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Bevezetés

A talaj novények szdmadara felvehetd tdpanyagtartalma szamos termdéhelyen korlatozéd
tényez6 a novényi fejlédés, produktivitds tekintetében. A korlatozas leggyakoribb oka az
elérhetd foszfor (P) illetve nitrogén (N) mennyisége. Erre a kényszerre adott evolicios 1éptékii
valasz lehet a talajlaké mikroorganizmusokkal 1étrehozott szimbiotikus asszocidcid, mely fontos
makroelemeket juttat a novénynek a fotoszintézis cukortermékeiért cserébe. Egy Osi egyiittélési
forma a talajlakd6 gombdakkal kialakitott arbuszkularis mikorrhiza szimbidzis. Ennek révén
elsésorban foszfatvegyiiletekhez jut a novény. Kialakuldsat mintegy 460 millié évvel ezelbttre,
az elsd szarazfoldi novények megjelenésével kozel egy idOre dataljak, és azota is jelen van a
szarazfoldi novényfajok talnyomo6 tobbségében. A mikorrhiza szimbiozis kialakitasanak
képessége feltételezhetben mar jelen volt a szarazfoldi névények kozos dsében is, vagyis azok a
fajok, melyek ma nem Iléphetnek szimbidzisra mikorrhiza gombakkal, ezen képességiiket
elveszitették az evoluciojuk folyaman. Emellett egy masik, joval késobb 1étrejott szimbiotikus
egylttélési forma i1s megjelent novények ¢és nitrogénkotd talajbaktériumok kozott. A
nitrogénkotd szimbidzis képessége vélhetden tobbszor is kialakult a szarazfoldi ndvények
torzsfejlodése soran (eldszor mintegy 65 millio évvel ezel6tt), am minden esetben rokon
novényfajok egy szlik csoportjan: a Fabales, Fagales, Cucurbitales és Rosales kétszikii
(Dicotidae) kladokon beliil. A nitrogénkotd szimbidzis kialakitasara képes novények legnagyobb
aranyban a pillangésviragtiak (Leguminosae vagy Fabaceae, Fabales), csoport fajai kozott
fordulnak eld. A nitrogénkotd endoszimbidzis kialakitasa folyaman egy 1) ndovényi szerv
képzdédik, a gyokérgimdé. A szimbionta baktériumok ebben végzik a Iégkdri dinitrogén
ammoniava torténd redukciojat, mely a ndvény szamara is hasznosithatd szerves molekuldkba
épiil be.

A nitrogénkotd szimbiozis kialakuldsa €és miikodése soran lejatszodd folyamatokat
iranyitdé novényi gének koziil mar szdmos gént, illetve génterméket leirtak. Ezeket elsdsorban két
pillangosvirdgl, nitrogénkotd modell ndvény: a lucerna egy kozeli, mediterran elterjedésii
rokona, a Medicago truncatula (Mt) és a szarvaskerep egy kozeli rokona, Lotus japonicus (Lj)
vizsgalataval azonositottak. Foként a szimbiotikus kapcsolat kialakulasanak kezdeti 1épéseiben
szerepet jatszo géneket ismerjiik mar. Tudjuk, hogy a bakterialis jelmolekulak érzeékeléséhez és a
szimbiotikus jelatviteli utvonal aktivizadlasdhoz LysM tipust receptor kinazok (MtLYKS3,
MtNFP, LjNFR1, LjNFRS) és egy LRR ismétlodéseket is tartalmazo receptor kindz (Medicago
sativa NORK/MtDMI2/LjJSYMRK) miikodése sziikséges, mely a gyokérszOr sejtmagjanak



