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Gyakrabban el6fordulé réviditések
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1. Bevezetés

Az €16 szervezetek egyik nélkiilozhetetlen alkotéeleme a nitrogén. A Fold szinte
kimerithetetlen mennyiségben tartalmaz nitrogént, ennek nagyobb része azonban a legtdbb
él6lény szaméra kozvetleniil nem hozzaférhetd, inert gazként van jelen a légkorben. Az
eukariota él6lények altal hasznosithaté kétott nitrogén viszont csak korlatozott mértékben all
rendelkezésre.

Az 6koszisztéma nitrogén-korforgalma igen szertedgaz6 folyamat. A nitrogéntartalmi
szerves vegyiiletek lebomlasa soran keletkez6 ammonia kézvetleniil, illetve nitritté és nitratta
torténd atalakulasa utan (nitrifikacio) hasznosithaté a névények szdmara, mikdzben a nitrogén
egy része visszajut a légkorbe (denitrifikacié). Az Okoszisztéma nitrogénegyensulyanak
fenntartasahoz tehat a kétott nitrogén pétlasara, azaz folyamatos nitrogénkétésre van sziikség.
A nitrogénkotés torténhet kémiai iton (villamlas soran keletkezé nitrogén-oxidok, Haber-
Bosch féle ammoénia gyartas) illetve a mennyiségi és egyéb szempontok (kdryezetkimél6,
energiatakarékos) figyelembevétele miatt a sokkal jelentGsebb bioldgiai uton.

A légkort 78%-ban alkoto nitrogéngazt kizardlag prokariota mikroorganizmusok, azok
koziil is csak néhany csoport fajai képesek nitrogénforrasként hasznositani, vagyis a
dinitrogént ammoniava redukalni. A biolégiai nitrogénk&tés haromféle médon valésul meg a
természetben, aszerint, hogy a mikroorganizmusok (1) szabadon élve (Klebsiella,
Azotobacter, Rhodospirillum, Clostridium) vagy pedig valamilyen tipusi névény-mikroba
kapcsolat keretein beliil, (2) asszociativ (Azospirillum, Azoarcus, Glucanacetobacter,
Herbaspirillum) vagy (3) szimbiotikus egyiittmiikédésben (Rhizobiumok, Frankidk, egyéb
fonalas baktériumok, egyes cianobaktériumok) végzik a nitrogén ammoniava térténd

redukalasit. Ezek koziil is a leghatékonyabb nitrogénkétési méd az endoszimbidzis, mely



soran két, evoliiciésan egymastol tavol es6 szervezet, egy prokariéta (mikroszimbionta) és egy
magasabbrendii eukari6ta él6lény (makroszimbionta vagy gazdandvény) koézott, tébbszérds
jelcserét kovetSen egy egyediilallé kolcsonhatas jon létre. A folyamat sordn a baktériumok a
légkéri nitrogén asszimilaci6jat kovetSen nitrogénnel latjdk el gazdandvényiiket, mely
kiilonb6zd széntartalmii vegyiileteket és a szabad oxigént6l valé védelmet, de emellett
megfeleld oxigénutanpétlast biztosit a mikroszimbionta partner szdméra. Ezért az olyan
gazdandvények termesztése, mint a pillangésvirdgi takarmanynévények, nem igényel
koltséges és kornyezetkarosité miitragyazast, valamint a vetésforgéban valé alkalmazisuk
noveli a talaj nitrogéntartalmat.

A szimbiotikus nitrogénkotés intenziv kutatdsok targya a vildg szamos
laboratériumaban, egyrészt, mert az osszetett kommunikéacids 1épéseket kovetSen kialakuld vj
novényi szervben megvaldsuld egyiittélés, mint kiilénleges bioldgiai jelenség felkeltette a
kutatok érdeklédését, masrészt gazdasagi jelentdsége miatt. A kutatasok célja a két partner
k6z6tti kommunikacié molekularis szintii megismerése, a szimbidzisban résztvevé gének
jellemzése és funkcidjuk meghatirozasa. A kezdeti kutatasok az egyszerlibb szervezédési
baktériumra iranyultak, ezért szamos, a szimbidzist kialakité és fenntarté bakteridlis gén
ismert mar (a Sinorhizobium meliloti és t6bb mas Rhizobium faj teljes DNS szekvenciajat
meghataroztak). A kolcsonhatasban résztvevo névényi génekrdl azonban kevesebbet tudunk,
ezek megismerése még csak a kezdeti 1épéseknél tart.

