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I. ALIN gén szerepének vizsgalata Medicago truncatulaban

Az EMS mutagenezis eredményeként izolalt lin mutans Medicago truncatula
A17 novény gyokerén vad tipusti szimbionta baktérium jelenlétében nem alakul ki
szimbidzis, csak a kezdeti novényi valaszreakciok indukalodnak: a belsd kéregsejtek
osztodasa kovetkeztében a giiméprimordium kialakul, de nem képes tovabb fejlddni;
ekozben a gyokérszorokben az infekcios fonal kifejlédik, melyekbe a baktériumok
bejutnak, azonban a folyamat leall az epidermiszben, a gyokér belso rétegeibe mar nem
tudnak bekeriilni. A lin mutans igy nitrogénkotésre képtelen, un. Fix™ névény, és
fenotipusa alapjan feltételezhetd, hogy a mutacidért felelds génnek fontos szerepe van a
baktérium invazidban és a gyokérglimd fejlodésében.

Térképezésen alapuld klonozas segitségével sikeriilt azonositanunk a lin mutaciot
hordozd gént, ezutan célunk a mar azonositott gén, illetve az altala kodolt fehérje
tovabbi vizsgalata volt.

Ezen vizsgalatokat szamos, kiilonb6z6 klon eldallitasaval kellett kezdeniink,
mely munka megkonnyitése érdekében a Gateway klonozasi rendszert (Invitrogen)
hasznaltuk. Els6 1épésként a teljes LIN cDNS-t amplifikaltuk, a kész PCR terméket
pPCRBGW-TOPO entry vektorba klonoztuk, majd szekvenalassal bizonyosodtunk meg a
rekombinaltattuk 4t a cDNS-t a kiilonb6zo kisérletekhez adekvat fehérje-expressziods,

novényi transzformacios, vagy éleszt6 két-hibrid rendszerhez alkalmas célvektorokba.

POZITIV FUNKCIONALIS KOMPLEMENTACIO

Végs6 bizonyitékként arra nézve, hogy a lin fenotipust az altalunk azonositott

génben bekovetkezett mutacié okozza, funkcionalis komplementaciot végeztiink. Ehhez



el0szor egy ndvényi transzformaciora alkalmas vektorba, a pK7WG2D vektorba
épitettiik at a teljes LIN cDNS-t, mely konstrukciéban egy CaMV-35S promoter
biztositja a gén altalanos kifejez6édését. A hasznalt vektor egy GFP fehérjét kodold gént
is hordoz, mely megengedi a transzformalt és nem transzformalt novényi részek
megkiilonboztetését fluoreszcens mikroszkoppal. Mivel gyokéren megfigyelhetd
fenotipust vizsgaltunk, az Agrobacterium rhizogenes altal kozvetitett Gn. ,.hairy-root”
transzformacioés rendszert hasznaltuk. A lin mutans M. truncatula novényen a
pK7WG2D::LINcDNS  konstrukciét hordoz6 A. rhizogenes baktériumokkal
transzformdns gyokereket indukaltunk, majd ezeket inokulaltuk a szimbionta partner
Shinorhizobium meliloti 1021-hemA::lacZ baktériummal, igy nem csak a ndvényi
valtozasokat, hanem a baktérium jelenlétét is ellendrizni tudtuk [-galaktozidaz
aktivitasra torténo festéssel. A kisérletet haromszor ismételtiik meg, €s kisérletenként 40
novényt vizsgaltunk meg. Baktériumokat tartalmazo, vad tipusu giimoket figyelhettiink
meg a GFP pozitiv, azaz a vad tipusi LIN cDNS-t hordozé gyokereken, mig csak
kezdddo primordiumokat lattunk a GFP-re negativ, azaz nem transzformalt gyokereken.
fgy bebizonyosodott, hogy valoban az altalunk izolalt génben bekdvetkezett mutacid
okozta a lin mutans fenotipust, hiszen a CaMV-35S promoter altal kifejeztetett génrol

atirodo fehérje komplementalta a mutans fenotipust.

