Az eredmények 0sszefoglalasa
Szimbiotikus nitrogénkdtés

A modell rendszeriinknek vélasztott Sinorhizobium meliloti baktérium és a lucerna, Medicago
sativa szimbiotikus kapcsolatanak felderitéséhez vizsgaljuk a génklonozéassal azonositott nork
gén altal kddolt receptor fehérjét. A NORK (NOdule specific Receptor Kinase) receptor kinaz
tipusu fehérje feltehetéen a baktérium altal kibocsatott un. Nod faktor felismerésében és a
gimoképzodés biologiai folyamatanak beinditasaban jatszik szerepet (1. abra.) (Cullimore
2003). A fehérjét a szimbioszoma képzodés soran a plazma membranban és az infekcios fonal
membranban lokalizaltak (2. abra.) (Limpens 2005).
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1. abra. Nod -faktor érzékelés folyamata
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2. abra. NORK lokalizalasa a szimbioszéma képzédés soran

Célunk a NORK fehérjének, mint a lucerna szimbiotikus nitrogénkotés kialakitasaban
kulcsfontossagu szerepet jatszo receptor fehérjének molekularis jellemzése volt, beleértve
biokémiai tulajdonsagainak felderitését, a fehérje azonositasat, lokalizalasat, szerkezetének
igazolasat, valamint a szignal transzdukcio kaszkad 1épéseibél minél tobb elem azonositasat,

amelyek valamilyen forméaban, kapcsolatban allnak a NORK fehérjével.
NORK szerkezete

A 925 aminosavbol allo receptor kindz molekula harom f6 szerkezeti domenbdl all, egy
extracellularis (1-517), egy hidroféb transzmembran (TM) (518-545) és egy intracellularis
(546-925) szerkezeti egysegbol. Az extracellularis domén a szignal peptid (1-28) mellett egy
egyedi szekvenciat hordoz6 NORKE (29-406) (NORK Extracellularis domén) domént, 3
LRR-t (407-482) (Leucine Rich Repeat), az intracellularis szerkezeti egység pedig aktiv kinadz



domeént tartalmaz. A C terminalis kindz régio tartalmazza a kindzokra jellemzé konzervativ
aminosav szekvencia szakaszokat az enzim katalitikus helyét meghatéaroz6 szekvenciaval
egyltt DVKSSN (3. &bra.) (Endre 2002)
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3. abra. NORK szerkezete

Receptor fehérje izolalasa lucerna gyokérbél.

A lucerna gyoker sejtfal mechanikai feltarasa kdzvetlenll cseppfolyds nitrogénben tortént
elporitassal. Kulonbdz6 detergensek (SDS, CHAPS, ASB16, C7BzO) a sejtmembran
felbontasat segitették elé (4. abra), TCA/aceton a novényi fenolokat, proteaz inhibitorok az
aktiv proteazokat hatastalanitottdk, mig a szonikélas a nukleinsavak tordelését eredményezte.
A gyokér extraktumokat ezek utdn SDS gélelektroforézissel Novex Bis -Tris rendszerben,
MOPS/SDS futtatd pufferben analizaltuk és a Coomassival festett géleken ellendériztiik, hogy
a feltart sejt lizatum tartalmaz -e NORK méretii fehérjét (100KDa) (5. abra).
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4. abra. Detergensek szerkezete
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5. &bra. Lucerna gyokér extraktum elvélasztisa poliakrilamid gélelektroforézissel, detektalasa Coomassie Blue
G250 festékkel.

v

Fehérjék azonositasa immundetektaléssal

A kimutatas egyik alapfeltétele, hogy rendelkezésiinkre alljon megfelelé ellenanyag. Az
ellenanyag készitéséhez antigéneket allitottunk el6 a NORKE doménbdl valasztott

immunogen szekvenciak alapjan.