Mind az MTA SzBK Genetikai Intézetének Lucerna Genetikai Csoportja, mind a
francia munkacsoport (CNRS, Institut des Sciences du Végétal) a Sinorhizobium meliloti és a
Medicago fajok ko6zotti szimbidzis kialakitasaért és milkodéséért felelés névényi gének
megismerését és jellemzését tlizte ki célul kiilonbozé genetikai és molekularis bioldgiai

modszerek felhasznalasival. A magyar munkacsoport fOleg a genetikai megkozelitéssel



torténd vizsgalatokat folytatja, melyek alapjaul egy részletes genetikai térkép szolgal. Ezzel
szemben a francia munkacsoport a molekularis mdédszerek alkalmazasat (cDNS-bankok
vizsgilata, microarray, éleszt6 kettGs-hibrid rendszer alkamazasa, ndvénytranszformécid)
helyezi el6térbe a szimbiotikus nitrogénkdtésért felelés eukariéta gének feltarasaban. Ph.D.
munkéam jelentGs részét egy szimbiotikus nitrogénkétésben hibas névény genetikai hatterének
feltarasa, illetve az ezért felelGs, mutaciét szenvedett gén izolalasa és annak jellemzése t6ltGtte
ki (Endre és mtsai, 2002a,b). Dolgozatom témajaul szolgalé, munkam f6 vonalat kialakitd
vizsgalataim azonban egy olyan Uj géncsalad bemutatasat tartalmazzak, melyek feltételezett
miikédése specifikusan a szimbiotikus nitrogénkétés folyamatdhoz kétott. A géncsaladot
alkoto, un. glicin-gazdag fehérjék kutatasat (Kevei és mtsai, 2002) a két munkacsoport szoros
egyiittmiik6dése révén, a kiilonb6z6 genetikai és molekuldris moédszerek &6tvozésének

eredményeképpen sikeriilt kialakitanom.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A szimbiotikus nitrogénkdotés

2.1.1. A pillangdsviragi ndvények jelentosége

Mez6gazdasagi szempontbol a pillangdsviragli névények (Leguminosae) a vilag egyik
legfontosabb névény-csaladjat alkotjak, mely nagymértékben hozzijarul az emberi és allati
fehérje- és olajsziikségletek kielégitéséhez, valamint a talaj nitrogén utanpotlasanak
biztositdsidhoz, szén- és nitrogéntartalmanak megtartdsdhoz (Drinkwater és mtsai, 1998).
Koziiliik is az egyik legfontosabb takarmanyndvény a lucerna (Medicago sativa) mind
Eurépéaban, mind az Egyesiilt Allamokban. A mezégazdasagi fontossagan til a pillangésok
kiilon lehet6séget biztositanak olyan alap- és alkalmazott kutatasokra, amelyek a legjobban
ismert és jellemzett ndvényekben, azaz sem az Arabidopsis thaliana-ban, sem a rizsben nem
végezhetGek el. Ezek koziil is a legfontosabb a szimbionta kapcsolatok vizsgalata (Albrecht és
mtsai, 1999).

A szimbionta mikorrhiza gombak nemcsak a termesztett novények asvanyi anyag
utanpotlas és betegségekkel szembeni ellenalléds szempontjabél fontosak (Gianiazzi-Pearson,
1998), hanem a ndvényi biodiverzitast, az Gkoszisztémak variabilitasit és produktivasat is
befolyasoljék (van der Heijden és mtsai, 1998). A névények nagy részével kapcsolatot
kilalakit6 mikorrhiza-kapcsolaton kiviil a pillangdsvirdgiakra jellemz6é, hogy korlatozott
nitrogén-hozzaférhetGség esetén a Rhizobiaceae csaladba tartozé talajbaktériumokkal is
képesek szimbidzisra 1épni. Ilyenkor a névények gydkerén egy 1ij szerv, a gydkérgiimé alakul

ki, melyben endoszimbionta baktériumok végzik a 1égkéri nitrogén redukcidjat, ellatva igy a



novényt kotott nitrogénnel, ami egyben sziikségtelenenné teszi a talajjavitasra hasznalt,
kornyezetszennyez6 és draga miitragyak hasznélatat. Ezen kapcsolatok vizsgéilata nemcsak a
mezdgazdasagi gyakorlat szempontjabol fontos, hanem lehet6séget nyujt a kiilénféle névény-
mikroorganizmus kolcsonhatasok, igy a szimbionta és patogén kapcsolatok kdozotti
hasonlésagok és kiilonbségek feltarasara is.