kornyezetében kalciumszint ingadozas kivaltasahoz vezet. Ez a jellegzetes periodikus
kalciumszint oszcillacidé nuklearis porus komplex elemek (LjNUP133, LjNUP8S) és egy
feltételezett kation csatorna (MtDMI1/LJCASTOR és LjJPOLLUX) kozremitkodésével jon létre,
s szignalként szolgal a tovabbi folyamatokhoz. Ennek dekodolasat egy sejtmagi kalcium-
kalmodulin fiiggd protein kindz (MtDMI3/LjCCaMK) végzi egy kdlcsonhatd partnerrel egyiitt
(MtIPD3/LjCYCLOPS), ¢és  kiilonb6z8  transzkripcios  faktorok — (MtNSP1/LjNSP1,
MtNSP2/LjNSP2, MtERN, MtNIN/LjNIN) fel¢ tovabbitja a jelet. Az LiNAP1/MtRIT és LjPIR1
gének a szimbionta baktérium intracellularis infekcidjat eldsegitdé ndvényi struktira, az un.
infekcios fonal kialakitdsa ¢s haladasa folyaman bekdvetkezd aktin-sejtvaz atrendezésben
vesznek részt. Az MtLIN/LjCERBERUS gének E3 ubikvitin ligdzt kodolnak, mely
nélkiilozhetetlen az infekcids fonal tovabbhaladdsahoz a gyokérszorokbdl a lejjebb elhelyezkedd
sejtrétegek felé, emellett sziikséges a giimd primordium tovabbi fejlddéséhez is. E szimbiotikus
jelatviteli halozat kapcsolatot létesit a novény citokinin szignalizacids utvonaldval is, egy a
szimbiotikus nitrogénkotéshez nélkiilozhetetlen citokinin receptor (MtCRE1/LjLHK1) révén. A
novény a szimbidzis kialakitdsanak €s fenntartasdnak teljes ideje alatt szigortian, de dinamikusan
képes szabalyozni a képzddd giimOk szamat, mely folyamatban tovabbi LRR-receptor kinazok
vesznek részt (LJHAR1/MtSUNN és LjKLV).

A mikorrhiza szimbiozis kialakitasahoz sziikséges novényi génekkel kapcsolatos
ismereteink javarészt a nitrogénkotd szimbidzis genetikai vizsgalatanak koszonhetdek. A
nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsanak képességét elveszitett mutans novények mikorrhizacios
hajlandosagat vizsgalva fény deriilt arra, hogy néhdny mutdns mikorrhiza egyiittélésre sem
képes, tehat a benniik mutacidt szenvedett gének mindkét szimbiozis kialakitasahoz
nélkiilozhetetlenek. Ezeket nevezziik a kozds szimbiotikus utvonal génjeinek, melynek
azonositott tagjai:  MsNORK/MtDMI2/LjSYMRK, MtDMI1/LjCASTOR ¢és LjPOLLUX,
LiNUPI133, LjNUPS85, MtDMI3/LjCCaMK ¢és MtPD3/LiCYCLOPS. A jelenleg elfogadott
tudomanyos nézet szerint feltételezhetd, hogy az 6sibb mikorrhiza rendszer mar meglévo
molekuldris apparatusanak bizonyos elemeit felhaszndlva fejlédott a  nitrogénkotd
endoszimbidzis.

Az eddigi vizsgalatok tobb E3 ubikvitin ligdzrol bizonyitottak, hogy fontos szerepe van a
nitrogénkotd szimbidzis kiilonbozd szakaszaiban. Egyikiikk a Medicago truncatula modell
ndvényben azonositott LIN, illetve Lotus japonicus ortologja, a CERBERUS. A fehérj¢k egy E2
kolcsonhatdo U-box domént, egy Armadillo domént és WD40 ismétlodéseket tartalmaznak,

melyek fehérje-fehérje kolcsonhatasokban vehetnek részt. Ezen tal N-terminalisukon egy



