkcionalis elemzése

A M. truncatula LIN gén egy, a nitrogénkotd endoszimbiozis kialakitasaban
nélkiilozhetetlen szerepet jatsz6 E3 ubikvitin ligaz fehérjét kodol (Kiss et al, 2009).
Doménfelépitése egyedi jelleggel bir, tartalmaz egy U-box és egy Armadillo domént, valamint
tobb WD40 domeént. Az U-box és Armadillo domének egyiittes jelenléte egy csak a novényekre
jellemzd kombinacid, az ilyen felépitésii fehérjék jellemzéen E3 ubikvitin ligdzok (Samuel et al.,
2006). Az ilyen doménosszetételli fehérjék kozott is csak a LIN volt az, amelyik még emellett
WD40 doméneket is hordoz a fehérje C-termindlis végén, és egy ismeretlen funkcidja, egyedi,
LIN specifikus domént (LIN domén) az N-terminalis végen (Kiss et al., 2009).

Amikor a LIN fehérje aminosav szekvenciajaval szekvencia adatbazisokban kereséseket
végeztiink, nem csak a LIN gén ortologjait kaptuk taldlatként, de egy azokhoz igen hasonld
paralég M. truncatula szekvencia, €s annak ortoldgjai is az eredmények kozott szerepeltek. Ezen
paralog géncsalad tagjait LIN2-nek neveztiik el. A LIN és LIN2 gének ¢€s altaluk kddolt fehérjek
evolucids kapcsolatanak felderitésére, €s funkcidjuk mind teljesebb leirdsara bioinformatikai €s

kisérletes biologiai vizsgalatokat is végeztiink.

5.2.1. A LIN géncsalad feltart evolucios viszonyai

A specidlis domén-Osszetételli fehérjét kodolo LIN homologok kizardlag ndvényi
genomokban talalhatoak meg. A szarazfoldi novényeket jol reprezentald szekvenalt genomokbdl
adatbazis keresésekkel Osszegytijtottiik az elérhetd LIN ¢és LIN2 szekvencidkat, és részletesen
elemeztiik ezeket. A vizsgalt kétszikiiekben jellemzden egy-egy LIN ¢és egy LIN2 ortologot
talaltunk. Ez alol a P. trichocarpa és az A. thaliana kivétel. A P. trichocarpa genom egy LIN2
kopia mellett kettd LIN ortologot hordoz. Egy, a kozelmultban tértént, a genom mintegy 92%-at
érintd duplikacios eseménynek koszonhetden a P. trichocarpa genomban mintegy 8000 hasonlo
kort paralog génpér talalhato (Tuskan et al., 2006), ezek egyike a két LIN kopia is. Erdekes
moédon LIN2 vagy nem duplikaldédott, vagy a duplikaciéd ota torlodott a P. trichocarpa genombol.
Mivel a LIN2 kornyezetében 1évo szekvencidk (melyeket a géneket koriilvevd nagyobb genomi
szakaszok 0Osszehasonlitdsanal hasznaltunk, 4.10 abra) sem utaltak duplikalt régiora, az elsd
lehetdség a valosziniibb. A kompakt A. thaliana genom egyetlen LIN homologot sem hordoz
(bovebben lasd 5.1. és 5.2.3. fejezet). A 4.9. abran bemutatott filogenetikai fat alkoto
szekvenciadkon tal, a LIN és LIN2 gén egy-egy kopidban megtalalhaté még a boglarkaviraguak

(Ranunculales) ko6z¢ sorolt Aquilegia coerulea genomjaban is. A zarvatermd ndvények
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filogenetikai fajan a boglarkavirdgiak alkotjdk a legbazélisabb helyzetli valodi kétszikii
(Eudicotidae) kladot, vagyis ez a csoport valt el legkordbban a tobbi valodi kétszikli fejlodési
vonalatél. Ha mind a LIN, mind a LIN2 gén ortologjai jelen vannak a boglarkavirdgiak és mas
kétszikliek fejlodési vonalan is, akkor ez azt jelenti, hogy ott kellett lenniiik a valddi kétszikliek
kozos 6sében is, mintegy 120 millid évvel ezeldtt (Magallon and Sanderson, 2005), joval a
nitrogénkotd szimbidzis kialakuldasdt megel6zden. Tovabbad a valodi kétszikliek kozil a
boglarkafélék kozos Osének genomja hasonlit legjobban az egy- €s kétszikiiek kozos Osének
genomjahoz. A vizsgalt egyszikliekben azonban csupan egy LIN homologot talaltunk, melyek a
filogenetikai és szinténia analizis alapjan LIN2 ortolognak bizonyultak.

A Lycopodiophyta csoporthoz tartozd S. moellendorffii csipkeharaszt genom két LIN
homologot kodol. A tobbi szekvendlt szarazfoldi ndvénnyel ellentétben ebben a genomban
nincsen nyoma Osi teljes genom duplikacionak, vagy poliploididnak (Banks et al., 2011),
emellett a két géntermék hasonlosdga 0Osszevethetdé mdas fajok LIN-LIN2 ortolog fehérje
parosainak hasonlosagaval. Valoszinli tehat, hogy a S. moellendorffii LIN homologok a
kétszikliekben megtalalt LIN és LIN2 gén egy-egy ortologja. Ebben az esetben a LIN ¢és LIN2 gén
mar jelen volt a Lycopodiophyta €s a kétszikliek iranydba vezetd leszarmazasi vonalak k6zos
dsében 1s, vagyis a magasabbrendi névények (Tracheophyta) kozos Osének genomjaban. A
Lycopodiophyta csoport mintegy 400 millio évvel ezeldtt valt le a szarazfoldi novények fo
fejlodési vonalarol (Stewart, 1993), vagyis a LIN-LIN2 duplikacidés eseménynek ezt megel6zden
kellett torténnie. Egyaltalan nem taldltunk azonban LI/N homoldgot a Chlamydomonas
reinhardtii egysejtli zoldalga, a Volvox carteri telepes zdldalga, és a Physcomitrella patens moha
elérhetd genomszekvenciajaban sem. A rendelkezésre all6 informaciok alapjan az 6si LIN gén
megjelenése a magasabbrendii novények megjelenésének idején torténhetett, majd rovid idén
beliil duplikaldédott. A LIN és a LIN2 gén azota is parhuzamosan jelen van szdmos ndévényi
leszarmazasi vonalban. Feltételezziik, hogy az egy- és kétszikli fejlodési vonalak kiilonvalasa
utdn a kétsziklieknél megmaradt mind a két génkopia, mig az egyszikli vonal vagy nagyon koran
elveszitette a LIN ortolog kopiat és igy benniik mar ez nem talalhat6 meg (bar ennek igazolasara
tovabbi szekvenalt egyszikli genomi adatra lenne sziikség), vagy bizonyos egyszikli vonalak
veszitették el azt. Elképzelhetd, hogy az 6si LIN gén a magasabbrendii ndvényekre jellemzd
valodi szovetek megjelenése, illetve az Gsszetettebb testfelépités kialakulasa sordn jott 1étre, igy

funkcioja is 1de kapcsolhato.
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5.2.2. A LIN fehérjék funkcidja

A LIN ¢és a LIN2 fehérje is doménfelépitése alapjan egy feltételezett E3 ubikvitin ligdz. A
mar fentebb ismertetett domének koziil az U-box domén felelds az ubikvitin ligdz aktivitasért.
Ezaltal az ubikvitinalt szubsztrat fehérjét proteolitikus lebontasra itélheti, de akar allosztérikusan
stabilizalhatja és aktivalhatja is, alternativ moédon poliubikvitindcidoval kotohelyeket alakithat ki a
szubsztraton, melyhez ubikvitin k6té doménnel rendelkezé partnerek kapcsolodhatnak
(Komander, 2009). Az Armadillo és WD40 domének fehérje-fehérje kolesonhatasok
kialakitasaban vehetnek részt, melyek LIN €és LIN2 szubsztratspecifitisinak meghatarozasan til,
akar fehérje komplexek kialakitasaban is részt vehetnek. Egy E3 ligdz szamos szubsztratot is
felismerhet (Zhuang et al., 2013), igy tobb, egymastol akar fliggetlen folyamatban, tobb funkciot
is betdlthet.

Muténs fenotipusa alapjan eddig csak a pillangosviraguakban megtalalhato LIN kopiarol tudjuk,
hogy fontos szerepet tolt be a nitrogénkotd szimbiotikus folyamat soran. Ugyanakkor
kifejez0dési vizsgalatok alapjan a LIN-nek is szerepe lehet akdr mas, a gyokérben zajlo
folyamatokban is (Kiss et al., 2009; Yano et al., 2009). Jelen munkéaban az jonnan azonositott
paralog MtLIN2 funkcidjahoz kapcsolodd vizsgalatokat végeztiink, valamint mas névényekbdl
szarmaz6 LIN homologokat teszteltiink, hogy vajon képesek-e ellatni a kiesett szimbiotikus
funkciot a M. truncatula lin mutansban. Feltételeztiik, hogy ezek funkcidjanak feltarasaval
kozelebb jutunk a LIN fehérje esetleges nem szimbiotikus szerepének megértéséhez, ¢€s képet
alkothatunk arrol, hogy a névényi evolicié folyaman miképpen verbuvalodhatott LIN a

nitrogénkotd szimbiodzis kialakitdsahoz nélkiilozhetetlen gének soraba.

5.2.2.1. A M. truncatula LIN2 gén kifejezédése és a fehérje lokalizacidja

Egy géntermék adott helyen €s idoben betdltott funkciojat nemesak szekvencidja, de
kifejez0dési mintdzata is meghatarozza. A M. truncatula LIN2 fehérjét fluoreszcens jel6ld
fehérjével fuzioban termeltetve igyekeztiink annak sejten beliili lokalizaciojat vizsgalni. M.
truncatula transzformans gyokereken azonban nem hoztak eredményt a fehérje kimutatdsara
iranyul6 kisérleteink. A fuzios fehérjék fluoreszcens jele nem volt detektalhatd, annak ellenére,
hogy azt az altalanos kifejezddést biztositdé 35S promdterrdl meghajtva termeltettiik. Ugyanakkor
N. benthamiana levélen, heterolog rendszerben végzett lokalizacidos vizsgéalatokkal a M.
truncatula LIN2 fehérjét kimutattuk a sejtmagban, az endoplazmatikus retikulumban ¢és a

citoplazméaban is. Tekintve, hogy a fehérje jelen van a citoplazmaban, egyértelmii
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kovetkeztetéseket levonni annak plazmamembranhoz, vagy tonoplaszthoz kapcsolt lokalizaciojat
illetéen nem tudtunk. Az altalunk hasznalt megkozelitéssel, tekintve a sejtek nagy részét kitoltd
vakuolumot, csupdn nem zartuk ki ezek lehetdségét. A LIN2 fehérje nem tartalmaz
transzmembran domént, de az Armadillo ¢s WD40 domének altal potencialisan kotédhet akar
membran-, vagy membran asszocialt fehérjékhez is. A LIN2 fehérje tomege 149 kDa. Ilyen
méretll molekuldk mar csak aktiv transzporttal juthatnak at a sejtmag membran poérusain, de az in
silico vizsgalatok nem prediktaltak magi lokalizacios szignalt LIN2 szekvencidjan. Az egér fB-
katenin példaul a specifikus Armadillo ismétlédések segitségével jut keresztiil a sejtmagi porus
komplexeken. Ezek az Armadillo szekvencidk kozvetleniil képesek kapcsolédni bizonyos
nukleoporinok FG ismétlddéseihez (a dokkold helyhez) akkor is, ha a B-katenin éppen egy
kolcsonhato partneréhez is kapcesolodik, ami szintén az Armadillo doménen torténik (Sharma et
al.,, 2012). Elképzelhetd, hogy a LIN2 fehérje hasonl6 mddon jut be a sejtmagba, akdr mas
fehérjeket is magaval szallitva.

A LIN2 gén kifejezddésének M. truncatula gydkérben €s giimdben térténd vizsgalatahoz
kloénoztuk az elsé kodold tripletet kozvetleniill megel6zd 2156 bp-t. A gén térbeli €s iddbeli
expresszidos mintazatanak feltérképezése soran ezt a szekvencidt hasznaltuk M. truncatula LIN2
promoterként (-2156 pMtLIN2). A LIN2 promoter erés aktivitdst mutatott az oldalgyokeér
kezdeményekben a korai sejtosztodasoktol egészen a kifejlett allapotig, és hasonl6 mdédon volt
nyomon koOvethetd a giiméfejlodés teljes folyamatan keresztiil. Ez az aktivitas késObb
fokozatosan a merisztematikus sejteket tartalmazé teriiletekre huzodott vissza mind a kifejlett
oldalgyokér, mind az érett giimd esetében. Ezek alapjan LIN2 potencidlisan részt vehet a
sejtosztodashoz kapcsolodd feladatok ellatasaban. Akar a nyugvo sejtek reaktivalasaban, akar a
sejtosztodas fenntartdsaban, példdul gatld faktorok ubikvitinacidjaval ¢€s proteaszomalis
lebontasra itélésével.

A LIN2 promoter aktivnak mutatkozott a szimbiotikus infekcid folyamén is, annak
mintegy el6futdraként az infekcios fonal eldrehaladasanak utjat ovezd sejtekben, de annak
mindig eldtte jarva kapcsolt be, mig a baktériumok el nem érték a giimdprimordiumot. Ez a
mintazat nem zarja ki, hogy a LIN2 fehérjének is lehet szerepe a szimbiontdk infekcidja
folyaman (is).

Osszehasonlitasképpen a LIN gének kifejez6dési mintazatat illetd informacié a M.
truncatula LIN (Kiss et al., 2009) ¢és a L. japonicus CERBERUS esetében all rendelkezésiinkre
(Yano et al., 2009). A LjCERBERUS esetében a transzlacios starthelyét megel6z6 3338 bp-t
(tovabba a gén termindtor régidjabol a stop kodont kévetd 1001 bp szekvenciat) (Yano et al.,
2009), a M(LIN génnél a transzlacios starthelyet megel6z6 1220 bp-t vizsgaltdk promoter-
riportergén kisérletekben (Kiss et al., 2009). A kisérletek alapjan a LjCERBERUS promoter a
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gyokerekben is mutatott aktivitast, ahol a M. fruncatula klonozott promoter szakasza nem. A M.
truncatula szdveteken végzett kvantitativ RT- PCR kisérletek viszont a L. janponicus-hoz
hasonléan detektaltak a M¢LIN kifejez6dését gyokérben is. A nitrogénkdtd szimbidzis folyaman
mindkét promoter aktivnak bizonyult a fejlddé giimé primordiumokban (ahol egyébként a
folyamat leall a mutans egyedekben), illetve késdbb, az érett giimokben is. A LjCERBERUS
promoter lehetévé tette a riportergén kifejezddését az érett giimd teljes sejttomegén. Ezzel
parhuzamosan a klonozott MtLIN promoter szakasz a kifejlett giimdk apikélis régiojaban, a
merisztematikus zonaban, és a giimdsejtek infekcidjanak helyén mutatott erds aktivitast, a
nitrogénkotd bakteroidokat tartalmazo teriileteken a riportergén csak gyengén fejezddott ki. Ezek
az erdmények arra utalnak, hogy a vizsgalt szekvencia szakaszon kiviil egyéb szabalyozé elemek
is részt vesznek a M. truncatula LIN nativ, a gyokérben és a nitrogénkotd szimbidzisban
szlikséges expresszi0s mintdzatanak meghatarozasaban.