6. abra. Az ellenanyagok eléallitasahoz kivalasztott antigének helye a NORK extracellularis részén
Piros: alfa NORK 33-349 Sérga: G3 67-81 Zold: BV 222-236



Antigének eléallitasa

Peptide epitop eléallitasa szintetikus Uton
A G3 és BV ellenanyag elGallitasahoz a peptid epitop antigént szilard fazista peptid
szintézissel allitottuk el6, amit azutan BSA-hoz konjugaltunk.

Rekombinans DNS technikaval készilt fazids fehérje eléallitasa GST prokariota

expresszids rendszerben, alfa-NORK ellenanyag eléallitasahoz
A NORKE domeén 2. és 3. exonjat hasznaltuk antigénként az alfa NORK ellenanyag
eléallitasdhoz. A tovabbi tisztitas végett a fehérje szakaszt GST-vel fuziondltattuk a kdvetkezé
konstrukci6 segitségével.
A pTrcHisA konstrukciobol a M. truncatula A17 NORK gén 2. és 3. exonjat pGEX-4T-3
vektor BamH I/EcoR | helyére klonoztuk at. Az elkészitett konstrukcio:

kék: GST (Glutathione S- Transferase) szekvencia;

barna: NORK 2. exon;

rozsaszin: NORK 3. exon;

fekete: a pTrcHisA vektorbol szarmazo szekvencia (7. abra a szoveg utan).
A konstrukciot E. coli TOP10 baktériumtdrzsbe transzformaltuk, szekvenaltuk és termeltettik
a fehérjét . A termeltetett fuzids fehérje tisztitasa egy lépésben Sepharose 4B hordozora kotott
glutation oszlopon tortént, majd a részlegesen tisztitott fehérje preparatumbdl a megfelel6
mérettartomanyu fehérjét (~ 62 kDa) elvalasztas utan akrilamid gélbél izolaltuk. Az izolalt

fehérje mennyisége 150 ug volt.

PGEX-4T-3Bam

ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTT
M s P I L GY WK1 K GLV QP TRLL
TTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAA
L EY L EEKY EEHTULYERUDE G D K
TGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGAT
W R N K K F E L G L EFPNULPY Y I D
GGTGATGTTAAATTAACNCAGTCTATGGCCATCATACGTTATANANCTGACAAGCACAAC
G DVKLTOQSMATIL1IRY 1 A DKHN
ATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTG
M L G GCPKERAETILI S MLEGAWVL GST

GATATTAGATACGGTGTTTCCAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTT
bl RY GV SRI AY S KD FETL KV

GATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAA
b FL SKULWPEMLIKWMZFEDIRTLCHK

ACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGAT
T YLNGDMHV THUPDI FMLY DA ATLD



GTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAA
v vLYMD®PMTCLUDAFUZPIKILVCTFK
AAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCA
K R 1 EA 1 PQ I DKY L K S S KY 1 A
TGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGAT
wWPLQGWOQATUZFGG GG GDHZPUPK S D

BamHl1
CTGGTTCCGCGtGGATCC

L v P R G S

GGGTTTGAGAGCATAGCATGTTGTGCTGATTCAAATTACACAGATCCAAAAACCACCCTA
G F ESTIACCADSNY TDUPKTTL
ACTTATACAACAGATCACATCTGGTTCTCTGATAAAAGAAGTTGCAGACAAATACCCGAA
T Y T T DH I W F S DK R S CR QI P E
ATTTTGTTTAGCCACAGAAGCAATAAAAATGTTCGAAAATTTGAAATATATGAAGGAAAG
I L F S HRSNJIKNWVRIKFETIYEGK
AGATGTTATAATTTGCCAACAGTTAAGGATCAAGTATATTTGATAAGGGGCATATTTCCC
R C Yy N L P TV KDQVY L I RGTIF P
TTTGATAGTTTAAATTCTTCGTTTTATGTTTCGATCGGGGTAACAGAACTAGGCGAATTA Exon2