kiterjedt, jol konzervalt, csak rajuk és ortoldgjaikra jellemzd, csupan novényi szekvencidkban
el6fordulo, an. LIN domént hordoznak. A nitrogénk6td szimbidzis kialakitasa a lin és cerberus
mutans gyokereken is koran ledll. A giimé fejlodni 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)
formajarol bebizonyitottdk, hogy spontan giimdzést indukal szimbionta baktérium hidnyéaban is a
vad tipusi ndvényeken. Amikor ezen autoaktiv kdlcium-kalmodulin fliggd protein kindz
kopidval transzformaltdk a lin és cerberus mutédns novényeket, azok is képesek voltak spontan
glimOk létrehozésara, ami arra utal, hogy LIN/CERBERUS a szimbiotikus infekcidhoz
nélkiilozhetetlen, mig a giimOképzddéshez dnmagdban nem az. Bar a lin és cerberus mutansok
megtartjadk mikorrhizacios képességiiket, a kozelmultban a L. japonicus cerberus muténs
novények gyodkerén csokkent mikorrhiza kolonizaciot mutattak ki, ami a CERBERUS
mikorrhizacidban betdltott esetleges szerepére utalhat.

Jelen tanulmany két nagy, egymadst kiegészitd egységre bonthatd. Publikus adatbazisok
felhasznalasaval szdmos novényfajbol gyljtottik O6ssze a szimbiotikus gének homologjait,
melyeken informatikai eszkdzokkel 6sszehasonlitdsokat végeztiink, azt vizsgalva, hogy milyen
moddosulasokon mentek keresztiil az egyes géntermékek, mig a nitrogénkotd szimbidzis
miikodoképes részévé valtak. Emellett egy E3 ubikvitin ligdz aktivitassal bir6 szimbiotikus
fehérje, a M. truncatula LIN, és rokonai részletes evolucios elemzésével, valamint funkcionalis
vizsgalataval kerestiik a valaszt arra, hogy miként valhat egy géntermék a szimbidzis

kialakitasanak nélkiilozhetetlen szerepldjéve.



Célkituzeések

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 ) noveényi gének felkutatdsan
¢s funkcionalis jellemzésén tul, a genomszekvenalasi projektek eldretorésének kdszonhetden,
munkank mdara 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 szervez6dott. 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 jatszo 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 konzervaltsaiganak meghatarozasa, és az
evolucidjuk leirdsa. Azon gének meghatarozdsa, melyek valtozasa kulcsfontossagi volt a

nitrogénkotd szimbidzisban betoltott szerepiik ellatasahoz.

II. Egy, a csoportunk altal leirt, a nitrogénkotd szimbidzis kialakitdsaban nélkiilozhetetlen
szerepet betoltdé gén a LIN, ami egy E3 ubikvitin ligazt kddol. Szekvencia adatbazisokban LIN
homolog szekvenciak 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 vizsgélata.



Alkalmazott modszerek

1. Bioinformatikai modszerek

e Adatgyfijtés publikus szekvencia adatbazisokbol, a toredék szekvencidk Osszerendezése,
konszenzus megallapitasa

e Kodolo szekvencidk predikcioja (FGENESH+)

e Szekvencidk mindségellendrzése (Vector NTI, AlignX), manualis javitasa

e Tobbszords szekvencia illesztések, filogenetikai fa szamolasa (MEGA, ClustallW)

e Szinténia analizis (SYMAP)

2. Laboratoriumi moédszerek

e NoOvényi genomi DNS €s RNS tisztitds, cDNS szintézis

e Polimeraz lancreakciok (PCR)

e Molekularis klonozas: konstrukciok készitése promoéter analizis, fehérje lokalizacids és
mutans menekitési kisérletekhez

e Agrobacterium rhizogenes kdzvetitett M. truncatula ,hairy root” gyokértranszformaciok

e Agrobacterium  tumefaciens  koOzvetitett  Nicotiana  benthamiana  tranziens
levéltranszformacidk

e Fluoreszcens konfokalis 1ézer pasztazo- €s fénymikroszkopia.

e Hisztokémiai festések (X-Gal, GUS)

e Kvantitativ valos idejit PCR (qRT-PCR)