Ugyanakkor meg kell emliteni egy masik nitrogénkétd szimbidzis 1étezését is, amely
példaul a Frankia (Actinomycetales) és az Alnus ,,aktinorhiza” kélcsonhatasabol alakulhat ki
(Wall, 2000) és amellyel kapcsolatos kutatasok az utébbi években kezdtek szélesebb kérben

elterjedni.
2.1.2. Medicago-Sinorhizobium nitrogénk&t6 szimbidzis, mint modellrendszer

A nitrogénkét6 szimbidzis rendszerének tanulmanyozaséra sziikség volt egy modell-
kapcsolat kivalasztasara. Szamos elényds tulajdonsiga miatt az utébbi években a termesztett
lucerna két kozeli rokona, a Medicago truncatula és a diploid Medicago sativa alfajok valtak
a ndvény-mikroorganizmus kapcsolatok modelln6vényévé (Barker és mtsai, 1990). E fajok
sok tulajdonsdgban hasonlitanak a molekularis bioldgia modellnévényéhez, az Arabidopsis
thaliana-hoz: diploid kromoszomakészletik hordozza kisméretii genomjukat, mely
hozzavetdlegesen alig 4-5-szor6se az Arabidopsis-énak. Tovabbi kedvezd tulajdonsaguk,
hogy genomjukba idegen gének beépitése viszonylag egyszerli modszerekkel kivitelezhetd,
mely hatékony és gyors embridképzéssel illetve regenerativ képességgel parosul (Trinh és
mtsai, 1998; Boisson-Demier és mtsai, 2001). A pillangdsviragi névények vizsgalatanak
szempontjabol az is fontos, hogy ezek a modellnévények viszonylag kozeli rokonai az

Eurdpaban termesztett fajoknak, mint példaul a lucernanak, a borsénak vagy a lencsének, igy



genomi struktirajukrél nyert informaciék nagy valdszintiséggel felhasznalhatoak ezen fajok
gengmi vizsgalatinak esetében is. A novényi vizsgalatok hatékonysagat néveli, hogy a
Medicago fajok prokaridta partnere, a Sinorhizobium meliloti a legjobban ismert szimbionta
baktérium, melybdl t6bb szaz mutanst allitottak eld, s amely genomjénak teljes szekvencidja
ismert (Galibert és mtsai, 2001). Ugyanakkor mindkét Medicago fajbol izolaltak szamos,
természetes és mesterségesen indukalt mutanst, melyek egy része nemcsak a baktériumokkal,
hanem a mikorrhiza gombakkal kialakitott szimbiotikus kapcsolatukat is befolyasolta
(Peterson és Barnes, 1981; Catoira és mtsai, 2000). Bar a fent emlitett két Medicago faj
rendkiviili hasonlésaga ellenére szamos tulajdonsagban kiilonbozik, mégsem versenyeznek a
modellndvény szerepének kizar6lagossagaért, hanem egymast kiegészitd elonyds
tulajdonsagaikat kombinalva integralhatéak egyetlen modellrendszerbe.

A Medicago-Rhizobium kapcsolatok vizsgilata egyéb kutatisi teriiletekhez is jo
alapként szolgalhat. Ilyen példaul a specialis szerv, a glim6 merisztémajanak a vizsgalata, ami
azért elényods, mert lehetéség van a merisztéma képzOdés és miikddés szabalyozasanak
kutatasira a novény életképességének befolyasolasa nélkiil. A szimbidzis kialakulasa soran
tanulmanyozhat6k azok a folyamatok, hogy a n6vény miként képes a patogének altal kivaltott
valaszreakcidit elkeriilni, amikor szimbionta mikroorganizmussal keriil kapcsolatba. Fontos
lehet még az ugynevezett infekcids fondl kialakulasanak és fejlddésének vizsgalata azért is,

mert a pollentéml6 novekedésének mechanizmusa is hasonlé elemeket hordozhat.
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2.1.3. A szimbidzis kialakulésa, a giiméfejlodés (nodulacié) folyamata

A Rhizobium és pillangésviragu gazdandvények (Medicago, Pisum, Melilotus fajok,
stb.) k6zotti sorozatos, molekuléris szintii jelcserét kovetden mindkét partnerben morfologiai
és fizioldgiai valtozasok kovetkeznek be, mely végén egy kolcsénds elénydkén alapuld
egyiittélés jon létre.