F DS LNSS F YV S I GV TETILGTEL
AGATCGTCTAGGCTCGAGGACTTGGAAATTGAGGGAGTTTTTAGAGCCACCAAAGACTAC

R S S R L EDULETI E GV F R A TK DY
ATAGATTTCTGCTTATTGAAGGAGGATGTCAATCCCTTCATTTCTCAGATTGAATTGAGG

I b F CL L KEDVNUPFTI S QI E L R

CCATTACCTGAAGAATACCTACATGGTTTCGGTACTAGTGTTTTAAAACTGATAAGCAGA
P L P EEY L HGT FGT S VL KLTI SR
AACAATCTTGGTGACACAAATGATGATATAAGGTTCCCAGATGACCAAAATGATAGAATC
N NL GDTNDDTIRF P DDQND R I
TGGAAACGGAAAGAAACTTCAACTCCAACATCTGCCCTTCCACTGTCTTTCAATGTCAGC
w K R K E T S TP TS AL P L S F N V S
AATGTTGACCTCAAAGACAGTGTCACACCTCCTCTACAAGTCCTACAAACAGCTCTTACT
NV DL KD SV TPP L QV L QTAILT
CACCCTGAGCGATTGGAGTTCGTCCATGATGGCCTCGAGACCGATGATTATGAATACTCT

H P E R L E F V HD G L E TDD Y E Y S Exon3
GTGTTTCTCCACTTTCTTGAACTAAATGGCACTGTCAGAGCAGGACAAAGGGTGTTTGAC

vV F L HF L ELNSGTV R AGA QR V F D
ATCTATCTAAACAATGAGATTAAAAAGGAGAAATTTGATGTTTTGGCTGGAGGGTCCAAG

I Yy L NNETIIKKEIKFDV L A GG S K
AACAGTTACACTGCCTTGAACATTTCAGCAAATGGATCACTCAATATAACCTTAGTCAAG

N S Y T AL NTI S ANGS L NTI T L VK

PstI

GCATCTGGATCTGAGTTTGGACCCCTTTTGAATGCCTATGAAATCCTGCAG

A S G S E F G P L L N AY E I L Q

ECORI

CTGGTACCATATGGGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCG

L v PY GNSI RV DS S G R I V T DStop

PTRCHis PGEX-4T-3ECORI

7. abra. GST-NORK konstrukcié szekvenciaja a restrikcios helyek jeldlésével

Ellenanyagok eléallitasa



Mindharom ellenanyag standardimmunizalassal nyulban tortént.

Poliklondlis ellenanyagok tisztitasa

A vérbél ammonium szulfatos kicsapassal és Protein G affinitds kromatografiaval tisztitottuk

az ellenanyagokat.

Tisztitott GST-fuzios fehérje elleni poliklonalis ellenanyag specificitasanak ellenérzése

A poliklonalis ellenanyagaink a feltételezett NORK fehérje mellett szamos egyéb fehérjét is
detektdlnak a gyokér extraktumban. Kimeritéses modszerrel probaltuk az azonositést a
NORK-ra kizarni.

Példaként mutatom be a GST fuzios fehérje ellen készilt ellenanyag, az alfa NORK
specificitasdt Western blotton. A 8. &brdn bemutatott elektroferogramokat kaptuk a
rekombinans baktérium lizatum elvalasztott fehérjéire. A Western blotton az el6hivas ECL
technikdval tormaperoxidazzal jel6lt anti nyal masodlagos ellenanyaggal készilt.
Osszehasonlitasként kontrol baktérium lizatumokat is lathatunk a GST-NORK konstrukciot
hordoz6 BL21 baktérium (BL21/pGEX/NORK) (1) lizdtum mellett: tires BL21 baktérium (3),
GST konstrukciot hordozé BL21 baktérium (BL21/pGEX)(2). Lathatd, hogy a GST-NORK
konstrukcidt hordozo baktérium lizatumon az ellenanyag a varhatdé GST-NORK fehérje savon
kival (62 kDa) szamos egyeb fehérjét is detektal, amit sikerult kimeritenink a GST
konstrukcid lizatuméval. A kimeritést az ellenanyaggal torténé inkubalasnal kulonbdzo

aranyban az oldathoz adott BL21/pGEX baktérium lizatum hozzéadasaval végeztik.
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8. d&bra. Ellenanyag specificitas ellenérzése