A M. truncatula LIN2 (-2156) promoterrel végzett riportergén vizsgalatok LIN-hez igen
hasonld expresszids mintdzatot mutattak a szimbidzis kialakitasa folyaman. Erds riportergén
expressziot tapasztaltunk a fejlodé glimodprimordiumok teljes sejttomegén, majd a kifejlett
glimOk apikalis régiojaban. A klonozott promoter szakaszokkal kapott eredmények alapjan a M.
truncatula LIN és LIN2 gének szabalyozdsa nagyon hasonld, tehat nativ modon a LIN2
géntermék potencialisan azonos helyeken, és azonos idében van jelen, mint a LIN. Nem szabad
azonban elfelejteniink, hogy amiként a LIN gén promoéterénél bebizonyosodott, hogy
valosziniileg a klonozott région kiviili szakaszok is részt vesznek a LIN kifejezOdésének nativ
mintazatanak kialakitasaban, ugyanez elképzelhetd a LIN2 gén esetében is. Mindenesetre a LIN2
gén kifejez0désének kvantitativ RT-PCR—rel torténd vizsgalata nagyon alacsony mRNS szintet
mutatott gyokérben, mely ugy mutatott szignifikans emelkedést a szimbionta inokulacié utan,
hogy még igy is feltehetdleg messze elmarad a LIN gén transzkript szintjétl. Ez tehat szintén
arra utal, hogy a riportergén kisérletekben vizsgalt M¢LIN2 (-2156) promoter szakaszon kiviil, a
LIN génhez hasonldan, egyéb szabalyoz6 elemek is befolyasoljak, esetleg lesziikitik, vagy
gyengitik LIN2 expressziojat.

A M. truncatula LIN ¢és LIN2 fehérjék aminosav szekvencidja 36%-ban azonos, illetve
58%-ban hasonlo, emellett doménfelépitésiik is nagyon hasonld. /in mutans ndvényeken a
szimbiotikus infekcid koran, az esetek tObbségében még az epidermiszben ledll. A gyokér belsd
kéregallomanydban megindul a sejtosztédas, de a gimd fejlédése primordium allapotban
megreked (Kuppusamy et al., 2004; Kiss et al., 2009). A /in mutans névényekben csak a LIN gén
a hibas, a genomban nativ modon jelen 1évé LIN2 sértetleniil miikddhet, a /in mutans fenotipus
mégis megjelenik, tehat a LIN2 gén nem tudta helyettesiteni a kiesett LIN funkciot. Ez azt

jelenti, hogy a koztiik 1évé hasonlosdgok ellenére LIN2 nem képes teljes mértékben betdlteni LIN
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funkciojat. Ez adodhat a két gén eltérd szabalyozasabodl, de lehet a két fehérje szekvencéjanak
eltéréseibdl adodo mitkddésbeli kiilonbségek eredménye is. Jelenleg is folynak csoportunkban

kisérletek ennek megvalaszolasara.

5.2.2.2. Mas novényekbol szarmazo LIN homologok képesek szimbiotikus funkciot potolni

A LIN fehérje nitrogénkotd szimbidzisban betdltott funkcidja erdsen konzervaltnak
bizonyult a pillangosviragu novények evolucidja folyaman. A L. japonicus LIN ortoldgja, a
CERBERUS (Yano et al., 2009) komplementacids tesztekben képes volt menekiteni a /in mutans
M. truncatula ndvényeket, hiszen funkciondlis nitrogénkotd giimok fejlodtek a transzgenikus
gyokereken (Kiss et al.,, 2009). Mi arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon a pillangosviragu
novényeken kiviil, a tobbi novényfajban megtalalhatdé LIN ortolégok kozott vannak-e olyanok,
melyek szintés képesek lennének a kiesett gén szimbiotikus funkcidjat komplementalni. A
fehérjék felépitésében megmutatkoz6 magas szintli hasonlosag is mindenképp erre Osztonzott
minket. A nitrogénkoté glimok kialakitasara képes fajok annak a Rosid kladnak a tagjai, melynek
legbazélisabb csoportja a Vitales. Ennek egyik faja a V. vinifera, mely szimbiotikus giimd
kialakitdsara nem képes. Amikor a M. truncatula lin mutdns névényeken komplementacids
kisérleteket végeztink a V. vinifera LIN szekvencidjaval, az teljes mértékben képes volt
menekiteni a szimbiotikus mutansokat. Ekkor egy filogenetikailag még sokkal tavolabb esd
homologot is teszteltiink a szimbidzisban hibas fenotipus menekitésére, és meglepé mdédon az A.
capillus-veneris pafrany LIN homoldg szekvencidja is képes volt komplementalni a /in mutéciot.
Ahogy azt a 4.7. 4bran is lattuk, bar az AcvLINh fehérje és a M. truncatula LIN kozott mar
csokkent a hasonlosag mértéke aminosav szinten, a domén-felépités még ugyanaz. Emellett az
AcvLINh N-termindlisan felismerheté a LIN domén is, mely a fehérje és LIN kozotti ortolog
kapcsolatot valoszintisiti. Tekintve azt, hogy a két szekvencia tobb szaz milli6 éve fliggetlentiil
fejlodik, bamulatos, hogy az 4. capillus-veneris fehérje megfelelé6 modon kifejeztetve mégis
képes betolteni a M. truncatula LIN fehérje nitrogénkotd szimbidzis soran végzett mikodését.
Ennek fényében elmondhatjuk, hogy a novények evolicidja folyaméan a LIN ortolog fehérjék
szekvenciajaban bekovetkezd valtozasok alapvetden nem valtoztattdk meg azt a mikodést,
melyet LIN a nitrogénko6té szimbiozisra képes fajokban végez. Tehat barmilyen szubsztrat vagy
szubsztratok LIN altali ubikvitinacioja is sziikséges a szimbiotikus baktériumok infekcidjanak
elére haladasdhoz, a mas fajokbdl szarmazo ortolog LIN fehérjék is képesek felismerni €s

ubikvitindlni azt. Ez azt is jelenti, hogy feltételezhetden a LIN ortologok evolucioja folyaman
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igen koran, mar joval a nitrogénkotd szimbiozis elsd megjelenése eldtt kialakult ez a felismerd

funkcid ezen E3 ubikvitin ligazok és a szubsztratmolekula(k) kozott.

5.2.3. Melyik génduplikacios evolucios minta fedezheto fel a LIN és LIN2 gének

fejlodésében, és ez hogyan tiikrozodik a funkciéjukban?

A LIN ¢és LIN2 egymas paralogjai, azaz egy O0si LIN gén duplikacidjaval keletkezett
génpar leszarmazottai. Egy génduplikacionak tobb lehetséges kimenetele lehet (Innan, 2009) a
keésobbi fejlodés soran. Torténhet génfunkcido konzervacio, vagyis az Gjan keletkezett kopia is
megtartja az eredeti génfunkciot, ilyenkor a géntermék dozisa megduplazodik. Torténhet delécio
vagy pszeudogenizacid, amikor a fennallo két kopia koziil az egyik torlddik a genombol vagy
mitkodésképtelenné valik. Ilyenkor, ha a két gén még egyforman miikodott, nem lesz
génmiikodésbeli kiilonbség a duplikacio elotti, illetve a duplikdcio ¢és delécid vagy
pszeudogenizacid utani allapot k6zott. Torténhet ezen kiviil neofunkcionalizacio is, ilyenkor az
egyik kopia elldtja az eredeti funkciét, mig a masik szabadon fejlddhet egy 10j funkcio
betSltésére. Es torténhet szubfunkcionalizacio, amikor a létrejové kopiak mintegy ,,felosztjak”
egymas kozott az eredeti gén funkcidjat, és mar csak egylittesen lesznek képesek ellatni azt.
Ilyenkor vagy részleges funkciovesztés kovetkezik be az egyes kopidkban komplementer modon,
vagy megvaltozik azok génkifejez6dési mintazata. Szubfunkcionalizacié soran barmelyik kopia
kiesésével az eredeti funkcio sériil.

A [in2 mutdns novények esetében nem taldltunk sem a novények fejlédését, sem a
nitrogénkotd szimbidzist érintd fenotipust. Ennek oka az lehet, hogy a LIN2-altal iranyitott
ubikvitinacios folyamatok mindegyike redundansan biztositott, vagyis hidnyaban egy madsik
fehérje, mely feltehetdleg a LIN, képes ellatni a funkciojat. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a
LIN génnel neofunkcionalizaci6 tortént, mely soran eredeti képességeit is megtartotta, de jat is
nyert a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasdnak folyamatdban. Lehetséges, hogy LIN
szimbidzisban betoltott szerepén tal a LIN és LIN2 azonos, vagy nagy mértékben atfedd
feladatokat latnak el. Elképzelhet6 akar, hogy a géndozis megduplazddasa evolucios elonyokkel
jart, vagy LIN és LIN2 atfedd, nem szimbiotikus szerepe 1étfontossagu mitkodéseket érint, igy
funkciojuk teljes kiesése letalis lenne. Ezt valoszinlisiti, hogy LIN és LIN2 széles korlien
megtaldlhatd nitrogénkotd szimbidzisra képtelen fajok genomjaban is. Kivétel a mind
nitrogénko6td, mind mikorrhiza szimbiozisra képtelen A. thaliana genom, ami nem kodol LIN
homologot, illetve LIN-nel azonos doménfelépitésii fehérjét. Hordoz ugyan egy, a LIN

fehérjével domén-Osszetételében hasonld fehérjét, azonban abbol a génbdl éppen az U-box
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domént kodolo szakasz hidnyzik, mely a LIN fehérje egyik legfontosabb doménje, hiszen
elengedhetetlen az ubikvitindcioban betoltott enzimatikus szerepéhez. A MtLIN gén U-box
domént kodold szakaszdval magas hasonlosdgot mutatdé gén is talalhatdo Arabidopsis-ban, igy
elképzelhetd, hogy ezek a géntermékek egymadssal egyiittmiikddve latjak el azt a vitdlis
miikodést, amit mas ndvényekben a LIN fehérjék végeznek.

Riportergén kisérletekben a M. truncatula LIN2 (-2156) promoter aktivnak mutatkozott
az oldalgyokeérfejlodés teljes folyamata soran is, és ahogy azt feljebb ismertettiik, a LIN is
kifejez8dik gyokérben is. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy az dsi LIN is a gyokérben volt aktiv,
akar szerepe lehetett az oldalgyokér fejlodésében is, majd duplikacid6 utdn mindkét kopia
megtarthatta ezt a miikodést. Sokan ugy tekintenek a szimbiotikus giiméfejlédésre, mint az
oldalgyokér fejlddési program modosulasara (Brussel et al.,, 1992; Huault et al., 2014), igy
elképzelhetd, hogy igy tudott ,atnyergelni” az egyik gén a szimbiotikus gliimé fejlédési
programjara is.

Amennyiben azt feltételezziik, hogy a LIN és LIN2 funkcidja a szimbidzisban is részben
atfedo lehet, el6fordulhat, hogy a /in mutansok altal mutatott szimbiotikus fenotipus, egy, a LIN2
altal részben menekitett allapotot tiikkr6z. A miikodd nitrogénkotd szimbidzis kialakulasahoz
sziikség van egyfeldl a giimd sejttomegének kialakitdsara, masfeldl sziikség van a giimdsejtek
megfeleld bakterialis infekciojara. Ha az infekcids folyamat leall, a glimdfejlddés is megakad. A
két folyamat azonban egymastol kiilonvalaszthatd oly modon, hogy a giimd kialakuldsa a
szimbionta baltériumok nélkiil is kivalthato a gyokéren. Ha a kalcium-kalmodulin fiiggd kinaz
M. truncatula DMI3 fehérjét aktivalt formaban termeltetjiik, a ndvények gyokerein szimbionta
inokulacié nélkiil is, spontan, giimdk alakulnak ki (Gleason et al., 2006). A DMI3 L. japonicus
ortologja, a CCaMK is hasonl6 modon képes aktivalni a glimoképzddés programjat (Tirichine et
al., 2006). Mind a M. tuncatula lin, mind L. japonicus cerberus mutansokon végeztek spontan
glimdzési teszteket a DMI3/CCaMK autoaktiv formajaval transzformalt egyedeken. A lin és a
cerberus novények is képesek voltak spontan giimdket fejleszteni szimbionta inokulacid nélkiil,
vagyis a LIN/CERBERUS nem bizonyult nélkiilézhetetlennek a szimbiotikus giimdfejlddésben
(Kiss et al.,, 2009; Yano et al., 2009). Ez a jelenség azt is aldtdmasztja, hogy a Rhizobium
baktériumokkal kivaltott szimbiotikus folyamatban az elakadt baktérium infekcido az, amely
aktivan gatolja a giimOprimordium tovabbi fejlodését. Ugyanakkor, a LIN és CERBERUS
promotere is erds aktivitdst mutatott a glimd primordiumokban. Hasonldéan aktiv a LIN2
promoter is a giiméfejlodés sordn, mar a kezdeti sejtosztodasoktol, igy nem kizéarhatd, hogy
LIN2 képes ellatni LIN giimOképzddés soran betdltott szerepét, vagyis a spontan giimdzési

tesztekben a LIN2 egyszertien komplementalta a hianyzo LIN fehérjét.
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Feltételezhetéen mind a LIN, mind LIN2 gén jelen volt mar a magasabbrendli novények
kozos Osében, mintegy 400 millio évvel ezelott. A legrégebbi, mar a jelenkori morfologiat
mutatd mikorrhiza fosszilidk is ebbdl a korbol szarmaznak (Remy et al, 1994). Mint a
szimbiotikus infekcido folyamatdban szerepet jatszo fehérje, a LIN-nek potencidlisan szerepe
lehet a mikorrhiza infekcid sordn is. A feltevést gyengiteni latszott, hogy a vizsgalt M. truncatula
lin (Kiss et al., 2009), és a L. japonicus cerberus (Yano et al., 2009) mutansok is képesek voltak
mikorrhiza szimbidzis kialakitasara. A kozelmultban azonban Takeda és csoportja (2013)
atfogobban vizsgalta a mikorrhiza szimbidzis kialakulasanak folyamatat, és csokkent mikorrhiza
kolonizaci6t mutatott ki a L. japonicus cerberus mutdnsokon, ami a gén mikorrhizacioban
betoltott szerepére utal. Amennyiben a LIN és LIN2 (illetve L. japonicus ortologjaik) azonos
vagy atfedo feladatot toltenek be a mikorrhiza szimbiozis folyaman, elképzelhetd, hogy a
cerberus mutans mikorrhizacios fenotipusa a géndozis csokkenésének kovetkezménye, €s a LIN2
gén kiesésével a fenotipus sulyosabba valna, akar el is veszne a novények mikorrhizacids
képessége. A LIN2 vizsgalata soran felmeriilt szdmos kérdés, melyek megvalaszoldsahoz
elengedhetetlenek a kettds mutansokon végzett kisérletek. A /in lin2 kettés mutans M. truncatula

novények eldallitasa ezért mar folyamatban van csoportunkban.
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8. Osszefoglalé