A szimbidzis fontos tulajdonsaga, hogy a Rhizobiaceae baktérium csalad egyes tagjai
szigori gazdaspecifitdst mutatnak a kiilonbozé pillangésviragliakkal szemben, melynek
molekularis héittere mar ismert. A folyamatok els6 1épéseként a két partner kozott kdzvetlen
jelcsere jatszédik le, ami egymas kolcsonds felismeréséhez vezet. A pillangésviragi novények
folyamatosan termelnek olyan molekuldkat (flavon és izoflavon vegyiileteket), melyeket a
talajban taldlhat6 Gram-negativ Rhizobiumok specialis jelmolekulaként érzékelnek. A
kibocsatott gazdaspecifikus Osszetételii flavonoid molekuldk egyrészt a névényi gyokér
iranyaba vonzzadk a baktériumokat, masrészt egy, a baktériumban folyamatosan termel3d6
fehérjével, a NodD fehérjével kapcsolatba keriilve a szabadon €16 baktériumban nem miik6dd,
un. gliméképzési (nodulacidés vagy nod) gének transzkripcidjat inditjak be. A nod gének
termékei valaszként egy jelmolekula-csalddot, az un. Nod-faktorokat termelik a baktériumban,
amelyek a kérnyezetbe kijutva a gazdandvényben elinditjak azokat a specifikus fizioldgiai és
morfoldgiai valtozasokat, melyek giiméfejlédést eredményeznek. A tisztitott Nod-faktor a
szerkezeti analizis alapjan D-glilk6zamin [-1,4-tetraszaharidnak bizonyult (ritkabban
eléfordulhatnak harom vagy &6t tagbol all6 molekuldk 1is). A molekula hérom
aminocsoportjahoz acetilcsoportok kapcsolédnak, a negyedik, a nem redukélé végen talalhaté
gliikkézon elhelyezkedé aminocsoporthoz pedig egy 16 vagy 18 szénatomszami telitetlen

zsirsavlanc ko6t6dik (Lerouge és mtsai, 1990). Ez utobbi szénlanc hossza és telitetlen
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kotéseinek szama, illetve a gliik6z molekulakhoz kapcsolddd egyéb csoportok (8. meliloti
esetén szulfit, egyéb fajoknal acetil-, fukozil-, stb. csoportok) hatdrozzék meg a Nod-faktor
gazdaspecificitasat (Schultze és mtsai, 1994).

Habar kisérletekkel igazoltak, hogy baktérium jelenléte nélkiil, tisztitott Nod-faktor
hataséra is indukalhaté a giim6képzés folyamata, a valddi fizikai kdlcsonhatas a megfeleld
Rhizobium fajnak a névény gyOkérszérein torténé megtapadasdval és a gySkérszOrok
gorbiilésével kezd6dik (Schultze és Kondorosi, 1998; Gélvez és Crespi, 2000). Ez az
ugynevezett ,,pasztorbot” struktira kialakuldsdhoz vezet, ahol a baktérium behatolasaval
megkezd6dik az infekciés fondl képzSdése. Ezzel parhuzamosan a vaszkularis rendszer
xylem-hez kozel es6 részén a kortikalis sejtek osztddasa is megindul, ami a giim6-primordium
kialakulasat és az amiloplasztisz szam emelkedését valtja ki. A meggérbiilt gy6kérszordkbe a
noévényi sejtfal sériilésein keresztiil bejutott baktériumok névekedésével és osztédasaval az
infekcids fonal a gyokérkéregben novekszik tovabb, &m csak kis szézalékuk (1-5%) éri el a
giim6-primordium sejtjeit (Vasse és mtsai, 1993). A primordiumba behatol6 infekciés fonal
beinditja a kortikalis sejtek differencidcidjat, ami a sejtek megnagyobbodasaval jar egyiitt. A
baktériumok a sejt citoplazmajaban bakteroidokka alakulnak, melyeket speciélis, névényi
eredetii un. ,,peribacteroid” membran vesz kériil (Hirsh, 1992). A nitrogénkoté bakteroidda
valas szamos egyéb morfolégiai valtozast is maga utan von. A kifejlédétt glimékben miik6do,
a bakteroidok altal termelt nitrogenaz enzim képes a légkdri nitrogént ammoniava alakitani,

ami a nvényi sejt citoplazmajiba exportalva felhasznalhatéva valik a gazdandvény szamara.
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2.1.4. Giimétipusok