A: 0 ml BL21/pGEX lizatum + 10 ml blokkol6 puffer + 5 pl ellenanyag
B: 1 ml BL21/pGEX lizatum + 9 ml blokkol6 puffer + 5 pl ellenanyag
C: 5 ml BL21/pGEX lizdtum + 5 ml blokkold puffer + 5 pl ellenanyag
MW GST: 26 kDa

MW GST +NORK 2+3 exon: 62 kDa

1: BL21/pGEX/NORK 2: BL21/jpGEX  3.BL21

Két -dimenzio6s poliakrilamid gélelektroforézis NORK fehérje analizisére

Miutan az ellenanyagok tulajdonsagait megismertiik, a gyokér extraktumbol két-dimenzios
elektroforézissel elvalasztottuk a fehérjéket és immunblotton azonositottuk. A 9. és 10. abran

ugyanaz a blot két kiilonb6z6 ellenanyaggal torténé detektalasa lathato.

pH 40 50 55 60 7.0
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9. d&bra. NORK fehérje azonositasa 2D gélen aNORK ellenanyaggal.

350 pg fehérjét valasztottunk el elsé6 dimenzioban pH 3-10 NL IPG gélen, mig méasodik
dimenzidban 4-12 % BisTris gélen MOPS SDS rendszerben.

A Western blottot 2000X aNORK elsddleges ellenanyaggal és 50 000X anti nyudl masodlagos
ellenanyaggal ECL Plus detektalassal hivtuk el6. A NORK-nak megfelel6 jelet nyillal jelzem
(MW 100KDa, IP 5, 2)

pH 40 50 55 60 7.0
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10. abra. NORK fehérje azonositasa 2D gélen G3 ellenanyaggal.

350 pg fehérjet valasztottunk el elsé6 dimenzioban pH 3-10 NL IPG gélen, mig méasodik
dimenzidban 4-12 % BisTris gélen MOPS SDS rendszerben.

A Western blottot 5000X G3 elsédleges ellenanyaggal és 50 000X torma peroxidazzal
konjugalt anti nyul masodlagos ellenanyaggal ECL Plus detektalassal hivtuk elé.

Ez az ellenanyag is a NORK-nak megfelel6 (MW 100KDa, IP 5, 2) jelet adta. Lathat6 a 9. és
10. abra 6sszehasonlitasabol, hogy a tobbi, ellenanyag altal detektalt fehérje nem egyezik
meg.

Mivel a lucerna gyokérbol nem tudtunk eddig olyan mennyiségben el6allitani fehérjet, hogy
N-terminalis szekvenalassal, vagy MALDI analizissel azonositani tudjuk, ezért nagyobb
mennyiségt fehérje eloallitasat tranziens expresszidval dohanylevélben végeztink, amibél

aztan immunprecipitacidval prébaltunk fehérjét kinyerni.



NORK fehérje termeltetés tranziens expresszioval dohanylevélben Agrobacterium

tumefaciens segitségével

Agrobacterium tumefaciens infiltralassal a kovetkezé rekombinans fehérjéket termel6
génkonstrukcidkat juttattunk be a dohanylevélbe:
1. Agrobacterium konjugatum készitése NORK ill. epitop jelzett NORK fehérjével
a. Cb3Cl1 Agrobacterium tumefaciens térzs
b. pBin 61S NORK, pBin 61S-NORK-c-myc, pBin 61S NORK-HA vektor
konstrukcidk, E.coli
c. pRK helper plazmid, E.coli

2. Agrobacterium konjugatum készitése P14 szupresszor fehérjével a fent leirt modon.

Az infiltralt dohanylevél SDS-feltdro pufferrel készitett fehérje extraktumabdl sikerdlt
kimutatni a NORK fehérjét Western blotton NORK fehérje elleni (G3, alfa NORK) ill. az
epitoppal jeldlt konstrukciok esetén a megfelel6 tag elleni (anti-c-myc, anti —-HA)
ellenanyagokkal is (11. abra.).