Eredmények és kovetkeztetések

Az elmult évtized kutatdmunkdjadnak kdszonhetden mara szamos, a nitrogénkoté szimbidzis
kialakitasaban kulcsszerepet jatszo ndvényi gént ismeriink. Vizsgélatunkhoz 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 kozOs szimbiotikus utvonalba tartozd gének is. Kivalasztottunk tovabba 12, a nitrogénkotd
szimbiozisban ismert szereppel nem rendelkezd szekvenciat, melyeket kontrollokként
alkalmaztunk.

e A kivélasztott M. truncatula szimbiotikus ¢és kontroll gének fehérjetermékeinek
szekvencidjaval adatbaziskereséseket végeztiink a zarvatermdék rendszertani fajanak
kiilonb6zd  csoportjaibél  valasztott tiz ndvény szekvenciai  kozott, melyek
genomszekvendlasa mar befejezett, vagy kozel befejezett fazisban tartott. A fajok kozott
nitrogénkotd szimbidzisra képes, €s arra képtelen kétsziki, illetve egyszikii névények
szerepeltek. A vizsgalt fajok mindegyike képes mikorrhiza szimbidzis kialakitdsara,
egyedill az A. thaliana nem képes egyik szimbidzisra sem. Minden genombdl
kivalasztottunk egy-egy olyan szekvenciat, mely hosszban és aminosav Osszetételben a
referenciaként haszndlt M. truncatula aminosav szekvencidhoz a legnagyobb hasonlosagot
mutatta. Ezeket a tovabbiakban feltételezett ortologokként kezeltiikk. Koziiliik reciprok
BLAST keresésekkel sziirtilk ki a fals ortolog talalatokat. Eredményeink alapjan az A.
thaliana genombol hidnyoznak a LYK3, NFP, DMI3 és IPD3 ortoldg szekvenciak, tovabba
egyik vizsgalt egyszikii genom sem kodolja a LYK3 ortologjat, mig a feltételezett ortolog a
kétszikliekben altalanosan jelen van. Feltételezziik, hogy a pillangdsviraguak nitrogénkoto
szimbidzisban szerepld LYK3 ortolég kopidja csak az egyszikli és kétszikli fejlodési
vonalak elvalasa utan jelent meg a ndovények torzsfejlodése soran. A legtobb ortolog kopia
az altalanos modellnévény, az A. thaliana genomjabol hianyzott, mely sem nitrogénkoto,
sem mikorrhiza szimbidzis kialakitdsdira nem képes. Vélhetéen ez utobbi képességet
torzsfejlodése soran elveszitette. Ezzel 0Osszefliggésben veszithette el szimbiotikus
génjeinek jelentds hanyadat is. Azok az ortologok, melyek még jelen vannak a
genomjaban, feltehetdleg egyéb fontos, nem szimbiotikus funkcidval rendelkeznek, igy
megmaradasuk az 4. thaliana genomban sziikségszert volt.

e Az Osszegylijtott leghasonlobb szekvencidkat eldszor hosszukban hasonlitottuk dssze annak

eldontésére, hogy torténtek-e nagyobb, akar teljes domén(eke)t érintd valtozasok bizonyos