A talaj novények szdmadara felvehetd tdpanyagtartalma szamos termdéhelyen korlatozéd
tényezd a ndvényi fejlddés, produktivitas tekintetében. Erre a kényszerre adott evolucios 1éptékii
valasz lehet a talajlaké mikroorganizmusokkal 1étrehozott szimbiotikus asszocidcid, mely fontos
makroelemeket juttat a novénynek a fotoszintézis cukortermékeiért cserébe. Egy Osi egyiittélési
forma a gombdékkal kialakitott arbuszkularis mikorrhiza szimbi6zis. Ennek révén elsdsorban
fosztatvegyiiletekhez jut a novény. Kialakitdsara a szarazfoldi novényfajok tilnyomo6 hanyada
képes. Ez a tulajdonsag feltételezhetden mar jelen volt a szarazfoldi ndvények kozos dsében is,
vagyis azok a fajok, melyek ma nem Iéphetnek szimbidzisra mikorrhiza gombakkal, e
képességiiket elveszitették az evoluciojuk folyaman. Emellett a torzsfejlodés soran sokkal
késObb egy madsik szimbiotikus egyiittélési forma is megjelent bizonyos nitrogénkotd
talajbaktériumok ¢és kozeli rokon novényfajok egy sziik csoportja kozott. A nitrogénkotd
endoszimbidzis kialakitasa folyaman egy Uj novényi szerv képzddik, a gyokérgiimd. A
szimbionta baktériumok ebben végzik a 1€gkori dinitrogén ammoniava térténd redukciojat, ami a
novény szamara is hasznosithatd szerves molekuldkba épiil be. E két szimbidzis folyaman
miik6dé novényi gének vizsgalata felfedte, hogy bizonyos gének mindkét egyiittélés
kialkitasahoz nélkiilozhetetlenek. Ezek az un. k6z0s szimbiotikus utvonal génjei. A jelenleg
elfogadott tudomanyos nézet szerint feltételezhetd, hogy az G6sibb mikorrhiza rendszer mar
meglévé molekularis appardtusdnak bizonyos elemeit felhasznalva fejlodott a nitrogénkotd
endoszimbidzis. Ennek a folyamatnak a megértéséhez szeretnénk kozelebb jutni ezeknek a
géneknek és géntermekeknek az evolucios és funkcionalis vizsgalataval.

Evolucios elemzésiinkhoz kivalasztottunk 16 M. truncatula gént, melyek fehérje termékei
valtozatos szerepet toltenek be a nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsa folyaman. Ezek kozott
szerepelnek a nitrogénkotd szimbidzisra specifikus, €s a kozds szimbiotikus Utvonalba tartozo
gének is. Kivalasztottunk tovabba 12, a nitrogénkotd szimbidzisban ismert szereppel nem
rendelkezd szekvenciat, melyeket kontrollokként alkalmaztunk. A kivalasztott gének
fehérjetermékeinek szekvencidjaval adatbaziskereséseket végeztiink a zarvatermdk rendszertani
fajjanak kiilonb6zé csoportjaibél valasztott tiz novény szekvencidi kozott, melyek
genomszekvendlasa mar befejezett, vagy kozel befejezett fazisban tartott. A fajok kozott
nitrogénkotd szimbidzisra képes, ¢és arra képtelen kétszikli, illetve egyszikli ndvények
szerepeltek. Mindegyikiik képes mikorrhiza szimbiozis kialakitasara, kivéve az A. thaliana-t,
mely nem képes egyik szimbidzisra sem. Minden genombol kivalasztottunk egy-egy olyan
szekvenciat, mely hosszban €s aminosav Osszetételben a referenciaként hasznalt M. truncatula

aminosav szekvencidhoz a legnagyobb hasonlosdgot mutatta. Ezeket a tovabbiakban feltételezett
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ortologokként kezeltiik. Koziiliik reciprok BLAST keresésekkel szlirtiik ki a fals ortolog
talalatokat. A legtobb ortolog kopia az A. thaliana genomjabol hidnyzott, mely sem
nitrogénkotd, sem mikorrhiza szimbidzis kialakitdsara nem képes. Vélhetden ez utdbbi
képességet torzsfejlodése soran elveszitette. Ezzel Osszefliggésben veszithette el szimbiotikus
génjeinek jelentds hanyadat is. Azok az ortolégok, melyek még jelen vannak a genomjaban,
feltehetdleg egyéb fontos, nem szimbiotikus funkcidval rendelkeznek.

Az Osszegylijtott leghasonlobb szekvencidkat eldszor hosszukban hasonlitottuk Ossze
annak eldontésére, hogy torténtek-e nagyobb, akar teljes domén(eke)t érintd valtozasok bizonyos
fehérjék fejlédése sordn. Jelentdsebb hosszbeli eltérést csupan néhdny szimbiotikus fehérje
homologja esetén tapasztaltunk. A referencia szekvencidhoz képest tobb mint 20%-os eltérést
mutatott harom A. thaliana paraldg €s az egyszikli DMI2 ortolégok. Szakirodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy a DMI2 ortologok a novények evolicidja folyaman ugy fejlddtek, hogy
extracellularis doméneket szereztek. Ezek koziil a hosszabb szekvencidk képesek menekiteni a
megfeleld L. japonicus szimbiotikus mutansok hibas giimdz6 és mikorrhiza fenotipusat, mig a
rovidebb egyszikli DMI2 ortolég szekvencia csak a mikorrhiza szimbidzis hibdjat tudja
komplementalni. Az egyszikiiek NSP2 homolégjai, és a Z. mays ERN1 szekvencidja mutatott
még 10-15%-0s hosszeltérést az adott referencidhoz képest, InterPro doménkeresésekkel
azonban nem tudtunk extra doméneket kimutatni ezekben a fehérjékben. Emellett
szakirodalombol tudjuk, hogy az O. sativa hosszabb NSP2 homologja teljes mértékben képes
komplementalni a L. japonicus nsp2 muténsokat.

A kivalasztott feltételezett ortolég szekvencidkat egyenként, aminosav szinten,
paronkénti illesztésben hasonlitottuk 6ssze a megfeleld M. truncatula referencia fehérjével. Az
egyes illesztési poziciokban kapott megegyezd aminosavak szdzalékos aranya az Un. ID érték,
ezt hasznaltuk a géntermékek tovabbi elemzésében. Az egyes géntermékek ID adatait a
vizsgalatba vont fajoknak a referencia M. truncatula-t61 szamitott rendszertani tavolsaga szerint
rendeztiik sorba. Az egyes géntermé¢kek evolicids modosulasait azok ID értékeit kovetve
vizsgaltuk a fajok sordn at, és két alkalommal tapasztaltunk jelentosebb valtozast az adatokban.
Az els6 a nitrogénkotd szimbidzisra képes fajok €s az egyéb, erre nem képes kétszikliek kozott, a
masodik a kétszikii €s egyszikll fajok értékei kozott jelentkezik. Az ID értékekben tapasztalhatod
hirtelen csokkenés oka lehet az adott géntermék ndvényi evolicid folyaman mutatott altalanosan
gyors valtozasa, vagy a géntermékeket formald bizonyos kiilonbségek okai lehetnek egy adott
funkciobol eredd specifikusan hatod evolicios erdk is. Esetlinkben ez a nitrogénkotd szimbidzis
kialakitasanak képessége, melynek nyomait a pillangdsvirdgi novények €s az egyéb kétszikiiek
kozti értékek kozott talalhatjuk. A kétszikliek €s egyszikiiek kozott pedig két olyan csoport nem

glim0z0 fajainak értékei kozott figyelhetjik meg a valtozast, ahol a nitrogénkotd szimbidzist
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formalo szelekcios erdk valoszinlileg nem hatottak. A mért ID érték valtozds mértéke itt
kozvetleniil utalhat az adott géntermék evolucidjanak sebességére. A fajcsoportok kozotti ID
érték valtozasokra jellemzd mintazat alapjan az egyes fehérjéket harom csoportba soroltuk. Az A
(szimbiotikus) és az A’ (kontroll) csoportokba olyan géntermékek keriiltek, melyeknél a giim6z6
€s nem giimozo kétszikli fajok kozott, valamint a kétszikii és egyszikii fajok kozott is csekély
mértékti az ID értékek valtozasa. Az adott géntermék lassan valtozott a zarvatermd novények
evolicioja soran, szekvencidja jol konzervalt. Mivel szekvencidgja a giiméz0 fajokban sem
valtozott meg lényegesen mas kétszikliekhez viszonyitva, feltételezhetd, hogy a nitrogénkotd
szimbidzisban betdltott miikodéséhez nem volt sziikség kiterjedt szekvencia valtozasokra. Ez
arra utalhat, hogy az A kategoriaba sorolt szimbiotikus fehérjék csoportjdban a nem gliimdzo
fajokbdl vett ortologok megfeleld kifejeztetés mellett nagy eséllyel képesek ellatni a giimézo
novényekben a szimbiotikus feladatokat. Ezt a szakirodalomban elérheté transz-
komplementacios kisérletek eddigi eredményei megerdsiteni latszanak. A B, illetve B’ csoportba
azok a szekvencidk tartoznak, amelyek jelentds ID érték csokkenést mutattak a giiméz6 €s nem
glim0z0 kétszikli fajok kozott, azonban az értékeik nem valtoztak szamottevéen a kétszikiiek €s
egyszikiiek kozott. Ezekre a géntermékekre feltehetdleg nem jellemzdéek a gyors evolucids
valtozasok, ugyanakkor jelentds szekvencia eltérések jelentek meg a giimézé fajokban. Ez
jelezheti azt, hogy a bekovetkezett szekvencia valtozdsok - legalabb részben - a fehérjék
nitrogénkotd szimbidzisban végzett mikodésehez sziikségesek. Ha ez igaz, akkor csak kicsi a
valdszinlisége, hogy e fehérjék nem-giim6z6 novényekbdl szarmazo ortologjai képesek lennének
szimbiotikus miikddést elvégezni a pillangdsvirdgiak nitrogénkotd szimbidzisa soran. Ezzel
0sszhangban van az, hogy a szakirodalomban elérhetd transz-komplementacios vizsgalatok
tobbségében a B kategoriaba sorolt pillangdsviragu gének nem giimdézd fajokbol vett ortologjai
csak részlegesen, vagy egyaltalan nem voltak képesek komplementalni a megfeleld, nitrogénktd
szimbidzisban muténs pillangdsvirdgh novényeket. A C ¢és C’ kategoria génjei, a mindkét
vizsgalt fajcsoport hataron jelentékeny ID érték esést mutatd szekvencidk, feltételezhetden
gyorsan valtoztak a ndvényi evolucid6 folyaman. Ha emellett megtartottdk az eredeti
funkcidjukat, akkor valosziniileg jelentds szekvencia flexibilitas jellemzi 6ket. Flexibilitdsuk
révén konnyen valtozhattak, és valtozasuk eredményeképp akdr 0j mikodéseket is képesek
lehettek elvégezni. Ilyen funkcio lehetett a giim6z6 fajokban 1év0é kopidk nitrogénkotd
szimbidzisban betoltott szerepe is. Ez alapjan a C kategoria elemeinél két lehetdséget is
figyelembe kell venniink: 1) vagy a B kategoria tagjaihoz hasonlatosan, a szekvencia evoliciojuk
folyaman specializdlodtak a nitrogénkotd szimbidzisra, vagy 2) a valtozds inkdbb a gyors
evolucids sebesség kovetkezménye, mely nem eredményezett a szimbidzis szempontjabol

mindségi valtozast a miikodésiikben. A C kategoria tagjaival végzett komplementacios tesztek
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eddig kivétel nélkiil az utobbi eshetdséget erdsitik: a nem giim6zé ndvényekbdl vett ortolog
szekvencidk transz-komplementacios tesztekben pozitivnak bizonyultak. A felallitott evolucids
kategoriak megtalalhatdak mind a szimbiotikus, mind a kontroll szekvencidk k6zott. De mig a
kontrollok zéme a lassan valtozo, jol konzervalt szekvencidk kozé volt sorolhatdé (A’), a
szimbiotikus szekvencidk inkabb a B vagy a C kategoridkba keriiltek. Ez utalhat arra, hogy
specifikus valtozasok kellettek ahhoz, hogy ezek a fehérj¢k a szimbiozisban végzett
miikodéstiket megvaldsithassak, illetve utalhat akar arra is, hogy a gyors szekvencia evoluciot
mutatd géntermékek preferencialisan verbuvalodtak a nitrogénkotd szimbiozis kialakitdsahoz
szlikséges gének soraba.

Egy részletesebb filogenetikai elemzést és funkcionalis vizsgélatokat a LIN géncsalad
tagjaival végeztiink. A M. truncatula LIN gén egy, a nitrogénk6td endoszimbidzis kialakitasaban
nélkiilozhetetlen szerepet jatszo fehérjét kodol. A LIN génnek azonositottuk a paraldgjat, melyet
LIN2-nek neveztink el. A LIN ¢és LIN2 fehérjék doménfelépitésiikben igen hasonloak:
tartalmaznak egy U-box ¢€s egy Armadillo domént, valamint tobb WD40 domént.
Feltételezhetden mindketten E3 ubikvitin ligdzok.

A széarazfoldi novényeket jol reprezentalod szekvenalt genomokbodl adatbazis keresésekkel
Osszegyljtottiik az elérhetd LIN és LIN2 szekvenciakat. A vizsgalt kétszikiieckben jellemzden
egy LIN és egy LIN2 ortologot talaltunk. Az adott szekvencidk kozott fennalld ortolog/paralog
viszonyt a szekvencia hasonlosagon tul, az elérhetd szekvencidk felhasznalasaval késziilt NJ
filogenetikai fa topologiaja, €s a géneket hordozo kromoszoma szakaszok dsszevetésével végzett
szinténia vizsgalat is megerdsitette. Az elérhetd egysziki genomokban csak egyetlen LIN
homologot talaltunk, melyek a filogram €s a szinténia analizis alapjan is LIN2 ortologoknak
bizonyultak. A LIN és LIN2 szekvenciat megtalaltuk a zarvatermdék rendszertani fajanak
legbazalisabb kladjaba, a boglarkavirdgiiak (Ranunculales) k6z¢ sorolt koloradoi kék haranglab
(Aquilegia caerulea) genomjaban, illetve az egy- és kétszikii fejlodési vonalak szétvalasa elott
joval kordbban elkiiloniilt harasztok k6z¢ sorolhatd csipkeharaszt (Selaginella moellendorffii)
szekvenciak kozott is. Ez arra utal, hogy LIN és LIN2 ortologja mar jelen volt a magasabbrendii
novények (Tracheophyta) kozos dsének genomjdban. Ezen kiviil azt is valoszintisiti, hogy vagy
bizonyos egyszikill vonalak, vagy akar mar az egyszikiiek k6zos Ose elveszitette a LIN kopiat.