PROMOTER AKTIVITAS VIZSGALAT

A LIN gén kifejez6désének vizsgalatahoz a kodolo régiotol 5° irdnyban talalhato
1,2 kb DNS szakaszt klonoztuk és GUS riporter génhez fuzionaltattuk, majd ezt a pLIN-
GUS konstrukciot A. rhizogenes transzformacioval juttattuk be vad tipusa M. truncatula
novényekbe. Ezutan kovettikk a GUS aktivitast a fertézetlen, valamint S. meliloti 1021
baktériummal fert6zott transzformans gyokerekben. A fertézetlen gydkereken nem volt
GUS aktivitas, illetve egy nagyon gyenge jel volt lathato a gyokerek apikalis részén. A
fertdzott gyokereken harom nappal a baktériumfert6zés utan erés GUS aktivitas volt
megfigyelhetd az osztodd kortikalis sejtekben, melyekbdl késébb a gliméprimordium
fejlodik ki. Hat nappal a fert6zés utan a kifejlodott fiatal glimdk is erds aktivitast
mutattak. Erett, 21 napos giimékben a prométer aktivitasa elsdsorban az infekcids
zonara korlatozodott, joval kisebb, gyenge aktivitas volt csak jellemz6 a gimd

nitrogénk6td zondjara.



FEHERJE FUNKCIONALIS VIZSGALATA

A DNS szekvenciabol kovetkezé amindsav Szekvencia analizise alapjan a
fehérje legjobb homologiat mutatdé doménje egy un. U-box domén, melyet egy
gyengébb hasonlosagi foku Armadillo-repeat motivum kovet, a C terminalison pedig
harom, fehérje-fehérje kolcsonhatasokban résztvevd WD40 domén van. Az N
terminalison talalhato kb. 400 amindsavbol allo szakasz egy eddig azonositatlan, egyedi

domént hordoz (1. abra).

1. abra A Medicago LIN fehérje doménszerkezete és az ubiquitinacids tesztben
hasznalt szarmazékok bemutatasa.
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Az U-box domén az ubiquitinacié folyamataban kulcsfontossagu E3 ubiquitin-
ligaz aktivitasi enzimekben talalhatdé meg, tehat a LIN fehérje homolodgia alapjan
szabalyozasa lehet. A mar megszekvenalt genomok elemzése alapjan ismert, hogy a
novényekben szamos U-box domént hordozo potencialis E3 ubiquitin-ligazt kodolo gén
van. A LIN fehérje doménszerkezete egyedinek mondhato, €s mutans fenotipusa alapjan
feltételezhetden egy, a szimbidzisra specializalddott funkcidval bird ubiquitin ligaz - bar
homoloégjai néhany nem-pillang6s ndvényben megtalalhatok (nyar-Populus trichocarpa,
sz616-Vitis vinifera, rizs-Oriza sativa).

A LIN fehérje feltételezett E3 ubiquitin ligdz funkcidjanak egyik lehetséges
bizonyitéka az un. in vitro ubiquitinacios teszt. Ebben a tesztben, amennyiben ubiquitin
molekulak, E1 ubiquitin-aktivalé enzim, és megfelelé E2 ubiquitin-konjugalé enzim
mellett funkcionalé E3 ubiquitin-ligdz enzimet 1is adunk az optimalizalt
reakcidelegyhez, ott végbemegy az ubiquitinacios reakcio az E3 ubiquitin-ligaz

természetes szubsztratja hidnyaban is, a reakcioelegyhez adott E. coli fehérjéken. Mivel



az E. coli maga nem rendelkezik ubiquitinacidés apparatussal, ebben a Kkisérleti
rendszerben biztositva van, hogy a fehérjék kimutathaté ubiquitinicidja az altalunk a
rendszerhez adott enzimek altal valosul meg. Az ubiquitinacids reakcid detektalasat a
reakcidelegy SDS-PAGE futtatdsa, majd blottolasa utdni, ubiquitin ellenanyaggal
elvégzett Western-blot kisérletben ellenériztiik (2. abra). A teszthez Saccharomyces
cerevisiae tisztitott E1 ubiquitin-aktivalé enzimet (Sigma), valamint az Arabidopsis
thaliana UBC7 ill. UBC8 E2 ubiquitin-konjugalé enzimeit hasznaltunk (az UBCY7,
UBC8 expresszios klonokat Daphne Goring —University of Toronto- bocsatotta
rendelkezésiinkre). Az utobbi két enzimet, valamint a LIN fehérjét expresszaltattuk E.
coliban, majd a termel6 baktérium lizatumat hasznaltuk a reakcidhoz, biztositva ezzel
az ubiquitinacidhoz nemcsak a reakciot végzé enzimeket, hanem a sziikséges szubsztrat
fehérjéket is. Mivel a teljes hosszusaghi LIN fehérjét (166 kDa) szamos expressziods
rendszert és novesztési-indukalasi koriilményt kiprobalva sem sikeriilt E. coli-ban
kifejeztetni, a reakcidhoz két ,vagott” szarmazékat hasznaltuk (1. abra). Az egyik
szarmazék a fehérje N-terminalis végét6l az U-box domén végéig (N-U; 74 kDa), a
masik szarmazék az U-box domén elejétdl a fehérje C-terminalis végéig tart (U-C; 109
kDa), tehat az E2/ubiquitin komplex kotéséért felelés U-box domén mindkettdben jelen
volt.
2. abra. In vitro ubiquitinacios teszt Western-blot analizise.
A: E1 ubiquitin-aktivalé enzimet nem tartalmazo, negativ kontroll reakcidelegyek