fehérjék fejlodése soran. Jelentdsebb hosszbeli eltérést csupan néhdny szimbiotikus fehérje
homologja esetén tapasztaltunk. A referencia szekvencidhoz képest tobb mint 20%-o0s
eltérést mutatott hdrom A. thaliana paralog és az egyszikii DMI2 ortologok. Szakirodalmi
adatok alapjan tudjuk, hogy a DMI2 ortologok a ndvények evolicidja folyaman ugy
fejlodtek, hogy extracellularis doméneket szereztek. Ezek koziil a hosszabb szekvencidk
képesek menekiteni a megfeleld L. japonicus szimbiotikus mutansok hibas giimdzd és
mikorrhiza fenotipusat, mig a rovidebb egysziki DMI2 ortolog szekvencia csak a
mikorrhiza szimbidzis hibajat tudja komplementalni. Az egyszikiieck NSP2 homologjai, és a
Z. mays ERNI szekvencidja mutatott még 10-15%-0s hosszeltérést az adott referenciahoz
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 ortolog szekvencidkat egyenként, aminosav szinten, paronkénti
illesztésben hasonlitottuk 0ssze a megfelelé M. truncatula referencia fehérjével. Az egyes
illesztési poziciokban kapott megegyezd aminosavak szazalékos aranya az Un. ID érték, ezt
hasznaltuk a géntermékek tovabbi elemzésében. Az egyes géntermékek ID adatait a
vizsgalatba vont fajoknak a referencia M. truncatula-tdl szamitott rendszertani tavolsaga
szerint rendeztiik sorba. Az egyes géntermékek evolucids modosulasait azok ID értékeit
kovetve vizsgaltuk a fajok soran at, és két alkalommal tapasztaltunk jelentésebb valtozast
az adatokban. Az elsd a nitrogénkotd szimbiozisra képes fajok €s az egyéb, erre nem képes
kétszikiiek kozott, a masodik a kétszikll €s egyszikill fajok értékei kozott jelentkezik. Az ID
értékekben tapasztalhato hirtelen csokkenés lehet az adott géntermék ndvényi evolicio
folyaman mutatott altalanosan gyors valtozasa, vagy a géntermékeket formald bizonyos
kiilonbségek okai lehetnek egy adott funkciobol eredd specifikusan hatd evolicios erdk is.
Esetlinkben ez a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasanak képessége, melynek nyomait a
pillangosviragi novények és az egyeb kétszikiiek kozti értékek kozott talalhatjuk. A
kétszikliek ¢€s egyszikliek kozott pedig két olyan csoport nem giimdz6 fajainak értékei
kozott figyelhetjiik meg a valtozast, ahol a nitrogénkotd szimbiozist formald szelekcids
erOk valosziniileg nem hatottak. A mért ID érték valtozas mértéke itt kdozvetleniil utalhat az
adott géntermék evolicidjanak sebességére. A fajcsoportok kozotti ID érték valtozasokra
jellemzé mintazat alapjan az egyes fehérjéket harom csoportba soroltuk. Az A
(szimbiotikus) és az A’ (kontroll) csoportokba olyan géntermékek keriiltek, melyeknél a

glim6z0 €s nem glim0z0 kétszikii fajok kozott, valamint a kétszikli €s egyszikii fajok kozott