A LIN gén nitrogénkotd szimbiozis sordn végzett mitkodésének evolicios vizsgalatahoz
ortologjait klonoztuk a nem giim6z6 kétszikii sz0l6 (Vitis vinifera), és a vénuszhaj pafrany
Adiantum capillus-veneris fajbol is. Ezek a M. truncatula fehérjével 0sszevetve igen konzervalt
doménfelépitést mutattak. Megfeleld kifejeztetés mellett mindkét ortolég kopia képes volt
menekiteni a M. truncatula lin mutans novények nitrogénkotd szimbidzis-defektiv fenotipusat.

Ennek fényében elmondhatjuk, hogy a novények evolicidja folyaméan a LIN ortolog fehérjék
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szekvencidjaban bekovetkezd valtozasok alapvetden nem valtoztattdk meg azt a mukodést,
melyet LIN a nitrogénkotd szimbiozisra képes fajokban végez. Tovabba ez a miikddés a LIN
ortologok evolucidja folyaman igen koran, mar joval a nitrogénkotd szimbiozis elsé megjelenése
elott kialakult.

A LIN2 génrdl, illetve fehérje termékérdl kisérletes adat korabban nem 4llt rendelkezésre,
ezért elvégeztiik annak analizisét. Riportergén vizsgalatokban a M. truncatula LIN2 gén 2156
bp-os promoéter szakasza erds aktivitast mutatott az oldalgyokér kezdeményekben a korai
sejtosztodasoktol egészen a kifejlett allapotig, és hasonld6 mdédon volt nyomon kovethetd a
glimbfejlodés teljes folyamatan keresztiil. Ez az aktivitas késobb fokozatosan a merisztematikus
sejteket tartalmazo teriiletekre hizddott vissza mind a kifejlett oldalgydkér, mind az érett glimo
esetében. Ezek alapjan LIN2 potencialisan részt vehet a sejtosztodashoz kapcsolodd feladatok
ellatasdban. Emellett a LIN2 promoter aktivnak mutatkozott a szimbiotikus infekcid folyaman is,
annak mintegy el6futaraként az infekcios fonal elérehaladasanak utjat 6vezd sejtekben, de annak
mindig eldtte jarva kapcsolt be, mig a baktériumok el nem érték a giimdprimordiumot. Ez a
mintazat utalhat arra, hogy a LIN2 fehérjének is lehet szerepe a szimbionték infekcioja folyaman
(1s).

Heterolog rendszerben végzett sejten beliili lokalizacids vizsgalatokkal, N. benthamiana
levélen, a M. truncatula LIN2 fehérjét kimutattuk a sejtmagban, az endoplazmatikus
retikulumban ¢€s a citoplazmdban is. A fehérje tomege 149 kDa, az ilyen méretli molekulak mar
csak aktiv transzporttal juthatnak at a sejtmag membran porusain, de az in silico vizsgalatok nem
prediktaltak magi lokalizacios szignalt LIN2 szekvenciajan. Elképzelhetd, hogy a LIN2 fehérje
az egér P-kateninhez hasonlé mdédon, Armadillo doménje altal jut keresztiil a sejtmagi porus
komplexeken, akar mas fehérjéket is magaval szallitva.

A M. truncatula inszercidos mutagenezis program adatbazisdban szamos, a LIN2 génben
Tntl retrotranszpozont hordozd vonalat azonositottunk. Ezek koziil kettdt részletesen
elemeztiink. A [lin2-1 és lin2-2 mutansok sem altalanos fejlodési, sem a nitrogénkotd szimbidzis
folyaman megfigyelhetd rendellenességet nem mutattak, ami arra utal, hogy a LIN2 gén nem
nélkiilozhetetlen a funkcionalis nitrogénkotd endoszimbidzis kialakitdsdhoz, illetve a normalis
egyedfejlodéshez. Tekintve, hogy a LIN ¢és LIN2 fehérjék doménfelépitése ¢€s promoter
aktivitasa nagyon hasonlo, elképzelhetd, hogy LIN képes elvégezni LIN2 feladatat is, igy
elkenddzi a /in2 mutansokban a LIN2 géntermék kiesésének kovetkezményeit. Ez, legaldbbis
részben, forditott mdédon is elképzelhetd. A /in mutins ndvényekben, melyekben csak a LIN
hibas, LIN2 épen jelen van a M. truncatula genomban, a LIN2 nem képes menekiteni a /in
mutacidt. Nem kizart azonban, hogy bizonyos funkciokat a LIN és LIN2 redundansan lat el.

Ezen gének és fehérjék funkcidjanak vizsgalata a jovoben folytatodik a kutatdcsoportban.
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9. Summary

Soil nutrient availability is a major limiting factor in plant growth and productivity at
many areas under agricultural cultivation. An evolutionary answer to this demand is the
symbiotic association of plants with soil microbes that provide valuable macronutrients to the
host for a share of the sugar compounds of photosynthesis, as an exchange. An ancient type of
coexistence is the arbuscular mycorrhiza symbiosis formed with fungi that provide mainly
phosphates to the plants. The majority of land plant species are able to form mycorrhiza
symbiosis. It is hypothesized that this capability was present already in the common ancestor of
all land species, hence those recent species that do not form mycorrhiza, most probably lost this
ability during their evolution. In addition, much later in evolution, another form of symbiotic co-
existence appeared between certain nitrogen fixing soil bacteria and a group of closely related
plant species. During nitrogen fixing symbiosis a new organ, the root nodule is formed, where
the symbiotic bacteria reside and fix atmospheric nitrogen, which is than converted to organic
molecules that can be used by the plant. Analyzing the plant genes needed for these symbioses
revealed that some of them are indispensable for both types of co-existence. These are the
elements of the so-called common symbiotic pathway. It is hypothesized that the
phylogenetically much younger nitrogen fixing symbiotic system was developed on the
molecular grounds of the more ancient mycorrhiza symbiosis, recruiting elements from the
already existing signaling pathways. We aim to understand this process through the evolutionary
and functional analyses of these genes and gene products.

For our evolutionary analysis we chose 16 M. truncatula genes coding for proteins with
diverse functions during nitrogen fixing symbiosis. Most of them are specific for nitrogen fixing
symbiosis, but some elements are part of the common symbiotic pathway. Additionally, we
chose 12 sequences with no proven symbiotic function, to use them as controls. The selected
symbiotic and control M. truncatula sequences were used as queries while searching for their
homologs in the available genome sequences of ten plant species from different groups of the
angiosperm phylogenetic tree. Two other legume species, that are able to form nitrogen fixing
root nodule symbiosis, were picked, and other non-nodulating dicot and also monocot species
were selected for further analysis. All these species were capable of mycorrhiza symbiosis with
the one exception of 4. thaliana that is incapable of either the mycorrhiza or the nitrogen fixing
symbiosis. After the BLAST searches with the M. fruncatula amino acid sequences a single
homologous sequence from each plant genome - that showed the highest similarity to the
respective reference sequence - was chosen to work with. These homologous sequences were

considered as putative orthologs. Reciprocal BLAST searches were used to identify and filter out
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the false ortholog hits. The general model plant A. thaliana revealed the highest number of
missing orthologous sequences. It is unable to form even mycorrhiza symbiosis, most probably
lost this ability during its evolution, and supposedly, in connection with this, also lost the vast
majority of its symbiosis related genes. Those orthologous sequences that are still present in the
A. thaliana genome may have an important role in other, non-symbiotic function.

First we compared the collected most similar sequences in their length on the amino acid
level to see whether some of them went through larger changes in their length during their
evolution that could possibly affect their domain composition. Considerable length differences
could only be detected for orthologous sequences for some symbiotic proteins. More than 20%
difference in length compared to the respective reference M. truncatula sequence were shown for
three A. thaliana paralogs, and the monocot DMI2 orthologous sequences. We know from the
literature that DMI2 orthologs developed by extracellular domain acquisition during plant
evolution. Among these, the ones with longer sequences were able to complement both the
defective mycorrhiza and nitrogen fixing symbiosis phenotype of the respective L. japonicus
mutants, while the shorter monocot orthologous sequence could only restore mycorrhiza
symbiosis in trans-complementation experiments. Moreover, the two monocot NSP2 homologs
and the Z. mays ERNI sequence showed 10-15% difference in length compared to the respective
reference sequence, but no extra domains in these proteins could be detected by InterPro
database analysis. Also it is known from the literature that the extended length O. sativa NSP2
ortholog with extended length was able to fully complement the L. japonicus nsp2 mutants.

The selected putative orthologs were compared to the respective M. truncatula reference
sequence at amino acid level one by one, in pairwise alignments. The percent proportion of the
identical amino acids among the alignment positions resulted in the ID values, while similar
amino acid substitutions in similarity (S/M) values that were all organized in a table. The more
stringent ID values were used for subsequent analysis of the variations in the gene products from
the chosen plant species through the phylogenetic tree. We arranged the ID values of the given
putative orthologous proteins according to the species showing an increasing phylogenetic
distance from the reference M. truncatula, then the modifications of the gene products were
analyzed by following the changes in their ID values through the species tested. There were two
positions where greater changes were experienced. The first one was between the values of
nodulating and non-nodulating dicots along the row of tested species, while the second one was
between dicots and monocots. Large drops in the changes of the ID values could be due to
generally occurring fast modifications of a given gene product during plant evolution, which can
be mirrored by the differences of the ID values between the dicots and the monocots.

Alternatively, in some cases specifically acting evolutionary forces could cause particular
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differences in certain gene products for a particular function. In our example this latter is the
ability to form nitrogen fixing symbiosis, which reflected in the ID value changes between the
nodulating and non-nodulating dicot species. Based on the deviations in ID values detected in
our data between the different groups of species the proteins fell into three categories. The A
(symbiotic) and A’ (control) categories consist of gene products for which the ID value changes
are both moderate between the nodulating and non-nodulating dicot species, and between the
dicots and monocots. The amino acid composition of these gene products changed slowly during
the evolution of angiosperm species, so their sequences are well conserved. The sequences of
these proteins did not show great changes in the nodulating species compared to other dicots, i.e.
they did not need extensive sequence modifications to be able to fulfill their function in nitrogen
fixing symbiosis. This suggests that for symbiotic proteins in category A, the orthologous
counterparts taken from non-nodulating species can possess a high probability for being capable
of fulfilling the symbiotic functions. The results of trans-complementation experiments available
in the literature so far are confirming this hypothesis. The sequences that show considerable fall
in the ID values between nodulating and non-nodulating species, but in the same time barely
changed between dicots and monocots, belong to categories B and B’, respectively. These
sequences are most probably members of slow evolving proteins showing extensive amino acid
changes in the nodulating species. Therefore it is highly possible that the changes accumulated in
their sequences during their evolution (at least in part) were needed for them to be able to
achieve their function in nitrogen fixing symbiosis. If that was true, it is rather unlikely that their
orthologs from non-nodulating species could accomplish the symbiotic functions of their legume
counterparts. In accordance with this, several papers in the literature reported trans-
complementation studies using orthologous sequences of symbiotic proteins of category B from
non-nodulating genomes that could only partly, or could not complement at all the respective
symbiotic mutant legume plants. Gene products of categories C and C’ show remarkable fall in
ID values at both borders of the above mentioned groups of species, suggesting fast evolution for
these sequences during plant evolution. Despite of these variations if at the same time these
proteins retained their original function, they demonstrate extensive compositional flexibility.
Due to this flexibility they could easily change, and even gain new functional abilities through
their changes. Such a new application of a function might be what the orthologous copies of the
nodulating species perform during symbiosis. Considering this, there are two possibilities with
the members of category C: 1) either these gene products went through sequence specialization
during evolution to be able to fulfill functions in nitrogen fixing symbiosis, similarly to category
B sequences, or 2) the changes in their sequences are simply due to their fast evolution and did

not result in symbiosis-specific changes in their functional capabilities. Complementation studies
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available in the literature done with category C sequences are without exception confirming so
far the latter possibility. All of their tested orthologs from non-nodulating species showed to be
fully successful in rescuing the respective legume symbiotic mutants. Each of the evolutionary
categories specified in this study can be found among the symbiotic (A, B, C) and also the
control (A’, B’, C’) sequences. However, while the majority of the control sequences belonged
to the slow evolving, well-conserved category (A’), the symbiotic gene products mostly fell into
categories B or C. This suggests that most of the sequences that are essential in nitrogen fixing
symbiosis had to acquire specific sequence changes to be able to accomplish their symbiotic
function, or alternatively, fast evolving sequences were preferentially recruited.

A more detailed phylogenetic study and functional analyses were performed on the members
of the LIN gene family. The M. truncatula LIN gene codes for a protein indispensable for
nitrogen fixing symbiosis. Searching for L/N homologs in sequence databases led to the
identification of its paralogous counterpart in M. truncatula that was designated as LIN2. The
LIN and LIN2 proteins are very similar in domain composition: both consist of a U-box and an
Armadillo domain, together with WD40 repeats at their C-terminus. Both are putative E3
ubiquitin ligases.

The available LIN and LIN2 sequences were collected from representatives of the land
plant species with sequenced genomes and a detailed analysis was performed with them. In the
dicot species tested generally one LIN and one LIN2 ortholog was identified. Beyond the
sequence similarities the prepared Neighbor-Joining phylogenetic tree consisting of the available
LIN homologs and synteny data from comparison of the chromosomes carrying the sequences
confirmed the ortholog/paralog relationship between the particular gene products. The tested
monocots carried only one L/IN homolog counterpart, which proved to be orthologous with the
LIN2 genes according to the phylogram and the synteny analysis as well. LIN and LIN2
orthologs can also be found in the most basal clade of angiosperms, in the Aquilegia caerulea
(Ranunculales) genome, as well as among a group that diverged much earlier than the monocot-
dicot split, the lycophytes, in the Selaginella moellendorffii genome. This implied that LIN and
LIN?2 had to be present in the common ancestor of higher plants (Tracheophyta). Also, it suggests
that either some monocot lineages or already the common ancestor of all monocot species lost
the LIN orthologous copy. However, more information from fully sequenced genomes are
needed from distinct groups of the monocot phylogenetic tree to resolve this.

To analyze the functional aspects of the evolutionary changes in the symbiotic LIN gene,
we identified and cloned its orthologs from the non-nodulating dicot Vitis vinifera and the fern
Adiantum capillus-veneris. Both showed highly conserved domain composition compared to the

M. truncatula protein. Providing appropriate expression both orthologous copies were able to
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rescue the nitrogen fixing symbiosis-defective /in mutant plants in trans-complementation
experiments. This indicated that the sequence variations found in LIN orthologs did not affect
the function of the symbiotic LIN copies that is needed for nitrogen fixing nodule formation. In
addition, this function appeared early during plant evolution, way before the first appearance of
nitrogen fixing symbiosis, and so it was recruited for this process.