B: az ubiquitinacidhoz sziikséges mindharom enzimet tartalmazé reakcidelegyek,

melyekben a jelet a ubiquitinalt fehérjék adjak
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Kisérleteinkben az E2 enzimként az UBCS8-at hasznalva, mindkét LIN
szarmazékkal sikerlilt kimutatnunk ubiquitinacios aktivitast (2. abra), igy sikeriilt
igazolnunk, hogy a LIN fehérje egy funkcioképes E3 ubiquitin-ligdz. Azt tapasztaltuk,
hogy az U-C fehérje szakasz valamivel kevésbé volt aktiv, mint az N-U
fehérjeszegmens. A jovoben hasonlo kisérletekben szeretnénk kimutatni, hogy a LIN
fehérje mely része sziikséges és elégséges funkcioja betoltéséhez, valamint ebben a
rendszerben szeretnénk tesztelni az idékozben feltételezett LIN partnerként azonositott
fehérjék esetleges szubsztrat szerepét. Ez a rendszer arra is alkalmas, hogy azonositsuk
azokat a M. truncatula E2 ubiquitin-konjugalé enzimeket, amelyek a LIN esetleges

enzim parjai lehetnek az ubiquitinacié soran.

FEHERJE LOKALIZACIO MEGALLAPITASA

A LIN fehérje novényi sejten beliili elhelyezkedésének kimutatasara GFP-t
fazionaltattunk a fehérje C- (pMDC201 vektorban), ill. N terminalis (pMDC43
vektorban) végére is. A GFP::LIN fuziés konstrukcioval transzformalt ,hairy-root”
gyokerekben fertézetlen allapotban, ill. a S. melilotival torténé fert6zés utan kovettiik a
fluoreszcens jelet konfokalis mikroszkop segitségével. Negativ kontrollként, a hattér
fluoreszcencia meghatarozasahoz a csak GFP-t hordozé plazmiddal transzformalt
gyOkereket hasznaltuk, ahol a varakozasnak megfeleléen a GFP jel a sejtek
citoplazmajaban és a sejtmagban egyenletesen oszlott meg. A GFP::LIN fuziés fehérje
viszont a sejtmag membranjaban, illetve az endoplazmatikus retikulumban
lokalizalodott. Ennek megerdsitésére kontrollként mar ismerten az endoplazmatikus
retikulumban (pMON999 35S: ER-CFP) illetve a sejtmagban lokalizalodo (pMON999
35S: CFP-NLS) fehérje-expresszios konstrukciokkal is eldallitottunk transzformans
Medicago gyokereket, melyek lokalizacios mintazata megegyezett a LIN fehérjével. A
kontroll konstrukciokat prof. Theodorus W. J. Gadella (University of Amsterdam)
bocsatotta rendelkezésiinkre. A LIN fehérje lokalizacioja jol egybevag feltételezett
fukcidjaval, hiszen az ubiquitinalt fehérjék lebontdsa a 26S proteoszémaban torténik,
mely elsésorban az endoplazmatikus retikulum felszinéhez, a plazmamembranhoz és

egy¢b citoszkeletalis elemekhez kotddik nagy mennyiségben.