A giimdk kétféle tipusiak lehetnek: indeterminalt vagy determinalt giim6k (Hirsh,
1992). A mérsékelt 6vi névények (példaul borsé vagy lucerna) esetében, a tobbségében
gyokéren kialakulé indetermindlt giimék fejlédése a gySkérkéreg belsGbb, a vaszkulris
rendszerhez kozelebb es6 részén (inner cortex) kezdédik meg. A gySkérkéreg kiilsébb
rétegeiben elhelyezked6 sejtek mikrotubuléris sejtvazanak elrendezédése is megvaltozik, ezek
a sejtek alakitjak ki a preinfekcids fonal szerkezetét, ami lehet6vé teszi a késébbi infekcids
fonal behatolasat (Timmers és mtsai, 1999). Az érett indeterminalt giimé legfontosabb
jellemz6je a folyamatosan osztddé apikalis merisztéma, ami a giimé névekedéséért felelés. Az
ilyen giimék a differencidcié mértékének megfelelGen kiil6nb6z6 rétegekre tagolédnak (Vasse
és mtsai, 1990): az I-es zéna vagy merisztéma; a II-es z6na vagy invaziés zéna, ahol a
baktérium behatol a névényi sejt citoplazmajaba; a II-Ill-as interzéna, ahol a baktériumok
bakteroidokké alakulnak és az amiloplasztisz szam megemelkedik; a Ill-as zéna vagy
nitrogénkoté zéna, ahol a nagy, bakteroidokat tartalmazé sejtek, illetve a kisebb, bakteroid-
mentes sejtek helyezekednek el, amik a kotétt nitrogén asszimilacidjat végzik; és végiil a IV-
es zona vagy szeneszcens zona, amely a pusztulé bakteroidokat és novényi sejteket
tartalmazza. A giim6é zdnéit periférikus sejtréteg veszi koriil, ami egy kiilsé és egy bels6
kéregre tagolodik.

Determinalt giimok altalaban a trépusi illetve szubtrépusi névényeken alakulnak ki,
ilyen névény példaul a szdja vagy a bab. A giimd primordium a gy&kérkéreg kiils6 rétegeiben
képz6dik, merisztematikus aktivitisit a gliméfejlédés korai szakaszaban elveszti. Ezért a

giim§ inkdbb a sejtek megnagyobbodésinak, mint a sejtek osztédasanak készénhetSen
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novekedik és csak atmeneti szerkezeti differencialodas torténik. Az indeterminalt giim6khéz
hasonl6an a determinalt giimdket is kiils6 és bels6 kéreg védi.

Nitrogénmentes kornyezetben bizonyos M. sativa fajtdk 1gynevezett spontan
giimézésre képesek. A spontin glimékbél hianyzik a szimbiotikus partner, a S. meliloti
baktérium (Caetano-Anollés, 1992). Struktirajukban hasonlitanak a baktérium altal indukalt
giim6khoz, merisztémaval, differencidlédé és kozponti zénakkal rendelkeznek, sejtjeik
nagymennyiségli keményit6t tartalmaznak. A spontan giimék kialakulédsanak lehetdsége
ramutat arra, hogy a giim6képzés és giimdfejlodés fébb 1épéseiért a nGvényi partner felelds.

A giimdk evolicios eredete ma sem tisztazott. Két f6 hipotézis 1étezik, az egyik szerint
a giim6k egy mar létez8, szér-, oldalgyokér-eredetii vagy szénhidrat-raktarozé szervbol
alakultak at; a masik feltevés, hogy a névény és egyéb organizmus kélcsonhatasanak
eredményeként egy 1j, sui generis szerv fejlédott ki a megfelelé funkcié érdekében (Hirsch és

LaRue, 1997).

2.1.5. A szimbiotikus nitrogénkdtés molekuléris folyamata

A nitrogénkotés egy paradox folyamat, hiszen a nitrogenaz enzim miikddéséhez
energidra van sziikség, ami a sejtlégzésbol szarmazik, ugyanakkor az oxigén erésen gatolja az
enzim aktivitasat. Hogy mégis zavartalanul miikédhessen a nirtogénkotés rendszere, az oxigén
koncentracidjat a névényi partner alacsony, mikroaerob szinten tartja a giimdben, mig a
baktériumban egy szimbidzis-specifikus, nagy oxigénaffinitisi terminalis oxiddz mikédik. A
glim6 periféridlis belsd kérgében, illetve a II-es és IIl-as zona k6zott a szorosan Gsszetapadt

sejtek fizikai gatként szolgalnak, mig a giim6 belsejében egy giimOspecifikus oxigénkotod
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protein, a leghemoglobin biztositja a bakteroidok megfelel6 oxigénellatasat (Hunt és Layzell,
1997).