is csekély mértékli az ID értekek valtozasa. Az adott géntermék lassan valtozott a
zarvatermd ndvények evolucidja sordn, szekvencidja jol konzervalt. Mivel szekvencidja a
giim6z0 fajokban sem valtozott meg Iényegesen mas kétszikiiekhez viszonyitva,
feltételezhetd, hogy a nitrogénk6td szimbidzisban betoltott miikodéséhez nem volt sziikség
kiterjedt szekvencia valtozasokra. Ez arra utalhat, hogy az A kategoridba sorolt
szimbiotikus fehérjék csoportjdban a nem giim6z6 fajokbdl vett ortologok megfeleld
kifejeztetés mellett nagy eséllyel képesek ellatni a gliim6zé ndvényekben a szimbiotikus
feladatokat. Ezt a szakirodalomban elérhetd transz-komplementacios kisérletek eredményei
megerdsiteni latszanak. A B, illetve B’ csoportba azok a szekvencidk tartoznak, amelyek
jelentés ID érték csokkenést mutattak a glim6z6 és nem giimézd kétszikli fajok kozott,
azonban az értékeik nem valtoztak szamottevéen a kétszikiiek €s egyszikiiek kozott. Ezekre
a géntermékekre feltehetdleg nem jellemzdek a gyors evolucios valtozasok, ugyanakkor
jelentds szekvencia eltérések jelentek meg a giimdz0 fajokban. Ez jelezheti azt, hogy a
bekovetkezett szekvencia valtozdsok - legalabb részben - a fehérjék nitrogénkotd
szimbidzisban végzett miikddéséhez sziikségesek. Ha ez igaz, akkor csak kicsi a
valoszinlisége, hogy ezeknek a fehérjéknek a nem-giim6zé novényekbdl szarmazod
ortologjai képesek lennének szimbiotikus milkodést elvégezni a pillangdsvirdguak
nitrogénkotd szimbidzisa soran. Ezzel Osszhangban van az, hogy a szakirodalomban
elérhetd transz-komplementacidos vizsgalatok tobbségében a B kategoridba sorolt
pillangdsviraghh gének nem giim6zd fajokbol vett ortologjai csak részlegesen, vagy
egyaltalan nem voltak képesek komplementalni a megfeleld, nitrogénkotd szimbidzisban
mutans pillangdsvirdgih novényeket. A C és C’ kategoria génjei, a mindkét vizsgalt
fajcsoport hataron jelentékeny ID érték esést mutatd szekvencidk, feltételezhetéen gyorsan
valtoztak a névényi evolicid folyaméan. Ha emellett megtartottdk az eredeti funkciojukat,
akkor valosziniileg jelentds szekvencia flexibilitds jellemzi Oket. Flexibilitasuk révén
konnyen valtozhattak, és valtozasuk eredményeképp akar Uj miikodéseket is képesek
lehettek elvégezni. Ilyen funkcié lehetett a glimdzd fajokban 1évé kopiak nitrogénkotd
szimbidzisban betoltott szerepe is. Ez alapjan a C kategoria elemeinél két lehetdséget is
figyelembe kell venniink: 1) vagy a B kategéria tagjaithoz hasonlatosan, a szekvencia
evolucidjuk folyaman specializalédtak a nitrogénkotd szimbidzisra, vagy 2) a valtozés
inkdbb a gyors evolucids sebesség kdvetkezmeénye, mely nem eredményezett a szimbiozis
szempontjabol mindségi valtozast a muikodésiikben. A C kategoéria tagjaival végzett

komplementacids tesztek eddig kivétel nélkiil az utobbi eshetdséget erdsitik: a nem



glim6z6 nodvényekbdl vett ortolog szekvenciak transz-komplementéacios tesztekben
pozitivnak bizonyultak. A felallitott evolucios kategoridk megtalalhatdbak mind a
szimbiotikus, mind a kontroll szekvencidk kozott. De mig a kontrollok zome a lassan
valtozo, jol konzervalt szekvencidk kozé volt sorolhatd (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 szimbidzisban végzett milkodeésiiket
megvalosithassék, illetve utalhat akér arra is, hogy a gyors szekvencia evoliciot mutato
géntermékek preferencidlisan verbuvalodtak a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasahoz

szlikséges gének soraba.

A LIN géncsalad tagjaival egy részletesebb filogenetikai elemzést és funkcionalis

vizsgalatokat végeztink. A M. truncatula LIN gén egy, a nitrogénkotd endoszimbidzis

kialakitasaban nélkiilozhetetlen szerepet jatsz6 fehérjét kodol. Amikor a LIN fehérje aminosav

szekvenciajaval szekvencia adatbazisokban kereséseket végeztiink, nem csak a LIN gén

ortologjait kaptuk talalatként, de egy azokhoz igen hasonl6 paralog M. truncatula szekvencia, €s

annak ortologjai is az eredmények kozott szerepeltek. Ennek a paralog géncsaladnak a tagjait

LIN2-nek neveztik el. A LIN ¢és LIN2 fehérjék doménfelépitésiikben igen hasonloak:

tartalmaznak egy U-box ¢és egy Armadillo domént, valamint tobb WD40 domént.