No experimental data was available for the LIN2 gene and gene product earlier, so we
performed its analysis. The activity of a 2156 bp DNA fragment from the 5> UTR promoter
region of the M. truncatula LIN2 gene was tested in fusion with a reporter gene using hairy root
transformation. This promoter showed high activity in lateral root primordia starting from the
very early cell divisions until the fully developed state in M. truncatula roots. Similarly, the
promoter showed to be active during the entire process of nodule development. At later steps this
activity became restricted to the meristematic regions both for the developed lateral roots and the
nodules as well. Based on these results LIN2 potentially could have a role during cell division or
cell cycle control. Moreover, the LIN2 promoter was active during symbiotic infection. It was
active in the cells surrounding the infection thread, but always preceding its path until the
bacteria reached the nodule primordium. This may suggest a possible role for LI/N2 upon
microsymbiont infection.

We analyzed the subcellular localization of the M. fruncatula LIN2 protein in a
heterologous system, since the protein could not be detected in M. truncatula hairy roots. In N.
benthamiana leaves the signals of the fluorescent tagged gene product were perceived in the
cytoplasm, the ER and the nucleus. The molecular mass of the M. truncatula LIN2 protein is 149
kDa. Molecules of this size can only pass through the nuclear pore complexes by active transport
mechanisms, but no nuclear localization signal was detected on its amino acid sequence. It is
possible that similarly to B-catenin, LIN2 could pass the nuclear pores with the help of its
Armadillo domain, even simultaneously binding to other molecules and carrying them as cargo.

Screening the M. truncatula insertional mutant database we found several lines carrying a
Tntl retrotransposon insertion in the LIN2 gene. We chose two of them for detailed analysis. The
lin2-1 and [in2-2 mutant plants did not show any kind of general developmental anomalies or
defects during nitrogen fixing symbiosis. This suggested that the LIN2 gene itself is not
indispensable for the establishment of functional nitrogen fixing symbiosis. Considering that the
expression pattern and also the domain composition of LIN and LIN2 proteins are very similar, it
is possible that LIN may be capable of fulfilling the function of LIN2, so conceals the
phenotypic consequences of disrupting the LIN2 gene function in /in2 mutant plants. This, at
least in part, may be possible on the other way around too. In /in mutant plants in which only the

LIN gene is defective, but LIN2 is present in an unaffected form in the M. truncatula genome,
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LIN2 is not able to rescue the /in mutation. However, it is possible that L/N and LIN2 accomplish
some functions redundantly. The research revealing the function(s) of these genes and proteins is

continued in our laboratory.
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10. MELLEKLETEK

A kédolé szekvencia predikciohoz hasznalt DNS

Géntermék Faj GenBank (TAIR)I,P,h ytozome Forré’s. szekvenciak
azonosito adatbazis oo
(GenBank azonosito)
szimbiotikus szekvenciak
Mt AAQ73155 GenBank
Ps ACE81772 GenBank
Lj CAE02589 GenBank
Cs Jjelen munka GenBank ACYN01001515
Pt Jjelen munka GenBank NC_008468
LYK3 Cp Jjelen munka GenBank DS981652; DS981607
At NP_566689 GenBank
1%4% XP_002270987 GenBank
S/ ADL16642 GenBank
Os Jjelen munka GenBank AK111766
Zm ACG29351 GenBank
Mt ABF50224 GenBank
Ps CAE02593 GenBank
Lj CAE02597 GenBank
Cs Jjelen munka GenBank ACHR01010185
Pt XP_002310198 GenBank
NFP Cp evm.model.supercontig_15.133 Phytozome
At NP_179957 GenBank
1%4% XP_002269472 GenBank
S/ NP_001233936 GenBank
Os AAM19130 GenBank
Zm jelen munka GenBank AC204599
Mt Q6RHR6 GenBank
Ps CAJ00334 GenBank
Lj Q5H8A5 GenBank
Cs Cucsa.076120.1 Phytozome
Pt Jjelen munka GenBank NW_001492725
DMI1 Cp jelen munka - részleges GenBank ABIM01018271; ABIM01018272; ABIM01018273
At NP_199807 GenBank
144 Jjelen munka GenBank NC 012018
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02022819
Os Jjelen munka GenBank AKO072312
Zm GRMZM2G110897_T01 Phytozome
Mt Q8L4H4 GenBank
Ps Q8LKZ1 GenBank
Lj AAM67418 GenBank
Cs Cucsa.349010.1 Phytozome
Pt CA099188 GenBank
DMI2 Cp jelen munka - részleges GenBank DS981649
At NP_564904 GenBank
1%4% XP_002272055 GenBank
S/ AAY22055 GenBank
Os BAC83202 GenBank
Zm NP_001105860 GenBank
Mt Q6RET7 GenBank
Ps Q6RET6 GenBank
Lj AOAAR7 GenBank
Cs Cucsa.364320.1 Phytozome
Pt XP_002315401 GenBank
DMI3 Cp Jjelen munka GenBank DS982700; DS981574
At NP_187677 GenBank
1%4% XP_002273342 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02015153
Os NP_001055895 GenBank
Zm NP_001105906 GenBank
Mt ABN45743 GenBank
Ps ABU63669 GenBank
Lj ABU63668 GenBank
Cs Cucsa.322360.1 Phytozome
Pt Jjelen munka GenBank NC_008469
IPD3 Cp jelen munka - részleges GenBank DS981610
At NP_565355 GenBank
14% CA066714 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02009606
Os ABU63670 GenBank
Zm ACR37710 GenBank
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Mt Q4VYC8 B GenBank
Ps na na
Lj ABK35066 GenBank
Cs Jjelen munka GenBank ACHR01005097
Pt XP_002299589 GenBank
NSP1 Cp evm.model.supercontig_25.124 Phytozome
At NP_188000 GenBank
w XP_002273108 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02002324
Os AAP12983 GenBank
Zm jelen munka GenBank AC214506
Mt Q5NE24 GenBank
Ps CAH55769 GenBank
Lj BAE72690 GenBank
Cs Jjelen munka GenBank ACHR01004706
Pt XP_002306621 GenBank
NSP2 Cp jelen munka GenBank ABIM01009445
At NP_192565 GenBank
w XP_002284426 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02005299
Os AAP06856 GenBank
Zm jelen munka GenBank AC212193
Mt ABK28850 GenBank
Ps ABQ85893 GenBank
Lj Jjelen munka GenBank AP006677
Cs Jjelen munka GenBank ACHR01011247
Pt XP_002319156 GenBank
ERN1 Cp Jjelen munka GenBank ABIM01011968
At NP_197480 GenBank
w XP_002281619 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02013796
Os EAZ03158 GenBank
Zm ACF85420 GenBank
Mt ACN58567 GenBank
Ps CAD37948 GenBank
Lj CAB61243 GenBank
Cs Cucsa.272130.1 Phytozome
Pt jelen munka GenBank NW_001492762
NIN Cp Jjelen munka GenBank DS981540; EX272530; EX258855
At NP_195253 GenBank
w XP_002279578 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank CU326379
Os NP_001048860 GenBank
Zm GRMZM2G109509_T02 Phytozome
Mt jelen munka GenBank AC141922
Ps Jjelen munka GenBank DQ845485
Lj ABIl48271.1 GenBank
Cs Cucsa.368940.1 Phytozome
Pt XP_002314765 GenBank
CRE1 Cp evm.model.supercontig_2.143 Phytozome
At jelen munka (BAB33310) GenBank AB049934
1%4% XP_002285117 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02000564
Os FAA00250 GenBank
Zm NP_001105858 GenBank
Wt ACL14419 B GenBank
Ps na na
Lj ACL14423 GenBank
Cs Jjelen munka GenBank ACHR01000793
LIN Pt Jjelen munka GenBank NC_008471
Cp Jjelen munka GenBank ABIM01007354
At AAF26992 GenBank
w CAN74785 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AEKE02024187
LIN(h) Os NP_001042489 GenBank
LIN(h) Zm jelen munka GenBank AC195255
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Os NP_039391
Zm NP_043033

GenBank
GenBank

Mt Jjelen munka - GenBank sajat szekvenalas
Ps na na
Lj jelen munka GenBank AP007953
LIN2 Cs Jjelen munka GenBank ACHR01005692
Pt Jjelen munka GenBank NC_008484.1
Cp Jjelen munka GenBank ABIM01006734
4% jelen munka GenBank AMA477972
S Jjelen munka GenBank AEKE02004453
LINh Acv jelen munka GenBank sajat szekvenalas
LINh1 Sm XP_002972675 GenBank
LINh2 Sm XP_002978658 GenBank
Mt AAW71475 GenBank
Ps CAD42181 GenBank
Lj CAD42335 GenBank
Cs Cucsa.343120.1 Phytozome
Pt XP_002307734 GenBank
SUNN Cp evm.model.supercontig_26.309 Phytozome
At NP_177710 GenBank
w XP_002279563 GenBank
S/ jelen munka GenBank AEKE02013256
Os NP_001058593 GenBank
Zm jelen munka AC209026
Mt XP_003618726 B GenBank
Ps na na
Lj BAL04590 GenBank
Cs Cucsa.397770.1 Phytozome
Pt XP_002305358 GenBank
KLV Cp evm.model.supercontig_14.179 Phytozome
At NP_186862 GenBank
w XP_002279979 GenBank
S/ BAK52396 GenBank
Os jelen munka (NP_001060207) GenBank NC_008400
Zm GRMZM2G017409_T01 Phytozome
Mt ADM22319 GenBank
Ps jelen munka - részleges GenBank GH720473; FG529463
Lj CAQ17051 GenBank
Cs Cucsa.332770.1 Phytozome
Pt Jjelen munka GenBank NC_008478
RIT Cp evm.model.supercontig_30.159 Phytozome
At NP_001031485 GenBank
w XP_002276461 GenBank
S/ jelen munka GenBank AEKE02000960
Os jelen munka GenBank AKO071354
Zm jelen munka GenBank AC198420
Mt jelen munka GenBank AC146587
Ps jelen munka - részleges GenBank FG537344
Lj CAQ17050 GenBank
Cs Cucsa.397340.1 Phytozome
Pt jelen munka GenBank NC_008479
PIR1 ABIM01011901; ABIM01011902; ABIM01011903;
Cp jelen munka GenBank ABIM01011904; ABIM01011905; ABIM01011906
At NP_974801 GenBank
w jelen munka GenBank NC_012010
S/ jelen munka GenBank AEKE02005304; AEKE02005305; AEKE02005306
Os EEC74503 GenBank
Zm jelen munka GenBank AC194145; AC196180
kontroll szekvenciak
Mt YP_001381744 GenBank
Ps YP_003587524 GenBank
Lj NP_084780 GenBank
Cs P27064 GenBank
Pt YP_001109509 GenBank
RBCL Cp YP_001671691 GenBank
At NP_051067 GenBank
14 YP_567084 GenBank
S/ YP_514860 GenBank
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Mt YP_001381743 GenBank
Ps P05037 GenBank
Lj NP_084781 GenBank
Cs YP_247606 GenBank
Pt YP_001109508 GenBank

ATPB Cp YP_001671690 GenBank
At NP_051066 GenBank
1%4% YP_567083 GenBank
S/ YP_514859 GenBank
Os AAMO08603 GenBank
Zm NP_043032 GenBank
Mt AAM82101 GenBank
Ps Q5YJU1 GenBank
Lj NP_084779 GenBank
Cs Q2QDA7 GenBank
Pt YP_001109481 GenBank

MATK Cp YP_001671664 GenBank
At AAG43341 GenBank
1%4% YP_567057 GenBank
S/ YP_514833 GenBank
Os P0C381 GenBank
Zm P48190 GenBank
Mt XP_003622423 GenBank
Ps ABI97284 GenBank
Lj AK339717 GenBank
Cs Cucsa.357550.1 Phytozome
Pt XP_002323796 GenBank

G6PDH Cp evm.model.supercontig_130.39 Phytozome
At NP_198892 GenBank
1%4% XP_002266527 GenBank
S/ AK326094 GenBank
Os NP_001047345 GenBank
Zm ACN34086 GenBank
Mt ACJ86082 GenBank
Ps jelen munka - részleges GenBank AM162165; FG538039
Lj AFK38380 GenBank
Cs Cucsa.197600.1 Phytozome
Pt ABK95199 GenBank

MAG1 Cp evm.model.supercontig_388.5 Phytozome
At NP_974399 (AT3G47810) GenBank
1%4% XP_002277517 GenBank
S/ jelen munka GenBank DB691202
Os BAF08413 GenBank
Zm ACG28553 GenBank
Mt XP_003600159 GenBank

AM162083; AM162109; FG537526; AM161692;
CD859047; CD859061; CD858645; AM161648;

Ps Jjelen munka GenBank CD859077
Lj Jjelen munka GenBank AP009646
Cs ABQ81922 GenBank

AGT1 Pt EEE87326 GenBank
Cp evm.model.supercontig_892.2 Phytozome
At NP_178969 (AT2G13360) GenBank
w XP_002279236 GenBank
S/ AEW69795 GenBank
Os NP_001062170 GenBank
Zm ACG30854 GenBank
Mt Jjelen munka - GenBank BI308353
Ps na na
Lj jelen munka GenBank FS326465
Cs jelen munka GenBank ACHR01007364
Pt EEE99450 GenBank

DH Cp Jjelen munka GenBank EX266712; EX262387

At AAP21224 (AT2G32520) GenBank
1%4% CAN60148 GenBank
S/ jelen munka GenBank AEKE02009264
Os EAZ12194 GenBank
Zm ACG32282 GenBank
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Mt ACJ83269
Ps Jjelen munka - részleges
Lj AFK42050
Cs Cucsa.142070.1
Pt XP_002326147
EIF3K Cp evm.model.supercontig_82.63
At NP_195051 (AT4G33250)
w CBI27753
S/ Jjelen munka
Os ABF94327
Zm ACF82828

Mt XP_003591975
Ps Jjelen munka
Lj AFK35709.1
Cs Cucsa.308200.1
Pt XP_002312034
ATPQ Cp Jjelen munka
At NP_190798 (AT3G52300)
w XP_002277452
S/ Jjelen munka
Os BAD09007
Zm NP_001150316

Mt XP_003624232 GenBank
Ps na na

||
Lj Jjelen munka GenBank FS342314
Cs Cucsa.163030.1 Phytozome
Pt EEF02925 GenBank
TAFII15 Cp jelen munka ABIM01006702; ABIM01006701
||

GenBank
GenBank GH720324.1
GenBank
Phytozome
GenBank
Phytozome
GenBank
GenBank
GenBank AK326619
GenBank
GenBank

GenBank

GenBank FG529564
GenBank

Phytozome

GenBank

GenBank EX273330; EX290943; EX260447; EX266386; EX268650
GenBank

GenBank

GenBank BT013973
GenBank

GenBank

At NP_849481 (AT4G31720) GenBank
w CBI22350 GenBank
S/ jelen munka GenBank AK325043
Os Jjelen munka GenBank BE041013
Zm jelen munka (ACG26535) GenBank EU954417