Lathato a Kkinetikdbol, hogy az infiltralast kovet6 4. napon kaptuk a legintenzivebb
expressziot.
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11. abra. Tranziensen expresszalt NORK fehérje kinetika anti c-myc (A) és G3 (B) ellenanyagokkal tortént detektalassal.



Kisérletek  rekombindans NORK  fehérje izolaldsara  immunprecipitacioval

dohéanylevélbél

Miutén sikerilt tranziens expresszioval dohanylevélben rekombindns NORK fehérjét és c-
myc epitoppal jel6lt valtozatat is termeltetnink, a fehérjéket dohanylevél extraktumbdl
immunprecipitacioval probaltuk kinyerni anti -NORK (G3) ill. anti —c-myc ellenanyagokkal.

Mivel SDS feltaré pufferben nem tudunk immunprecipitaciot végezni, elészor a megfelel6

detergenst tartalmazo feltaras korilményeit kellett optimalizalnunk.

K 1 2 3 4 5 6 7 8 K
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12. abra. Kilonbdzd detergenst tartalmazé feltard puffer rendszer tesztelése Western blotton c-myc epitoppal jelzett
NORK fehérjén. Az 5. szamu feltard pufferhez adtuk a kiillonb6zé detergenst a kdvetkezé mennyiségben:

1: 2% ASB-16, 0,1 % SDS; 2: 0,5% OG, 0,1 % SDS; 3,7: 4% CHAPS, 0,1 % SDS;

4: 1%C7Bz0,0,1 % SDS; 5: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS/HCI pH:8,0; 6: 4% CHAPS

8: 2% SDS

Az eredmények alapjan a tovabbiakban csak a 4% CHAPS (6) detergenst tartalmazo feltard
puffert hasznaltuk az immunprecipitacio sordn a kovetkez6 kisérleti korilményeket

alkalmazva:

1. Agrobacterium tumefaciens segitsegével NORK (A) ill. NORK-c-myc (B) feherjét

termeltiink tranziens expresszidval dohanylevélben.



2. Az infiltralt levélbol 4 % CHAPS detergenst és proteinaz inhibitor koktélt tartalmazo lizis
pufferben feltartuk a sejteket.
Adott ideig tartd szonikalas (10 ciklus: 5 sec on /3 sec off) és jégen tortént 40 min inkubalas
utan lecentrifugaltuk a mintat.
3. Az endogén immunglobulinok eltavolitdsa céljabdl a felluszohoz lizis pufferrel
egyensulyba hozott Protein G agardzt adtunk. A Protein G fehérje kilonb6z6
immunglobulinok konstans Fc régiojahoz kotodik.

Inkubalas utan (4 "C, 1h) a mintat lecentrifugaltuk.
4. A tiszta feliluszohoz G3 poliklonalis (A) ill. a (B) esetben anti c-myc monoklonalis
ellenanyagot adtunk. Az ellenanyag varidbilis része, Fv felismeri az antigéneket és
hozzakotodik, immunprecipitacio torténik.
5. Inkubalas (4 °C, 1h) utan ismét Protein G agardzt adtunk a rendszerhez, és 4 "C-n tovabbi
1h keresztil inkubaltuk. A Protein G felismeri az el6bbi ellenanyagok Fc régiojat és
hozzakotodik. Ezzel a lizatumbol Kikotjuk az ellenanyagot a hozzakapcsolodott antigén
fehérjével (A: NORK ill. B: NORK c-myc) egyitt.
6. Az agar0z gyongyoket centrifugalassal 6sszegyjtottik és lizis pufferrel alaposan atmostuk.
7. SDS minta el6készito pufferrel eludltuk az antigént.
8. SDS gélelektroforézissel elvalasztottuk a fehéerjéket.
9. Western blottot készitettink.
10. Immundetektalassal azonositottuk az eludlt antigéneket: A: NORK) ill. B: NORK-c-myc.