ELESZTO KET-HIBRID KiSERLETEK

A LIN fehérje valosziniisitheté funkcidja homologiaja, valamint az in vitro
ubiquitinacids tesztben kapott eredményeink alapjan kiillonboz6 folyamatoknak a
fehérjével is kapcsolatot létesit. Partnerei egyrészt eddig még azonositatlan E2
ubiquitin-konjugalé enzimek, valamint olyan fehérjék, melyek lebontasaban vesz részt,
¢s amelyek igy szubsztratjai az ubiquitinacios reakcionak. A lehetséges interaktorokat
¢lesztd két-hibrid rendszer segitségével kerestiik. Ehhez a pBD-GAL4 és pAD-GAL4
(Stratagene) vektorokat tigy modositottuk, hogy kompatibilisek legyenek a Gateway
klonozo6 rendszerrel, majd az igy 1étrehozott pBD-Gal4-GW(C1) és pAD-Gal4GW(C1)
vektorokba épitettilk be a teljes LIN cDNS-t. A lehetséges kolcsonhatd fehérjék
megtalalasahoz S. meliloti 1021 baktérium torzzsel tortént fertézés utan leszedett, 2-4
napos fiatal M. truncatula Al7 gyokérgimé kezdeményeket és gyodkérdarabokat
tartalmazd novényi mintabol készitett, a Stratagene pAD-Gal4 vetoraba klonozott CDNS
konyvtarat hasznaltunk, melyet Dr. Gyorgyei Janos (MTA SZBK Novénybiologiai Int.)
bocsatott rendelkezésiinkre. A transzformacios kisérletek beéllitdsa utan elvégeztiik a
cDNS konyvtar tesztelését PJ69-4A élesztd torzsben, a jeldlteket SD-ALT taptalajon
szelektalva. A teljes ¢cDNS konyvtarat leteszteltiik, melynek eredményeként csak 30
lehetséges interaktor jeloltet kaptunk. A tovabbi vizsgalatok (mindkét iranyban
elvégzett par-teszt) soran eddig egyikkel sem kaptunk pozitiv reakciot, azonban ennek
még lehetnek technikai okai. Western kisérletekkel ellendriztiik a teljes LIN fehérje
kifejezOdését élesztében, és az alacsonynak bizonyult, ill. egyedi koloniabol indulva
akar kimutathatatlan is volt. Ezért ismételt teszteket végeztiink, mellyel tobb uton
probaltuk az esetleges jeldltek szamanak novelését elérni. Enyhitett szelekcio mellett,
mellett ismételtiik meg a tesztelést, valamint eldallitottunk olyan ,,bait” konstrukciokat,
amelyekben a teljes fehérje helyett delécios szarmazékait hasznaltuk a cDNS-konyvtar
tesztelésére. E konstrukciok hasznalataval eddig harom pozitiv jeldltet talaltunk,
melyeket fehérje expresszios vektorokba klonoztuk. A termeltetett fehérjéket in vitro
ubiquitinacios tesztben fogjuk megvizsgalni annak eldontésére, hogy lehetnek-e a LIN

fehérje természetes szubsztratjai. E kisérletek folyamatban vannak.



11. A mikorrhizas szimbiozis vizsgalati rendszerének beallitasa, alkalmazasa

Vizsgalatainkhoz Glomus intraradices (DAOM 197198) torzset hasznaltunk,
melyet in vitro rendszerben, sargarépa (Daucus carotta DC2-es vonal) transzformalt,
un. ,,hairy-root” gyokerén tartottunk fenn folyamatos frissités mellett, igy mindig volt a
kiséreltekhez megfelelé mennyiségli és érettségli gombaspoérank. A kutatd csoportunk
birtokaban 1év6, Gijonnan izolalt M. truncatula Tntl inszerciés mutansok, valamint a lin
mutans M. truncatula névény mikkorhizacios fenotipusanak megallapitasa folyamatban
volt, de egy sajnélatos termosztat meghibdsodés miatt a gombatenyészetiink kiveszett.
Igy atmenetileg a kisérleteket leallitottuk, és kiilsé forrasbol (Glomeromycota In vitro
Collection (GINCO), Belgium) probalunk 1j inokulumot vasarolni, majd a

laboratériumunkban a tenyésztést €s a kisérleteket Gjra beinditani.

A LIN gén izolalasat, a LIN fehérje leirdsat, valamint a fentebb bemutatott
komplementacids és hisztokémiai vizsgdlatokat tudoméanyos publikicioban kozoltiik
(E.Kiss, B. Olah, P. Kal6, M. Morales, A. B. Heckmann, A. Borbola, A. Ldzsa, K.
Kontér, P. Middleton, J. A. Downie, G. E. D. Oldroyd and G. Endre: LIN, a novel type
of U-box/WD40 protein, controls early infection by Rhizobia in legumes. Plant
Physiology 151: 1239-1249, 2009 IF: 6,11).

Ezen kiviill munkankat nemzetk6zi konferencian is bemutattuk poszter
formajaban (The 16™ International Congress on Nitrogen Fixation, Montana, Big Sky,
2009. janius), valamint eldadasban (The 15" International Congress on Nitrogen
Fixation, Cape Town, 2007), mely anyag konyvfejezetként is megjelent egy (Endre G,
Kiss E, Borbola A, Tiricz H, Lozsa A, Olah B, Kuppusamy K, Sharopova N,
VandenBosch KA: The Medicago truncatula lin mutant: caught by map-based cloning
characterised by transcriptomics CURRENT PLANT SCIENCE AND
BIOTECHNOLOGY IN AGRICULTURE SUSTAINABLE AGRICULTURE,
SPRINGER,2008. pp. 225-226. ).

A palyazat sordn elvégzett, illetve elkezdett de még be nem fejezett publikalatlan

eredményekrdl a kézirat készitése folyamatban van.