Mt ACJ84049 GenBank
Ps na na
Lj Jjelen munka GenBank FS325766
Cs Cucsa.101520.1 Phytozome
Pt XP_002310038 GenBank
ATP7 Cp evm.model.supercontig_72.4 Phytozome
At NP_179778 (AT2G21870) GenBank
w CBI21525 GenBank
S/ Jjelen munka GenBank AK320017
Os BADO07747 GenBank
Zm ACG34902 GenBank

GenBank EY474783
GenBank EX570397
GenBank FS321118
Phytozome

GenBank

GenBank EX257977; EX273866
GenBank

GenBank

GenBank AK322263
GenBank

GenBank

Mt Jjelen munka
Ps Jjelen munka - részleges
Lj Jjelen munka
Cs Cucsa.364800.1
Pt EEF02684

RRMP Cp Jjelen munka
At NP_196080 (AT5G04600)
w XP_002277092
S/ Jjelen munka
Os BAC99692
Zm ACG32390

10.1. tablazat. A dolgozathoz hasznalt fehérje szekvencidk egyedi azonositoi. A jelen munka altal végzett kodold
szekvencia predikciokhoz felhasznalt DNS szekvencidk azonositoit az utolsé oszlopban tiintettiik fel. Ahol
sziikséges volt, a predikciot megeldzte az adott DNS szakasz dsszerendezése genomi DNS illetve EST szekvencia
darabokbdl. A szekvencia Osszerendezéshez és/vagy génpredikciokhoz hasznalt DNS szekvencidk csak a jelen
munka altal prediktalt géntermékek esetén lathatéak. A negyedik oszlopban szinkdd jelzi az adott szekvencia
mindségét: piros - teljes szekvencia elérheté az adott genomban, kék - csak részleges szekvencia érhetd el az adott
genomban, sziirke - szekvenalasi hianyossagok miatt nem érhetd el a homolog szekvenciaja az adott genomban (na -

nincsen adat).
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10.2. tablazat. A szakirodalomban elérhet6 transzkomplementacios kisérletek dsszefoglald tablazata. A tablazatbol
kiolvashato, melyik pillangdsviraghh modellndvény milyen mutans egyedein folytak a komplementacios kisérletek.
A komplementald konstrukciot illetden feltiintettiik, hogy a konstitutiv expressziot biztosité dohany mozaik virus
35S promoterét, vagy valamely pillangdsviragh (M. truncatula vagy L. japonicus) szimbiotikus gén specifikus
prométerszakaszat hasznaltdk meghajté elemként a kisérletekben. A komplementald transzgén nevén tul
feltiintettiik, hogy kodold (CDS) vagy intronokat is tartalmazo genomi DNS szakaszt hasznaltak a konstrukciokban.
A forras fajként a konstrukciokban transzgénként hasznalt szekvenciat eredetileg hordozé fajra hivatkozunk,
melynek rendszertani besorolasa mellet, lathatd, hogy képes-e nitrogénkotd (N kot.) vagy arbuszkularis mikorrhiza
(mik.) szimbidzis kialakitasara: (+) képes, (-) nem képes. A komplementacios kisérletek eredményeként
feltiintettiik, hogy megfigyelhetéek voltak-e a komplementald konstrukcidkkal transzformalt kisérleti ndvényeken
giimék (Nod), azokat képesek voltak-e kolonizalni a szimbiontak (Inf), illetve a giimdk képesek voltak-e nitrogént
kétni (Fix): (+) sotét zold hattér - gyakran, (4/-) vilagos zold hattér — ritkan/részlegesen, (-) piros hattér - soha, (na)

fehér hattér - nincsen adat. A kisérletek bovebb leirasa a referencia kdzleményekben olvashato.

10.3. adat. A dolgozathoz felhasznalt szekvenciak. Csak a szakirodalomban még nem kozolt DNS (p - promoter

szakasz, g - genomi DNS, ¢ — koédolé DNS) és fehérje szekvenciakat mutatjuk, FASTA formatumban.
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>pMILIN?
cttcccacactaaacaccataagcatttgaatgaggacaaaaatttatcttccaagaaggagactaatacgtttatgttatctctcttctatgtgtte
ttcatacaaaacaaaaaatccatgtttcagaaccatggtacatgacaataataaccaatgatgatcgaatattcaaaatcgtaggcaatctcattt
cattaaaattcttaaagcatgatgtataatgtaaacccaaaaacgaagtcatcctaattatctacaatcaagttagtataatagcaattgtccaagt
accatttatgatgcatctaaaattaaatttaccaaatacgtcatggaaaatcaatttacactgacatttccagagacttaaacgaaaaaagaataa
actatattttctctcgtcatatttataagataaaattacgttttatattcattaaatacttaatttatttagtctataatatatatcaagtacattatgtattca
atgaatctaaaaagtagtattttatttataaatatgattagagggagtatagactaaattaaaaatgagtatcataagaacagaaacgaatcaaa
gaaaaaaaattgcaaaatgactatgatacacagaatgtttaagcttgaatttaactataaagaaaaacaaaattccatttgaatatattgttttgttg
catccatcaatcatcatgaggtaaaaacgtctccttccttaaaaaaaaaaaataatatgaggtaaaaacgtcaactaatctatatttaattgtcetg
taaatacggttcagctgatggttataagattaataatggtctgtgttgtttggtttttttaagaaaaaaaaatctattttttaattaaaaatcacttttttta
tttttgttgtatttgttttagatttttaaaaaatctattttgtttaaaaaaatacatttttagcttcaaaatgaaaagttattccaagtaactattcaaataca
aaaacaaaaaattaaaaggaactcaaatgtaagagcttcaaatcttaaaaaaataattttataatagtaaacaaacagaaataagcttcagatttt
tttaaaatttctagatttttttaactcataatctatattttttaaagctaaaacaaacacacataatatacaaagatcaaagttaaatctcaaatttctca
ttcctcccaggceatgtagtcaagtcattaattaaactactccatcegttttaaaatgagtatcgttttaatcaaaaaaattgtttcaaaatgaatatca
ctttcagtttccaatgcaataataacttttttttttcaattgtacccttcaattaatactacgttacattactttcaaagtattattttttctttaatgaaaaac
aaactaatagttgattaggataatttggtaaaattgatatgacatttgactactttatttcattcattaatatgtgtgtaattgactaaagcgacacce
attttgaaacggatggagtatttttcttcaaaaaaaagtcattaaacaattttaaaaaaattattaattacttaaatgaagttggacttataccgaaaa
aaaattaactaaataaagttgaacttgcaaaaagttccagcaaaaaaaactactactacatcgtcataaaataacaataagaaatgatctetge
caaatcaaaagcatgaatccaaaatccagaaaccgeatgacgtgattaacagtcaaaccgageeggetggecggeaaaacgggteccac
ttgttcatttttgccgecacatttcaaagttgttagatttaccaaaatatcceactcttttagtcttacttattccacttggaactttgtcettetgecaccat
tttttttattacataacaaaaccatgatcaatacatgtttaattgtttaattaattacttagacaaaaaacttgccgtcatttcaaatatgggaatgttgt
ttttctgactaattattagtgattattactttcacataagggtgaatttgtcatttcaaaacttgcegtcecegttcagagactttcgttceccgeaaattg
aatcagttaatactgtttattcccgttaacatcgtcgtaaacctcatttcactcattcccattccgatcaaaaaccaccgec

>gMILIN?
atgaacacaacacgaactcaaatcctcegttacactaccgeattcatcaccggcegttattcatcaatcacaactcegtcgecaccteattgaaa
ctctccaccgagaaactccaatcaccaatcaagtaaccttaaaacaactcaacctcgectcagaagcetctcgaaagegecgtttccaactce
agctccgecattcgcetcttectetetetecctcgeggagaaacttetecttectcteectgagtatcctctttectecttectectetecctcattcaa
accctccgtaaccacgecgaagaatctgecatcattctectcagaatctttcattccaatecttcactegetegatctgaaatagcaccegtctete
tacgagcatcttttttgttttcatctcatccctgttttcegatggttcgatgaacagagaacacggattttgecatecgettctgaaactccgagee
gcgacggagacaccggtgactactctgtttccaacgatttgtttatgecttatgcaaagttgttatcgagtgtgageagtgatcaagegttaaag
ctgaaggagttggagaaggagtacgaagaggttttggatgagaattgcagggttettgctgtgtattttaaagaggttttgotoaataaagatg
aagattcgacgattagtccaccgttgttgatcttgaagaacgetgcaggaagtggcageaacgaccgtggtggattgecatagaaaggagga
aatgaaaatgcctcagttggagaacggacggtataatgtaatgttgtccttgatgttatttgtttacgaatttatacttttcttcaattcaacttacaa
atgtttatgtttgttgtgttaatttcattgggttegttcaattttttatcaactgggattttaacataaaagtgaacctaaagattgatttettgtgcttcaa
ctcagtgttgtgaaggatttgtttggtttcttgttaaattttctagaatgaagttaacaagaattaggtcaattttggaaattttattggectctttgattt
taattaaggcctcctgaaatttaaattggactgctcaaaatttgetgttagttgtttgtgcatatagtcatggtecgtgattttctceggtaccaacg
gatgacttttgtttggtgacactttgtttcctataatagctagaaaacaaaattgtatttgcactgaggtgtgttgatattggegtagetaggtagaa
aggaaaatgtgattgtggagaaaactaggagtttctttgcatttttggtttgatggtttaacgcacatgcatttcatgatcatttectcatttactttte
cttttctattgattcctgcagecaatgtggtecgaaagggatacatcagttgaatttttgagcageagttcgageagceatatcctecctegeget
gttatatcctcaaagagtctctccaagagtectcecatcecctaaaatcttcaaaatattggacaacaccagcectatttaaactcageccctgaaa
ctcaattttctttagatgagaatttactttgttcttcttcggattctgaagetgaaaatgaggtaattgatgccactaagaaacgggaaaaccaatg
aggactgaattttctatgcttgctgtttttagttttttagtgctaagtgatgaatatgtectgtaggaaaaagacaaaaatgtageattgttggagee
tcgacaaagccaaagccaaaacaaggaacaaattcaaaccatcttcaaagaatccagggggtacgtatattaaaaaaccattcttcaatatttt
gttgtctgatgcattttctttaacttggattcttcctgetectagetcecccagattatccaatggeagactatgaaaacacgeecgecacatggaag
tgggaaacaaacacctcctaaagacttegtetgtccaataaccagtaacatatttgatgatccagtgactcttgagactggtcagacatatgaa
cgtaaagctattgaggaatggtttaatagagagaacataacttgtcctatcactcgccagaagetacaaaacaccaagetaccaaagacaaa
ttatgtgctcaaaagactagttgctagetggaaagaacacaaccccagttcagtcecegectacatgtgagtgtccatacaaagatagegagtce
agtagtgaagacagaaataccttcaacttctcctaatagtgtcataacacaggecactgttgatgggatgattggcgagttacgetgtgcaate
aataacctgtacatgtcagagattctccaggaatctgaaatggeggctcettcaaatagagaaattgtggagaggagggaatctgggagtgga
tatccacagcatgctatcaaaacctccaattattaatgggtttgtggagatacttttcaattctgttgaaccccaggttcttcaggceageagttttcee
ttctggctgagatgggatctagagacaattetgttattcagactctaacacgegtggataccgacgttgaatgtataatggctcttttcaagaaa
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gggttgacagaagetgttgtgctattgtatgtcctaaacccatccactgtgactcttactgagatggecgtagtagagtcectcatagecegtttte
aataagaaagaggaagacttggttaacatgtgtttaaatcccaaaacagetgeagttcttctacttggacagattattggaagcagtgatgaga
taattgcatcttcgattgtcaagactttgttctctgaaaaageacttggagetattgttggcagtttaggagetgaatgggcagaggagaggatt
gttgcagtggagatcttattaagatgcatgcaagaggatgggacttgtaggaacaccattgetgacaaagcagagctctcttctattatggag
agcttcatccatgcaaatgatgcagaacgtttcaagattgttgaatttttttctgagttgatcaagctaaataggtatatctatetgttccgtattcgg
gattatgctaaccaaactagtagctagcttttttttgtaaaagagagtatctagtagetagctaatgtactaaatagaactggtttaaagaagatta
agaaaatggaaaaatatttatttaaaaaacacaaaatttgatgcattgataacatcaaatagtaaagttaactactttccatcttttattcttaacaag
tttagaccccttccatagtatttgccatcaaactaatgtactttttagtttatatctgatagetttcaattggttecttccaggagaacattcaatgaaa
gaatcctccatattataaaggaagaagggccttttagtacaatgcatactcttcttattcatttgcaaacageccttcaagatcaatgtccagtcat
ggccggtctettactccaacttgatcttctggtatgaatcttggaatctgatactagtactagetaaatcttaaaaataggaactagtttatgatttct
atttacactttctatatattactacctttaaatcaaacacaatgtgctgttttcccagttatagagttaacacccgtcatgecatttttaggttgaacca
agaaatatgagcatataccgtgaagaggcaatagacagtcttatttcatgectgaggaactcagatttcectactacccagttagecagetgetg
atacaattatgtcactgcaagggaggttcagcttctctggaaagectcttattagagaagtcecttettaaacgggccggtattgacaaaggtee
cagaagtgatgtgcaggtggatcatatgagcaacttcttctcagaaatcgaaataactgcagtaattgttctttgaaacttttaaagtattttgagt
ttetgttttetgcttccaggacattcctattttagettttttgtttgtttgtttggtottctattattttaaaaatattgttatatactcggaatcaataggaag
aagagagagcagcagatgattgggaaagaaaaattgcatctgttctagttagccacgagtttggtatactttttgaagcetttggcagatggcat
gaagagtagaattccagagctacgttcagcatgctttatatcagcetacgtggctcatatacatgetgaccactctaccagatacagggatacaa
ggagcagcccgtgtetgtttgctaaagecgttcgtaaataaattaaattctgctaaggatatagaacacagaatectttctatgettgctcttaata
gctttcttcatttctetggtaagtttcagaaacccagecaattattacaaccttgatttaaataatttagaacagctagatgataataaataaataaat
aaataaaatattttctacaaaggaaaatatcatcggttttttagtttctgtaagcatcataaattactcatacagaattcaatagatttagataagatc
ttattattttggcttctctatattagtctattttgaaaagtatgaaaatatttggtgaacctatgagectctctgttgatttatgtgttcaaacttatgeat
gccgtttatgaaaatcagcaatatgatgactgtacttgatattgtaaatttcagatggcttacgtgatctaactgettectacgctaaggatatctta
aaaggtttgagagagctaaagagattctcteccttggeatctgaaatgetgaaagttctggttgatgagaatgagectaaaacagtaagtttgg
tgtattcctaaaccattttttagtataggcatggtattggtogattatctaaaattcttcatcggaacaggatatttggagacataaagagataatce
aagtagattgcagagggaatggagacgtgctgtctgtcatttgettcaaggataaaattatttcaggecataccgatggecageatcaaggtaa
taaaatttaggatttcaaatgccgtttaaattctaatgtttcatgattacagttattgaaacaaactataacttttattagcactctggcagataataga
tttcttattttatctgttatagttgtttacatatttatttccttaaaaccaccagaaaataaattaccgcagactgaaactctccatttatgcaattaccta
gagggagacttgggtototgagcatgagetagatacattagaaaatagataagattaggtgttgcaaaaaggagtaaatttttatgacaaggt
gtttgccatttaccttaaagattcaatagetttaaaaatgccaggtcatatttacctggtcattagcaaaatgtttgatccttggetgtatatgacaa
ctttaccgtgatatgagcttactggaaaatactttgaacttttgaaggtctggacattaaaggataacgaattacttctgttgcaagagatccaag
aacataccaaggctgtgacaaacttgacgatttcagaacctggtgacagactttacagtggttcacttgaccgaactgcaaaagtaaaattttc
tgcagctctagtttcaatgtcagacagectgctaaacaaaaattttgtttcgttgaataacagatctggtctattggaaaggcagceaatacattgt
gagcaggtgcatgatatgaaggaccagattcataatttagttgtaaccaatagcacaacttgtttcattcecgcagggggctggtgtcaaggta
cgccatacgcatgcaaaattaaaaaataacactacttcectetcatcatcaatgectacttagtaatctcagacatgaacattatactttagetgg
atgatgatgtaccgtttccttcctatetgatttagtatccaaaaaactaaatccctaagtggggatattgacaagtcatcagttttcggaacagattt
gcttcttcttcatcatcttettcccatctaatgattacaattagttegtttaaattaactaaagcaagtaacattattgtgtgcegtaattacttttctcttt
catcaggttcagtcaatgaatggagaatccaagttgttaaattcaaataaatacgtgaagtgcttggctcatgetcatggaagattatactgtgg
atgccacgacagtagtgttcaggtatcaagttttaagaagtacgacatagcctaaatccaatgtgatgetatctcaacttgagtatgtgatgttat
ctcgacatatttgtgataatattattgtcatatttcaggagatacatttggecactggaactatcagtaatattcaaagtggttctaaaagattacttg
ggaaagcatatcctattcatgcactgcaagttcatggtgaacttatatatgeagetggctettecttggatggaactgctataaaggtatctcaca
catatatggtttgtgtgtatatataaatacttaattcttgctagaaacatcaggtttcatgatatattgaattctaaatcatagaaattatttgagcttett
tgatattaactttctggatgttcgtaccatagttaactgactgttttacatatacgtcaagatatggaataattccaattacageatggttggatcact
gcaaactggatcagaagtgcgggctatggcagtgagttcagaattaatttatttggogtgcaagggaggtgttgtagaaatttgggataagaa
acacattaaagttggcacgttacagttgggtacaaattgtaaggttaattgcatggctctagacagcaatgaacaaattttggtgattggaactt
cagatggacaaattcaggtgacaaaaattttgcttgaagttttaatttcaaatggttatattatattctcatttcacgccttgatgtageatacgacc
cttttctccaaatctacaatgatgatagattgagggttgggccaacttttcatattacaaaagtttgcattttttttttttggatcaagtagtctagtgg
acagagaaaatcaccttaaaatgaataagtggggtgtccggggttcgaaccecgacccttacatatattgtgeattatcccttaccaaatgage
taagctcggggaccaaaagtttgcatatttatgtcatgtatataccaaccaagtagceagttttactctgtcttctaaatcatatataaatagaactgt
aatagtagagtttttttttttttactaaaagtgacaatttctggttattgcaggcttgggaaatgaattaa