Jelenleg nagyobb mennyiségben préobalunk dohanylevélbol fehérjét izolalni. Amennyiben
sikeriil az eddig csak immunoldgiailag detektalt fehérjét megszekvenalni, akkor ezek alapjan
a fehérjét a lucerna gyokerbdl is azonositani tudjuk.

Kisérletek folynak tovabba a NORK partner fehérjék keresésére éleszt6 két-hibrid rendszer

segitségével (LYK3, NFP) .

Az eddigi eredményekbdl jelenleg késziilé publikaciot szeretnénk késobb bejelenteni.



Filogenetikai elemzések

A NORK vagy SYMRK fehérje (nodulation receptor kinase vagy symbiosis receptor
kinase) extracelluléris régiojanak (NORKE) nagy részét alkoto, a szignél peptid és az LRR-ek
kozott elhelyezkedé doménhez hasonld szekvencia (NORKE sequence like domén., NSL)
szamos novényi receptor-szerti kindzban (receptor like kinase, RLK) megtalalhatd. Az NSL
domén valamint a 2-5 LRR (leucine-rich repeat) jelenléte az RLK fehérjék LRR1 csoportjara
jellemzoé.

Filogenetikai elemzéseket végeztink annak megallapitasara, hogy a pillangdsviragu
novenyekben taldlhat6 NORK/SYMRK fehérjéek az LRR1 csaladon belul milyen evollcios
pozicidt foglalnak el, és a teljes géncsalad evoluciojaban milyen mechanizmusok jatszhattak
szerepet. Arra is valaszt kerestink, hogy a NORK/SYMRK gén homologjai megtalalhatdk-e
szimbiotikus nitrogénkotésre nem képes ndvények genomjaban is.

Az LRR1 fehérjecsalad génjeinek részletes in silico elemzéset elvégeztiik az Arabidopsis
thaliana genomban, az elsoként rendelkezesre all6 és maig legjobban annotalt névényi
genomszekvenciaban. Az A. thaliana teljes genomi szekvenciajaban megkerestilk az sszes
olyan gént, amelyek feltételezett fehérjeterméke az NSL szekvenciat is tartalmazza. Az NCBI
adatbazisaban megtalalhat6 — elsésorban szamitogépes génelérejelzésen alapulé — Arabidopsis
genomannotacié e gének jelentés részénél ellenérzésre és javitasra szorult. Az 53 azonositott
gén kozul négy bizonyitottan pszeudogén: a kérdeses régio szekvenciajanak ellenérzése
megerdositette a kereteltolodasi ill. korai terminaciot okozo mutacio jelenlétét. A 49 feltételezett
aktiv gén tobbsége a NORK fehérjével rokon — az LRR1 csoportba tartozé — receptor tipusu
kinazt kodol. Négy fehérje nem rendelkezik kinaz doménnel, tovabbi harombol pedig a
transzmembran régio is hianyzik. A multigen-csalad tagjai az 6t Arabidopsis kromoszéman
elszortan helyezkednek el, egyedileg illetve tobb kdzel rokon gént egymas mellett tartalmazé
klaszterekben.

Megvizsgaltuk az Arabidopsis NSL feherjék filogenetikai kapcsolatait mind az NSL
régid, mind a kinaz domén szekvenciaja alapjan. Itt csak az NSL szekvencidk alapjan készilt
fat mutatjuk be (13. abra). A két filogenetikai fa jo 6sszhangban van egymassal, ami az NSL és
a kindz domén koevoluciojara utal a géncsalddon beldl. A leucin-gazdag ismétlédések (LRR)
szama tobbnyire harom, de hat fehérje négy LRR-t, egy pedig 6t LRR-t tartalmaz. Mivel az
egyes LRR-eket kddolo exonokat azonos fazisu intronok vélasztjak el egymastdl, a régiot