A redukalt, ammoénia forméaban kotétt nitrogén mérgezé vegyiilet a novény szdmara.
Ezért a n6vény a kiilonb6z6 enzimek Gsszehangolt munkéjanak eredményeként aminosavakka
alakitja at az ammoniat. Ezek koziil is a legfontosabbak a glutamin-szintaz (GS) és a
glutaminsav-szintaz (GOGAT) (Vance és Gantt, 1992). A GS/GOGAT atalakitasi kaszkad a
legmeghatarozébb nitrogén-asszimilaciés folyamat a névényekben. Ehhez szervesen
kapcsolddik a szénhidrat-forgalom, a citromsav-ciklus (Krebs-ciklus), ami mind a nitrogén
asszimilacidjdhoz, mind az aktiv bakteroid anyagcseréjéhez hozzéjarul. A legfontosabb enzim
a foszfoenol-piruvat-karboxilaz, mely kozvetve felelés a Krebs-ciklus beinditasaért, igy az
ammonium aminosavva talakitasaért is.

Az indeterminalt giim6kbo6l a kotoétt nitrogén fOleg aszparagin és glutamin aminosavak
formajaban exportalodik, a nitrogéntartalmi vegyiileteknek ez a két tipusa van jelen a
legnagyobb mennyiségben a mérsékelt 6vi pillangdsviragi névények phloem-széveteiben.
Ezzel szemben a determinalt giimék féleg ureid tipusi vegyiileteket juttatnak a névény t6ébbi

részébe.

2.1.6. Novényi gének szerepe a glimé fejlédésében

A giimoéfejlodés molekuldris mechanizmusinak analiziséhez a  kiilénb6z6
folyamatokban résztvevs gének és géntermékeik multidiszciplinaris vizsgalatira van sziikség.
Az organogenezis folyamata soran szdmos giimdspecifikus névényi fehérjét (un. nodulin)
kédolé gén (van Kammen, 1984) indukalédik és vesz részt a kiilonb6z6 1épésekben. Az

idébeli megoszlas alapjan a nodulinoknak két nagy csoportjat kiilonitjiik el. A nitrogénk&tés
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beindulasa el6tt aktivalodé géneket ,.korai-nodulin” géneknek nevezziik (early nodulin vagy
ENOD), mig a ,késbi-nodulinok” expresszidja a nitrogénfixalassal parhuzamosan vagy
kés6bb indukalédik. Kiilonb6z6 stratégidkat hasznaltak a giimében €s a gybkérben eltéréen
expresszalé gének meghatarozésara. Az egyik médszer a két szervbdl izolalt RNS-ekbdl
készitett cDNS termékek kifejez6désének dsszehasonlitisa (Gamas és mtsai, 1996; Frugier és
mtsai, 1998). Az izolilt gének funkcidjara az adatbankokban elvégzett szekvencia-
6sszehasonlitasok, illetve a giim6ben mutatott hely- és iddspecifikus kifejez6dési mintazatuk
alapjan kovetkeztettek. Ugy tlinik, hogy tobbségik sejtfalhoz kapcsolt fehérjéket kédol,
melyek valdszinlileg a giimdkialakulds és fejlédés soran fellépd sejtfal-modifikéciokban
jatszanak szerepet, mint példaul a kiilénb6z6 prolin-gazdag fehérjék (proline-rich protein vagy
PRP), mint az ENOD2, ENODS, ENOD10, ENOD12, ENOD13, PRP-4, vagy akir az
extenzinek és az Mtripl éltal kédolt peroxidaz is (Bladergroen és Spaink, 1998). Egyéb
vizsgalt nodulinok homolégiat mutatnak a lektinekhez (Bauchrowitz és mtsai, 1996), a
chalcone-szintdz és chalcone-izomeraz génekhez (Mathesius és mtsai, 1998) illetve
kitindzokhoz (Goormachtig és mtsai, 1998), de a kotott nitrogén atalakitasban kozvetleniil
résztvevl gének, mint a GS, GOGAT, PEPC vagy karbonik-anhidraz (Shi és mtsai, 1997) is a
nodulinok kozé tartoznak. Ezek, a mar beindult nitrogénkétés ideje alatt kifejez6d6 gének a
gimé szimbiotikus zoénajdban expresszalédnak, kivéve a karbon-anhidrazt, mely gén
transzkriptumat az oxigén-permeabilitasért felelGs belsé giimbkéregben mutattak ki (Coba de
la Pena és mtsai, 1997). Tovabbi fontos nodulinok a leghemoglobinok, a peribakteroid-
membran alkotdelemei (pl. NOD26), kiilonb6z6 peptid-transzporterek, a citokrém P450
(Szczyglowski és mtsai, 1997), illetve a repetitiv szerkezettel rendelkez6 Nms-25 (Kiss €s