>cAcvLINh
atgactcctgcaggttecctcgagagtgatgacgecgtgttgaacgagttgategetgtggttggaaagtatacattggatgetetgcttgaca
cagagcagcggcgacagcacaaggagttgtgtgcagaacggcettgecgeccaagacaatgttgaggtgcaatatgeggagecaggeggt
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gttggcgaacttggactggggaatggatgecttggaggaagecatcatgacatctaatgaagagaccaagaaggceaaggetggageatg
cagagaaaatgctgcaagtgagtgctctcttgaacacacgccacacaacagetggegtgcccaactectacctetecgegtgggcteacct
caatctggcttttgtgtcgaagettcgtgatgatgactgcaaageagcetgeccacatectggagatgttecttgtagagecattttatgctagag
ttgattttgcgecttecctetgggaaaagetctttetgtcacatetcacttceatectaggatggtactcagageagagacatcagattattgeatce
cattttaccagacggtacagattattcatggtcaaaagacgagctctcatataatgttgcagagtataagaatttcctctcaatecttggecctga
gcaggctttgaaattgcagcaactggageaggtatatcaggactctcttgatgagaatacaaggcetgtacgcacggtattacaaggaatggg
tgaatctcgatccgagagtgageccgaagaggaacatgectcetcatgecaattgecagagecacceatgactccaacccgagaactgagee
acctgccacgggcatttaagtttggaccgecagecaccaaccagtgetgggttetetcattctcatagtggtttctcecactgtctacaacaccagt
gataaccaggttactcttcagggaaggcccgatgcttattgtggcatgactggceactcataacccaatgtgggatgtcgatgaggagtctcaa
atatctgaaggcggagcacgegtcatcacatatggeatggaattaccgcaagtggtgaggcatteccccttcactgaccagtetecegggag
agcatttgtctctgcaaagttcagaagaaagtagtcttagtgcaagagggcagtcagatggecgtggaattgggcatcaatcgecaattgaat
ctcagatatctgagaaagacagccgceaagacctcttcaaggattcatgcagaaagecatcataaaacacgtagetcaaatgegetatcgaca
ctcttccaagatcaagacactgtegtggtttcttettcacggtcatcaccaattatccaggggegttectggtctcecgactecagattgaagac
tgttgagaatttgtctctcacgaccatagetctgggatcacatgecatggeaaaacaaaagaagaagacagttaagettgaggcaggegga
gaatcagatggaaatgatgaacgtgtgtttcagaaagaggcaattcaagatgaggggcagcaaaagactcggactaaaaggagatcgaaa
tcaaggtctcttgcacaaageccgecagattttggaacaaatggtcacgggceatactctttcccaattgacacttcetgatatctcaacceetge
aacaaggccaccaaaagattttgtttgtcccatcactagecaaattttcaatgatccagtgacgcettgaaactggtcagacttatgaaagaaag
gcaatccaagaatggcetggatagaggcaacacaacttgeccaattacacgecagactttgcagagcettatctcttcccaagacaaactatgte
ttgaagagggtcattgcaagetggaaagageageatectgacttggeattggaatatggatcatcggaaaactcaccttgtgttectcggact
caacaaaattatctgcttctaactggtggaccttatgatcaaagegtgttagaagcaagtggctccccaaacggetecttctcacctageagea
tcacaagcagcacaaagagtaggcaaagtcagagaaccaatggtcatggatctgctegeaattcttctacaaggactgaaatcagtcaaagt
gcccaagagactttgattgacgagettaaacctgeggtggtctgtatttgctectctgacgagetgeaggagtgtgaageagetgtettcaaa
attgcacgagtctggagggaatccaaaggtgctcaageegtccaggtgcatttggttcaagetgaaatgcettaagagecttatggaggtgctt
tccatctccaacaatgcagaagttcttgaagcagcecatttacattttgtcagagcttatacagagagacgagtetgtggctcggttagttgcagt
agaggatcccagctacgaatttgttattgggctectgaagaggaagatacctagetctgeagttttattgtatcaactggaaccgetgttatcge
aatctgtgggctctgacctecttcctttattgatggacgtcttgeataagtgtgaacatgagagtgtgcgatgcaaaaaccagtatcagatgttct
tgggacctaaggaagetgcettetctgatgatagataaaatgttgacatntgeggaacacagetcaaagtetgeactegetecatggeatcatate
tatggatggtctttctccacttgtggatagtctggaagecagetageatgaaggaaaggatcagtgeggtctecattetgetatgttgtatgcagg
ccgatgggaagtctcggagctatattgcccatagtgctcagetaactecagttttggaattgetgecactgtgataatgaaagaggaagacatg
ttactatcctgttcttaacagaattagtacggctaagcaggtcaatcaacaaccagettcttcaggtaataaaggatgaaggatctctcageaca
atgcatgtcctgcttgtacgtcttcagaaggeccecttccgageaacgteccttcattgetggcttecttettcaacttgacctattgataaagece
aaaaagggcagtatgtaccgggaagaggcgattgaggcactcatagaagegcetttgtaacaaggatatgetcagttcacaagttgcageag
ctgaaacgctcgtttgcttaggtagcaggttctettettctggaagatctettttggagcetcteectgetgaagteggecgggcttgageaaggg
ctcaaagccgtgttgaaggaggaacaatcactacaaaaaccagetgtgeccagacggeatcetgeaggaaaatagagtagaggaggagaa
ggcttgecatggaatgggagagacgtgtecgecaggagetcttgttaattttgaaaatggettgatatttgaaggtctttataaagggatgaagage
caacctgtggcattatcaaaaccatgtaacatagcttcaacttggettgtgcacatgttgeecttattgccecgatactggtgtccaagataaage
atgcaagattttgatgccagagtatattcgcatcctcaaattgtctaaagttactgaggagaaggcetttagcagtecttgcetttgeacagttttgtt
gatgactcaggactgcaagaacttgtacagegtgcaaatgacataagtggacctttgaggcagetcagaagcetcatcaaaaatggeaagea
caatactgaagaaactaattagcagtcctcttgtaaatgtgectgaactttgggceccatgaggaaatagetceteccattgatgecaggggtgaa
tggagaggtcaggtgtcttgctcagattgcaggaaggctttttagtgggcattcagatggaagtatgaaggtttgggattgtaggaagaagaa
ccttattttgattcaagaccttaaagagcatcagaaatctgtaacatgtttatttgttgctcacacgggtgacaagetgtacageggcetcactcga
caagactgtgaaggtctggttgataggactggatgaggtgcagetactgaagacgcatgaaacaaaggagectgtgcaatgtetggttgea
aacggcacaatgttgtacttgggtgctccacaaagcagtggtgtgcgtgtectccaaagtgaageaggeatgaagactctcttgecaaacaa
gcatgtgcaaagcatgactatggaagatgggagattactgtgtggatgcacagataacageattcaggagetagatgtatcgaaggggaca
gtggccattcttcagcaaggtgtcagaaccetgettggaaaaaaagecatttatgeccttcaagtctatgatgacaagcetctattcttctggate
atgtgtggagggtetttgtoccaaggtgtggaggcttaaggacaaatcetttggaggggcaattactaccaaccctggatgttcgagetatggt
cgttgatgatgagtttgtgtaccttggatcgaacgegggtgtcatagaagtttggttaaggaggagattagtcaaagttgcagggatgaacatt
ggatgtaaggttatggcaattttggcacatgagaatgtcctetattgtggatgtgaagatggaaaaataaggagatggacagetggatag
>MtLIN2
mnttrtqilryttafitgvihgsqlrrhlietlhretpitngvtlkqlnlasealesavsnsssairsssislaeklllplpeyplssfllsligtlrnha
eesaiillrithsnpslarseiapslyehlfcthlipvfrwfdeqrtrilpsasetpsrdgdtgdysvsndlfmpyakllssvssdqalklkele
keyeevldencrvlavytkevlvnkdedstisppllilknaagsgsndrgglhrkeemkmpqlengrynpmwserdtsveflssssss
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isslallypqrvsprvlhplksskywttpaylnsapetqfsldenllcsssdseaeneekdknvalleprqsqsqnkeqiqtitkesrgspd
ypmadyentpphgsgkqtppkdfvcpitsnifddpvtletgqtyerkaieewfnrenitcpitrgklgntklpktnyvlkrlvaswkeh
npssvpptcecpykdsesvvkteipstspnsvitqatvdgmigelrcainnlymseilgesemaalqieklwrggnlgvdihsmlskp
piingfveilfnsvepqvlqaavfllaemgsrdnsviqtltrvdtdvecimalfkkglteavvllyvinpstvtltemavvesliavfnkke
edlvamclnpktaavlllgqiigssdeiiassivktlfsekalgaivgslgaewaeerivaveillrcmqgedgtcrntiadkaelssimesfi
handaerfkiveffselikInrrtfnerilhiikeegpfstmhtllihlgtalqdqcpvmaglllqldllveprnmsiyreeaidslisclrnsdf
pttqlaaadtimslqgrfsfsgkplirevllkragidkgprsdvqvdhmsnffseieitaceeraaddwerkiasvlvshefgilfealadg
mksripelrsacfisatwliymlttlpdtgiqgaarvcllkpfvnkInsakdiehrilsmlalnsflhfsdglrditasyakdilkglrelkrfs
plasemlkvlvdenepktdiwrhkeiigvdcrgngdvisvicfkdkiisghtdgsikvwtlkdnellllgeigehtkavtnltisepgdrl
ysgsldrtakiwsigkaaihceqvhdmkdqihnlvvtnsttcfipggagvkvgsmngeskllnsnkyvkclahahgrlycgchdssv
qeihlatgtisniqsgskrllgkaypihalqvhgeliyaagssldgtaikiwnnsnysmvgslqtgsevramavsseliylgckggvvei
wdkkhikvgtlglgtnckvnecmaldsneqilvigtsdgqigawemn™

>LJLIN2
matvtvttrsqilcytasfisgvlsqpelrrrliatlinltpitngltlkhlnlaadsleraisistpalrssslslaeklllplpeypvssflislirslsn
rpdesatslirithsspslarseiapslyerlfslhllpvtwrtdqlrsqilshddtgdysdsdyssavlpsakllskmsgdqaskvrelegey
sevldencrilaeyfkevlvnrdgdatsisppllilksaaedggrekenrkeqiptepppvlgngrynpmwserdasteflsssssgrssh
splypqrvspripkppkpskhwtspvylnspaetvftldenllcstsdseaeneekdknmallkprrsqsqeqmqtvtkesrgspdsp
madydnppphgngkqpppkdfvcpitsnifddpvtletgqtferkaieewtnrgnitcpitrgklgntqlpktnyvlkrliaswkernp
nsvpppcesscedsadaetvvktttmpstspnsvitqatvdgminelryainnlymseileesekavlqieklwrgvnlgvdihsmlsk
ppiingfveilfnsvepqvlqaavfllaemgsrdnaviqtltrvdtdvegivalfkkglteavvllyllnpsdvsltemnmveslisvfsek
eedlvkmclkpktaavlllahitgsseeiiassavktlfsekaigtivgsigaewgeeriaaveillrcmgedgtcrntiadkvelspilesti
sandgerfkivtffselvkInrrtfieqilhiikeeglfstmhillihlqtalgdqcpvmaglllqldlldeprkmsiyreeaidtlisclrntdfp
atqlaaaetimslqgmfsfsgkplirevllkradtrkssrssvpvdqmstlfpeieitpeeekaandwerkiafvlvshelgivfealadg
mksrnpqlrsacftsaawlvymltilpdtgihgaarvcllklflskinsakdvedrilsmlalnsflhfsdglrdissynndilkglrelkrss
plasemlkvlvkenestsdiwihkeliqvecrenggvlsvictkdkvfsghadgsikvwklkdnlfhllgeigehtkavtnlvisesgdr
lysgsldrttkiwsigktaihcaqvhdmkdqihklvvtnsiactisqgagvkvgplngeskllnsnkyvkclthangklycgchdssvq
ethlatgtvssigsgskkllgkaypihalqihgeliyaagssldgsavkiwnnsnyslvgslqtgsevramavsseliylgckggaveiw
dkkkhsrvdtlgvgtnckvnemaldsieeilvigtsdgqigawgmn®