érint6 egyenlétlen crossing over az LRR-ek szamanak megvaltozasat vonja maga utan.
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13. abra. 53 prediktalt paralog Arabidopsis gén altal kddolt LRR1 RLK fehérje filogenetikai kapcsolatai az NSL domén
alapjan. A fehérjéket a gének szokasos kddjaval jeléltik, ahol a ,,g” beti elétt a kromoszéma szama, utana a gén szama all. A
filogenetikai fat a PHYL 1P programcsomag protdist és fitch programjaival készitettiik (Felsenstein, 2005). A tavolsag-
matrix szamitasdhoz a JTT aminosav-helyettesitési modellt hasznaltuk (Jones és mti., 1992), a fa topologiajat és az
aghosszakat a Fitch-Margoliash modszerrel becsultik. A gyokér nélkili fat a retree programmal, k6zéppontos mddszerrel
alakitottuk a fenti formara. A vizualizalashoz a drawgram programot hasznaltuk. Az 1000 véletlen mintavételezéssel végzett
bootstrap analizishez a fentieken kivil felhasznaltuk a seqboot programot is. Az 50 % feletti bootstrap értékeket tintettiik fel
az abran. Dolt betlivel szedtiik az EST konszenzus szekvenciaval aladtamasztott, kifejez6d6 gének azonositojat. Szdgletes
illetve kapcsos zarojellel jeleztik azokat a feltételezett fehérjéket, melyek nem tartalmazzak a kindz domént illetve az LRR
szekvenciakat sem. Zarojelben vastagitott szammal jeldltiik a génklasztert, ahol kis betii jelzi a pozicionélis és filogenetikai
informéciok alapjan megallapitott szubklasztert. A fehérje doménszerkezetét leird kddban nagy betiivel a domének jele és
szama, alsd indexben az exonok szama olvashatd (S: szignal peptid, N: NSL domén, L: LRR, T: transzmembran hélix, K:
kindz domén, X: ismeretlen, a csaladban nem konzervalt szekvencia. A nyil a NORK/SYMRK fehérjéhez leginkabb hasonlitd
Arabidopsis fehérjére mutat (zar6jelben a NORK fehérje doménstruktiraja).
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Az eredményekbél arra kdvetkeztethetlink, hogy az LRR1 fehérjéket kddolé géncsalad
amplifikacidja tobb 1épésben, hosszabb evollcios idészakokon ativeléen zajlott le. Szerepet
jatszhatott benne az Arabidopsis genom akéar tobbszori duplikdlédasa, aminek nyomai
szegmentélis duplikaciok formajaban mutathatok ki a genomban (Vision és mti., 2000). A
klasztereken beluli viszonylag friss duplikaciok valdszinilleg egyenlétlen crossing over
események soran jottek létre.

A nyarfa (Populus trichocarpa) teljes genomszekvencijaban valamint a Medicago
truncatula genom eddig meghatarozott szekvenciajaban prediktalt fehérjekddolo géenek kozul
megkerestiik azokat, amelyek az LRR1 csaladba tartozd, NSL-doménnel rendelkezé fehérjéket
kodolnak, es rokonsagi kapcsolataikat az Arabidopsis LRR1 fehérjékkel kozos filogenetikai
fan abrazoltuk (14. abra). A nyarfa genomban 25 homolog gént talaltunk. Kimutattuk, hogy
kozulik egy a NORK geén ortologja, ami a VIl-es kapcsoltsagi csoportban (LG VII), a M.
truncatula NORK génjével szintenikus régioban helyezkedik el (Kevei és mti, 2005). A
szekvenalds alatt all6 ricinus (Ricinus communis) és sz6l6 (Vitis vinifera) genomban szintén
azonositani tudtuk a NORK homoldgjat (14. abran nyillal jel6lve). A homologiat bizonyitja,
hogy a filogenetikai fan az ismert NORK/SYMRK fehérjékkel és homoldgjaikkal azonos
csoportba klaszterezédnek (14. bra, J és K csoport egyiitt). Ez a csoport a fa tobbi agatdl
jelentdsen elkilénilve alkot egy 100 % bootstrap értékkel tdmogatott monofiletikus csoportot.
Mindez arra utal, hogy ez a fehérje az LRR1 csaladon belil egy 6si leszarmazasi agat képvisel,
ami koran divergalodott az LRR1 csalad tobbi tagjatol. Génjét eddig csak egy kopiaban
sikerilt kimutatni azokban a fajokban, ahol megtalaltdk. E fajok koz6tt tébb olyan van, ami
nem vesz részt gimoképzéssel jard szimbiotikus nitrogénkoté kapcsolatban. Ezekben a
novényekben (14. abra, K csoport) a NORK/SYMRK fehérje rokonai valdszinileg az
arbuszkularis mikorrhizat (AM) alkoté gombékkal valo szimbidzisban vesznek részt (Zhu és
mti., 2006). Ugyanakkor, Arabidopsisban nem talalhaté meg a NORK/SYMRK homoldgja,
még a szintenikus régidkban sem (Kevei és mti., 2005; Zhu és mti., 2005), tehat vagy a
foszfatfelvételben szerepet jatsz6 AM szimbiozis nem altalanos, vagy a NORK/SYMRK-val
homoldg fehérje nélkiilozheté a folyamatban.