mtsai, 1990).
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A nodulin gén elnevezést eredetileg, a kizardlag giimében kifejez6d6 gének
megjelolésére hasznéltak (van Kammen, 1984). A vizsgélatok azonban bebizonyitottak, hogy
az els6sorban giimdben indukalédé nodulin-gének egyéb, nem-szimbiotikus szovetekben is
kifejez6dnek, s6t mas, nem-pillangés novényekben is talaltak homolégot néhiny esetben
(Kouchi és mtsai, 1999). Ezek az eredmények az sugalljadk, hogy a noduldcié szamos
eseménye visszavezethet olyan Gsibb, k6zos funkcidkra, illetve génekre, amelyek léteznek
mind pillangés, mind nem-pillangds névényekben (Bladergroen és Spaink, 1998).

Az utébbi idében elterjedtek a szisztematikus szekvendlasi eljarasok, melyek
nagyszamu gén azonositasat teszik lehetévé a kiilonboz6 giimé-specifikus cDNS kényvtarak
felhasznalasaval (Gyorgyey és mtsai, 2000). A funkciondlis genomika térhéditasa a modell
pillang6sok kutatasi teriiletén el6segiti, hogy atfogd informéciéval rendelkezziink a nodulécié
folyamata soran kifejez6d6 gének expresszids mintazatardl (Cook és mtsai, 1997). Ezek a
molekularis médszerek jelentds segitséget nyujtanak a giiméfejlédés genetikai hatterének
feltarasahoz.

A noduléciéban résztvevd gének azonositisahoz vezeté masik ut a mutagenezis. A
kiilonb6z6 pillangdsokbdl szémos szimbiotikus mutanst sikeriilt izolalni. Az normaélistdl
eltér6 gilimOképzést mutatd noévények foleg két tipusba sorolhatéak: I) a megvaltozott
glimészami mutinsok, melyek vagy nem tudnak giimét kialakitani (Nod’), vagy pedig
megnovekedett szamu gimé képzésére alkamasak (szupernodulalék), IT) a kialakult giimében
nem térténik nitrogénfixalas (Fix). Az indeterminalt giim6t képz6 M. truncatula és
determinalt giimét kialakitd Lotus japonicus szolgéltatja a legnagyobb szami, kiilénb6z6
moddszerekkel el6allitott (EMS, T-DNS és transzpozon inszerciés mutagenizdlt) mutans
névények csoportjat, melyek kozoétt talalhatéak a nitrogénké6té szimbidzis kialalkulasdhoz

nélkiilozhetetlen génekben mutaciét szenvedett egyedek is. Bar a vildg szamos
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laboratériumaban prébaljak azonositani a mutaciét szenvedett géneket, a kutatdsok még csak
kezdeti stddiumban vannak. Ennek eredményeként, szimbiotikus mutinsok segitségével a
magyar munkacsoportban (MTA SzBK Genetikai Intézet Lucerna Genetikai Csoport) sikeriilt
el6szoér azonositani a nitrogénkoté szimbidzis kialakulasanak egyik kezdeti 1épéséért felelds
ndvényi gént, melynek azonositisdhoz a térképezésen alapulé génizoldlas moédszerét

alkalmaztuk (Endre és mtsai, 2002a,b).

2.2. A glicin-gazdag fehérjék altalanos jellemzése nvényekben

2.2.1. A glicin-gazdag fehérjék szerkezete

A névényi gének egy rendkiviil valtozatos, nem homogén csoportjat alkotja a glicin-
gazdag fehérjék (glycine-rich protein vagy GRP) csaladja, melynek tagjai a magas glicin
aminosav tartalom mellett t6bb eltér§ strukturalis tulajdonsaggal rendelkeznek. Tébbségiikben
a GGGX, GGXXXGG vagy a GXGX, kvazi-repetitiv glicin-gazdag motivumot tartalmazzak,
melyek kiilonb6z6 méretii fehérjéket alkotnak (Sachetto-Martins és mtsai, 2000). Ugyancsak
jellemz6 erre a géncsaladra, hogy a fehérjék aminoterminélis részén szignalpeptid helyezkedik
el, illetve bizonyos képvisel6i egyéb jellegzetes srtukturakat is hordoznak, mint példaul a
hideg-sokk domén (Kingsley és Palis, 1994), cisztein-gazdag mintazat (Rohde és mtsai, 1990)

vagy RNS-koté motivum (RNP-1 és RNP-2) (Dreyfuss és mtsai, 1998).
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2.2.2. A GRP-k indukciés mintdzata kémiai, fizikai és biologiai faktorok hatasara