>CsLIN2
mvdtgfttasnilhhistfiseilvgsdlrkrllstvydnfslsdeialkplglaaealenaisadnssiktsslrcaeelllslpenpissfllsliy
glkhqgninsalslldifllypslarseiapilfeelfighflpithwineqrskilkslasngggeysrseaegwevvpctkslsklsidqtlkl
kelesnyervldrncidfachfkkilerkeesewiaspkvklinkkekwkemeqiledklIrtehlslpngrynpvwveedpivslvev
dsatkskspspspspppspslssripgplnfngeqesssgsktfsifnsaagaqddsskiedsgnaspesgeryntpskdfvepitenify
dpvtletgqtyersaigewlergnstcpitggklentqlpktnyvlkrliaswleenpnfaldkpideadplvvltspvsvisqasidrgm
kevrraivnlyasevleeaeaavicverfwleenvemdiqlmllkppvinglveilvnsvneqvlsaaifllselgtkdaavigtlsrves
dvdcivtltkggfmeavvliyqlglssqslgemdmvgsllnaikknerdvnkmrlshksaavillrkilgkskegsliavvvlaenaiec
ligslkakqveerisavgillrcigedgrerniiadtadlalvlesfievsnheqfeiitflselvkInrrtfneqilgnikdggeystmhslliyl
qtarrdgspvvaglllgldvlveprkmsiyreeamdilisclgdsdfpstqisaaetimslqgrfstsgrpltryflleragftkghrksiqrdt
irsapgeveltreeeraadewerkmafvlishdfgllifeplakglnskfaalfsacfvsatwlshmlrslpdtgiletarvclldhflsifttttd
veektlgllainsfvhepdglgclssnmkdimrglrelkrstplafemlkviceeqdltsefwchqgelfqvdcestngevisiaytkdkiis
ghsdgrikvwavrgtnlhlihevgehskgvtslvvlefeeklysgsldktikvwslgsdtigciglhdvkdqihnlvvsktvactiphga
girvyswggeskllnsskhvkcInlvggklfcgchdssigevdlatgtlsyihsgsrkllgkanpiqalqvydeqlfsastaldgaavkiw
stsnygmigslttsldvrsmavssdltylggkggmveiwsrekhnkidtlgmgrnckivemaldereevlvigtsdgriqgwgl™®
>PtLIN2
magqpripssqilhhttaflsetlsqphdhrhhllstlrreapssnktttikplnlavenlenaisttnpsirsssirlagkvllsypdsllissllisli
ytinnrptnasisllnithldpslarsqiapvlfeelflvhllpvirwtneqrsrilssltldwgydsdensigdvsivvpctkllskmsgdgal
elkelesiyeevidenckvfakytkevvtngdenrmitppsvilkelrkvdksevsdeiskmeelglmngrynpmwtegersvdflsf
igaskskysspsyprrvspetikniscrrstafptsinsdsepelslednmassgasscccseseaeieennrkmalfeptgsetqgkqkqat
vadfsstssehsmadtdsspgggkhtppkdfvepitshifddpvtletgqtyerraigewlergnstcpitrgkinctqlpktnyvikrlia
swkeqnpagmvsippetqqkktepsfmskeipsstspnsviigttidgtiselrlaitnlcmseilnesemavlqgierfwleaamefdiq
smlskppvingfvevllnsadplvikatifllselgsrdkgvihtltrvdsdvdcivalfkkglleavvliyllrpptmsllemdmveslltai
knkeddmlkmclkpktasvlllgqilgssedsiissianaiistkviesiidslqaeqteriaavgillkcmledgkcrntvadkaelapvld
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sfmsasdgerfeivqflyelvkinrrtfneqilhiikdegefcsmhiflsylqvtlpdgspvvaglllgldllveprkmsiyreeaieslisslr
nsefpaaqiaaaetivslqgrftvsgksltrafllkqaghgkiyknlmrmeqlgklsgeieenleeekaacewerkmatalvsyefgllfe
alaegmrsrcaelrsacfvsatwlvhmlgilpdtgiraaarvcflkllieiftsskdiehkvlslvalnsfikdpeglhdltssmkdikkdlre
Irkssslaveilkvlsaghdssiaelwthnelvqvdcsgngevlsitfyndkifsghsdgtikvwtgkgsilhligeirehtkavtslavigp
geklysgsldrtarvwsignesltcvgvhdmkdqvhnlvvangicctipqgagvkvhswnggskllnpnkyvkelslvhgklycge
qdssigeidlttgtlatighgsrkligktnpihalgvgngliysasspfdgaavkiwnasnyglvgslpsilevrsmaissdliyvgckagt
veiwdrkkqqnrveilgtgtndkvlcmalnanedvlvigtstgqigawgls*

>CpLIN2
mtetssadilnrtttfisnlvskpdlcrrllstlrrtirtsdnpggsttalkpvklaakalgnaisaansfsiqlssldiaerlllssaetplssflisllh
flrhrptdasltlirifyldpslartdispclfeelflihllpvigwineerdrilssgpsisgyeidehfdlpsvivpedkllskmsedqasrlke
lersyeeaidencrvlalyfkevlenkynggdssiippspvlkkidmsknleyseendekikteeielengrynpiwvdgersvelysst
cssssgssskskspfypqrvsfttfnnhdtsrhsptssninsdseagsssgnfssskstpkieekktkmalstesskrkksrnksqqpfsve
pswlrdqlmadsdhnpssggkhtppkdfvcpitshlfddpvtletgqtyerraigewldrgnstepitrgelhstqlpktnyvikrliasw
geqnpglvsyhsgnepitanpkmpatspvsvisqvaaadgtmtdlrqaimilclseflkdsekavlgierfwgevdmefeigsmlsk
pavingfveilfnsvelrvlkaavfllselasrdntvigtltqvdsdvecivalfmkglieavvliyllrpftvtliemdlvdslldvikkgded
ddllkmclkpktasvlllrqgilaisndsleciigsletdwkeeriaavgillrcmkedgkcrhiiadkselapvlesfmgandaerfeivyfl
selvkinrrtfneqilhiirdecvfstmhtllvylgkahrdqcpvtaglliqldllseprkmsiyreeaidtlisclkdsnvpaaqiaaaeiiva
lqggrftssgepltravllkrgglrktynalmrleqvgynsgesedtlkeekaaddwerkmafvlvshefgllfealaeglksrnaelfsast
vaatwliqildvlpdtgirgaarvcllkhfvsifrsakdiedktlsllalnsfmrdpeglrdlashikeiikglrelrkssslafdmlkvisegh
dssaelwshkelvqvdcsengevlsivftkdkifsghsdgtikvwtgrgsilhllgevhehakavtslavigsgeklysgsldkttrvwsi
gddgmrcvqvhdmkdqvhnlvvansiscftpqgagvrvhswnggskllngskhvkemalvlgklycgchdnsvqeidlatgtfsti
gsgsrkligkpnpvhslqvynglvyaasssldgatvkiwnasnsglvgsvsstlevramaisseliylgckagcveiwdrnkhnrietlq
tgtmgkvismaldsnedilvigtsdgrikawels™*

>VVLIN2
masatssaeilrhttaftsetlsqsklrlrllsalrrklptsdgnvlrglnlaaetlenaistssstnrssslrvaekllhshpdtlfssfllsllyallnr
hteaahsllnifssdpslarseiapvvfeeftlihllpvlgstkdqrsrilsslssknlgydsdkrsrfeesvvvsgtrllskmsggqtselkxle
rdyeevldencrllvgyfrevignengsrlirppslifekxrksdetkfnedeqnkveeiglgngrynnptwtegersvefyssgsssksk
sppfypqrvslkilrngkssrtlsaisxnlnsgselesssednlsnsssesegetqkknrkmalfeprrsqigkgkgpiyaesssspervm
aadsddppgggkctppkdficpitshifddpvtletgqtyerkaiqewidrgnstcpitrgklhstqlpktnyvlkrliaswgeqnpgfisi
hsdnpdpetdpifnstlpvlpstspnsviisqatmdgticelrlaitklcmseilresekavlrierfwgemnmgleigtmiskpavingf
veilfnsvdprvlratvfllcelgsrdktvigtltrvdsdvecivaltknglleavvlihllrpstisliemdmvesllvvikkkqdgflemcl
kpktasilllgqilgssegnivtsiaktvvsakaiksivesleaewaeeriaavgillrcmgedgkcrhtiadkaelapvlesfmgasdger
feiinffselvkinrrtfneqvlhiikdegafstmhtlliylqtalqgdqcpvvaglllqldllveprkmsiyreeamdtlisclrnsdfpaaqia
aaetivslqgrfsssgksltrasllkragldksyrtimqvdqlsnssgeseenleeeqaadewerkmaftvlvshefgllfealaeglrsrnq
elfsscfmsatwlihmltvlpdtgirgaarvcllkhfismfksakgteekalsmlalssfihdpeglndltshmkdilkglrqlkkscilav
dmlkvfsegnnssidlwnhkelvqvdcsangevlsivcfrdkifsghsdgtikvwtgrgsilhlihetrehtkavtslailesgerlysgsl
drtariwsigseaiycvqxhdmkdqvnnlvvansiacfipqgagvkvhswngrskllnpnknvkcltlvhgklycgchdnsiqgeidl
atgtlssigsgtrkligksnpvhalgvhdgmiysssfsldgaavkiwsatnysmvgslastmevrtlavsseliylgsksgtveiwcrkkl
irvetlgtgtngkvqecmavdgdeevlvvgtsdgrigawels*

>SILIN2
mtesilrhtsvflseilahsevrhgnaastsnysslklaaenilvsleysentfssfllslvytllhkpvdaalsllhvfytdpfiarveiaplvfe
qlflihfipilhwynhqrstimpllseptkslstmsreqasqlkdleneyeeildenckvfatyfndvllaksqdkfidpptvipiwtdsve
rdksvmkInrsskefskflsfypqrvslkalrsqrssikskpsnfdlehescssddsnnlcsneskaenedmnkrmslintrhtqylnek
gpifgesschpdtlmessgkntppkdfvepitthvleepvtlesgqtyerkaigewlergnvtcpitrgklhrtqlpktnyvlkrliaswq
ekdqgnsaplhrcepengpvkkpaprtslrglgsldgtisklcraitnlctseilresemavlqieqfwregqmvdigtmlskppvvngfv
eilsnsvdpdvlmaaifllselgsrdnsviqtltrvdtdvecivalfgkglleavvliyllmpfienlaemellhsllkvlisreedlvsmfm
kpksasvlllghalkniederaskivkritsakvieailcsleaelfeerlsavvillremqqdgrerniiadkaelthllesfiesndadrfeiir
flsemvkInrratnekvlhiiknegtyssmhslliylgtalpdqcpvvaglllgldllaeprkmsiyreeavdvlimclknsdypdsqiaa
adtllvlggrfscsgnplireilvkcagldrtdsnaagndtgylsssqeaveeelaaedwerkmafslvsyefglifealadglksksehlfs
acflsatwlvymltilpdtgirgaarvsllkqfvsifkssrdtenkalcllalrsfisepeglhdltihvkdilkglrelkksstlavevinlfsee
ressadmcthkeialedcsingevssivevrnkvfsshtdgtikvwtvkakslhligeirdhlkavtslvvlgsgeklysgsldrtvrvwsi
qdegieceevhemkdhvnnllvsnslscfipqgagikvhswngatkllnggkyakcltlvkgklycgcvdnsiqdidlptgtinsigsg
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srkllgksspiyaiqvhdgqlfsaatsldgavvkiwntssysmvgslgstidvrtmavsseliylggkggiveawckkkhnrvdtlqgtgi
ngkvvsmaldtneetlvigtsdgriqvwrls*

>AcvLINh
mtpagslesddavineliavvgkytldalldteqrrghkelcaerlaagdnvevqyaeqavlanldwgmdaleeaimtsneetkkarle
haekmlqvsallntrhttagvpnsylsawahlnlafvsklrdddckaaahilemflvepfyarvdfapslweklflshltsilgwyseqrh
qiiasilpdgtdyswskdelsynvaeyknflsilgpeqalklqqleqvyqdsldentrlyaryykewvnldprvspkrnmplmpiaep
pmtptrelshlprafkfgpqpptsagfshshsgfstvyntsdngvtlqgrpdaycgmtgthnpmwdvdeesqiseggarvitygmel
pqvvrhspftdgspgehlslgsseesslsargqsdgrgighgspiesqisekdsrktssrihaeshhktrssnalstlfqdqdtvvvsssrss
piiggrswspdsrlktvenlslttialgshamakgkkktvkleaggesdgndervigkeaiqdegqqktrtkrrsksrslagsppdfgtng
hghtlsqltlpdistpatrppkdfvcpitsqifndpvtletgqtyerkaigewldrgnttepitrqtlgslslpktnyvlkrviaswkeqhpdl
aleygssenspcvprtqqnyllltggpydqsvleasgspngsfspssitsstksrqsqrtnghgsarnsstrteisqsaqetlidelkpavvei
cssdelgeceaavtkiarvwreskgaqavqvhlvqaemlkslmevlsisnnaevleaaiyilseliqrdesvarlvavedpsyefvigll
krkipssavllyqlepllsgsvgsdllpllmdvlhkcehesvrcknqygmflgpkeaasimidkmltxaehssksalahgiismdglsp
lvdsleaasmkerisavsillccmgadgksrsyiahsaqltpvlellhcdnergrhvtilfltelvrilsrsinngllgvikdegslstmhvllvr
lgkapseqrpfiagfliqldllikpkkgsmyreeaiealiealcnkdmlssqvaaaetlvclgsrfsssgrsllelsllksagleqglkavlke
egslgkpavpdgilgenrveeekacmewerrvagalvnfenglifeglykgmksqpvalskpcniastwlvhmlpllpdtgvqdka
ckilmpeyirilklskvteekalavlalhsfvddsglgelvqrandisgplrqlrssskmastilkklissplvnvpelwaheeiappidag
vngevrclaqiagrlfsghsdgsmkvwdcrkknliligdlkehgksvtelfvahtgdklysgsldktvkvwligldevqllkthetkepv
qclvangtmlylgapgssgvrvilgseagmktllpnkhvgsmtmedgrllcgetdnsiqeldvskgtvailqqgvrtlligkkaiyalqvy
ddklyssgscvegvcakvwrlkdkslegqfttnldvramvvddefvylgsnagvievwlrrrlvkvagmnigckvmailahenvly
cgcedgkirrwtag*
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