Feltételezhetden E3 ubikvitin ligdzok.

e A széarazfoldi novényeket jol reprezentald szekvenalt genomokbol adatbazis keresésekkel
Osszegyljtottiik az elérhetd LIN és LIN2 szekvencidkat, €és részletesen elemeztiik ezeket. A
vizsgalt kétszikliekben jellemzden egy LIN és egy LIN2 ortologot talaltunk. A szekvencidk
kozott fennalld ortolog/paraldog viszonyt a szekvencia hasonldosagon tul, az elérhetd
szekvencidk felhasznalasaval késziilt Neighbor-Joining filogenetikai fa topologidja, és a
géneket hordozd kromoszoma szakaszok Osszevetésével végzett szinténia vizsgalat is
megerdsiti. Az elérhetd egyszikii genomokban csak egyetlen LIN homoldgot talaltunk,
melyek a filogram €s a szinténia analizis alapjan is LIN2 ortologoknak bizonyultak. A LIN
¢s LIN2 szekvencidt megtalaltuk a zarvatermdék rendszertani fajanak legbazalisabb
kladjaba, a boglarkaviraghak (Ranunculales) ko6zé sorolt koloradoi kék haranglab
(Aquilegia caerulea) genomjaban, illetve az egy- és kétszikli fejlddési vonalak szétvalasa
elott joval koradbban elkiiloniilt harasztok ko&zé sorolhatd csipkeharaszt (Selaginella
moellendorffii) szekvencidk kozott 1s. Ez arra utal, hogy LIN és LIN2 ortolégja mar jelen

volt a magasabbrendii novények (Tracheophyta) kozds Osének genomjaban. Emellett

10



val6szintisiti, hogy vagy bizonyos egyszikli vonalak, vagy akar mar az egyszikiiek k6zos
Ose elveszitette a LIN kopiat. Ennek eldontéséhez tovabbi befejezett egysziki
genomszekvencidk sziikségesek, az egyszikliek kiilonb6zo leszarmazasi vonalaibol.
A LIN gén nitrogénkotd szimbidzis soran végzett miikodésének evolucids vizsgalatdhoz nem
glim0z0 fajok LIN ortologjait hasznaltuk.

e Klonoztuk a M. truncatula LIN fehérje ortologjat a kétszikli sz616 (Vitis vinifera), és a
vénuszhaj pafrany Adiantum capillus-veneris fajokbdl is, melyek a M. truncatula fehérjével
Osszevetve igen konzervalt doménfelépitést mutattak. Megfeleld kifejeztetés mellett
mindkét ortolog kopia képes volt menekiteni a M. truncatula lin mutans ndovények
nitrogénkotd szimbidzis-defektiv fenotipusat. Ennek fényében elmondhatjuk, hogy a
novények evolucidja folyaman a LIN ortolog fehérjék szekvencidjaban bekovetkezo
valtozasok alapvetden nem valtoztattadk meg azt a mikodést, melyet LIN a nitrogénkotod
szimbidzisra képes fajokban végez. Tovabba ez a miikodés a LIN ortolégok evolicioja
folyaman igen koran, mar joval a nitrogénkdtd szimbidzis elsd megjelenése eldtt kialakult.

A LIN2 geénrdl, illetve fehérje termékeérdl kisérletes adat korabban nem allt rendelkezésre, ezért
elvégeztiik annak analizisét.