A Medicago truncatulaban eddig 14, az LRR1 csaladba tartozd fehérje genjét sikertlt
azonositani. A M. truncatula eukromatikus genomszekvenciajanak azonban még csak kb. 2/3-a
ismert, ezert a szekvencia-meghatarozas elérehaladtaval a csalad tovabbi tagjainak kimutatasa

varhato.
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14. abra. A NORK/SYMRK fehérje és homoldgjai monofiletikus csoportot alkotnak az LRR1 RLK fehérjecsaladon belil. A
filogenetikai fa genomi szekvenciakbol prediktalt LRR1 fehérjéket (Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa és Medicago
truncatula) valamint a NORK/SYMRK fehérjék ismert homologjait (a UniProt adatbazishol) illetve két szekvenalas alatt allo
genombdl (Ricinus communis és Vitis vinifera) altalunk prediktalt homoldgjait tartalmazza (utobbiak és a Populus-ban
talalhatdé NORK ortolog nyillal jel6lve). Az Arabidopsis (Ath, kék szinii) fehérjéket a gének szokasos kddjaval jel6ltuk (a
pszeudogéneket elhagytuk). A nyarfa (Populus, z6ld szinii) és Medicago truncatula (Mtr, piros szinii) fehérjék szdmozésa
onkényes. A NORK/SYMRK homoldgokat (J és K csoport) a teljes fajnévvel és vastag betiivel tiintettiik fel, délt bettvel
szedve a szimbiotikus nitrogénkétéssel nem rendelkez fajokat (K csoport). A filogenetikai fat az NSL domén szekvencidja
joining” modszerrel becsiltik (neighbor program), a bootstrap analizist pedig 500 mintaval végeztik. Az &bran a 70 %
feletti bootstrap értékeket tiintettiik fel.
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Az LRR1 fehérjecsalad filogenetikai kapcsolatait szemlélve lathatd, hogy a csalad egyes
tagjai kis kdpiaszamban, de tébb — gyakran mindharom — fajban megtalalhatok (14. abra; E, F,
H, I, L és M csoportok). Ezek valdszintileg konzervalt funkcidju, kis evollcios flexibilitast
megengedé fehérjek. Mas LRR1 RLK fehérjék az egyik fajban nagymértékben
amplifikélodtak, szdmos paraldgot eredményezve, mig a masik két fajban tébbnyire nem
talaltunk kdzeli rokonokat. Mindharom fajban ki tudtuk mutatni ilyen szelektiven felszaporodo
paraldgok monofiletikus csoportjait (A. thaliana: A és B csoportok; P. trichocarpa: C és G
csoportok; M. truncatula: D csoport; 14. abra). Az ilyen kozeli rokon paraldgok biztosithatjak
az evoldcio nyersanyagat ahhoz, hogy a géncsalad negativ szelekcids nyomas aldl felszabaduld
tagjai 0j vagy mddosult funkciét vehessenek fel.
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