e Riportergén vizsgalatokban a M. fruncatula LIN2 gén 2156 bp-os promoter szakasza erds
aktivitast mutatott az oldalgyokér kezdeményekben a korai sejtosztodasoktol egészen a
kifejlett allapotig, €s hasonld6 mddon volt nyomon kdvethetd a giimdfejlodés teljes
folyamatan keresztiil. Ez az aktivitas késobb fokozatosan a merisztematikus sejteket
tartalmazo tertliletekre huzodott vissza mind a kifejlett oldalgyokér, mind az érett glimd
esetében. Ezek alapjan LIN? potencidlisan részt vehet a sejtosztodashoz kapcsolodo
feladatok ellatasdban. Emellett a LIN2 promoéter aktivnak mutatkozott a szimbiotikus
infekci6 folyaman is, annak mintegy eldfutaraként az infekcios fonal eldrehaladasanak ttjat
ovezo sejtekben, de annak mindig eldtte jarva kapcsolt be, mig a baktériumok el nem érték
a gimOprimordiumot. Ez a mintdzat nem zarja ki, hogy a LIN2 fehérjének is lehet szerepe
a szimbiontdk infekcidja folyaman (is). A LIN2 promoter miikodése igen hasonlo képet
mutatott a M. truncatula LIN, és L. japonicus ortologja a CERBERUS gének giimdkben
tapasztalt promoteraktivitdsahoz. A LIN2 gén kifejez6désének kvantitative RT-PCR-rel
torténd vizsgalata nagyon alacsony mRNS szintet mutatott gyokérben, mely igy mutatott
szignifikans emelkedést a szimbionta inokulacié utan, hogy még igy is feltehetdleg messze
elmarad a LIN gén transzkript szintjétél. A LIN2 gén kifejezddése tehat szigoruan

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

o A M. truncatula inszercidos mutagenezis program adatbazisaban tobb, a LIN2 génben Tntl
retrotranszpozont hordozd vonalat azonositottunk. Ezek kozil kettét részletesen
elemeztiink. A lin2-1 és lin2-2 mutdnsok sem altalanos fejlédési, sem a nitrogénkotd
szimbidzis folyamdn megfigyelhetd rendellenességet nem mutattak, ami arra utal, hogy a
LIN2 gén nem nélkiilozhetetlen a funkcionalis nitrogénkotd endoszimbidzis kialakitasdhoz,
illetve a normalis egyedfejlddéshez. Tekintve, hogy a LIN és LIN2 fehérjék
doménfelépitése és promoter aktivitdsa nagyon hasonlod, elképzelhetd, hogy LIN képes
elvégezni LIN2 feladatat is, igy maszkolja a [/in-2 mutdnsokban a LIN2 géntermék
kiesésének kovetkezményeit. Ez, legalabbis részben, forditott modon is elképzelhetd. A lin
mutans novényekben, melyekben csak a LIN hibas és a LIN2 ép forméaban jelen van a M.
truncatula genomban, a LIN2 nem képes menekiteni a /in mutaciét. Nem kizart azonban,
hogy bizonyos funkciokat a LIN ¢s LIN2 redundansan 14t el. Ezek a funkciok nem vesznek
el a /in mutansokban sem. Vizsgalatukhoz /in /in2 kettds mutansokra van sziikség, melyek
eloallitdsa mar folyamatban van. Ilyen redunddns funkciét tolthet be a paralog par a
mikorrhiza szimbi6zis folyaman. A kozelmultban a LIN ortolog L. japonicus cerberus
mutans gyokerek csokkent mikorrhiza kolonizaciojat mutattak ki. Elképzelhetd, hogy a
cerberus mutans mikorrhizacids fenotipusa a géndozis csokkenésének kovetkezménye, és a
LIN2 gén kiesésével a fenotipus sulyosabbd valna, €s teljesen elveszne a ndvények

mikorrhizacids képessége.

Az altalunk végzett vizsgalatok segithetnek megérteni a nitrogénkotd szimbidzishoz
sziikséges gének fejlodését a ndovények evolicidja folyaméan. A folyamatot, mely altal bizonyos
novény fajok képessé valtak Iétrehozni egy olyan szimbidzist, melyben képesek a fejlodésiikhoz
sziikséges nitrogént a 1égkdrben nagy mennyiségben jelen 1évd elemi nitrogénbdl nyerni, ezaltal

fliggetlenné valhattak a talajban korlatozottan elérhetd szerves nitrogén készlettol.
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