A kiilonb6z6 GRP-ket kddold gének eltér6 modon és sejtek kiilonbdzd részeiben
expresszalnak, ami kiilénboz6 fiziologiai folyamatokban valé részvételre utal. TEbbségiik
kémiai, fizikai és bioldgiai faktorok altal indukalédik, illetve a novényfejlodeés kiilonb6zd
szakaszaiban eltér6en regulalodik.

Ozmotikus stressz (Gomez és mtsai, 1988; Xu és mtsai, 1995), hideg-sokk (Carpenter
és mtsai, 1994) és fizikai sériilés (Showalter és mtsai, 1991) kiilonb6z6 GRP géneket
aktivalnak. Ugyanakkor a fény (Kaldenhoff és Richter, 1989) és a cirkadian ritmus (Cretin és
Puigdomenech, 1990) is hatassal van GRP gének indukcidjara.

Szalicil-sav (Hammond-Kosack és Jones, 1996), abszciszin-sav (de Oliveira és mtsai,
1990), metil-jazmonsav (Molina és mtsai, 1997) vagy etilén (Memelink és mtsai, 1990)
szamos GRP gént indukal, mig az auxin negativ regulal6 hatést fejt ki bizonyos glicin-gazdag
fehérjékre (Reddy és Poovaiah, 1987). Patogén tdmadas, mint példaul virus- (Linthorst és
mtsai, 1990) vagy gombafertézés (Molina és mtsai, 1997) ugyancsak GRP gének
indukcidjdhoz vezet. Més esetben egy RNS-kotd GRP expresszidjat véltja ki a lucerna

gyokércsucsat tamado fonalféreg, Meloidogyne incognita nematoda (Potenza és mtsai, 2001).
2.2.3. A GRP-k sejten beliili elhelyezkedése és funkcidja

A GRP-k nagyrésze sejtfal-, illetve membran-koétott, de néhany képvisel6jiik
megtalalhaté a sejtmagban és a citoplazmaban is (Sachetto-Martins és mtsai, 2000). Szévet-

és szervspecifikus vizsgélatok kiilénb6z6 GRP gének transzkripcids aktivitasat mutattak ki

protoxylem' (Keller és mtsai, 1989), xylem (Harrak és mtsai, 1999) és phloem elemekben, de
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egyes gének megnyilvanultak az epidermisz szdveteiben is (Condit, 1993). Ezen kiviil pollen-
specifikus GRP-ket azonositottak viragb6l (Mousavi és mtsai, 1999), illetve kifejezetten a
gylimélcsérés folyamata soran kifejez6d6 glicin-gazdag fehérjéket is izolaltak (Santino és
mtsai, 1997).

Sejtfalban valo elhelyezkedése miatt, szamos magasan expresszalo GRP-t strukturalis,
sejtfal-felépité komponensként tartanak szamon (Cassab, 1998). Ezen a tulajdonsidgon
osztoznak egyéb, ugyancsak repetitiv szerkezettel rendelkezé prolin-gazdag illetve
hidroxiprolin-gazdag fehérjékkel (Cassab, 1998). Ennek ellenére szamos, a GRP-k
Valdszinlinek tartjdk a sejtek lignifikaldsdban valé részvételikket (Condit, 1993),
sejtmembran-citoszkeleton illetve sejtmembran-sejtfal kozotti kapcsolatok kialakitdsaban
végzett feladataikat (Marty és mtsai, 1996). Az RNS-k6t6 motivummal rendelkez6 GRP-k az
mRNS (messenger vagy hirvivé RNS) érésére és a génjének szabalyozaséra lehetnek hatéssal
(Heintzen és mtsai, 1994). Egyéb glicin-gazdag fehérjékrdl kimutattik, hogy lipid-tartalmi
struktirak stabilitdsit moédosithatjadk (Ross és Murphy, 1996). Mégis az egyetlen ,,valédi”
GRP funkciérdl az Arabidopsis thaliana AtGRP3 esetében beszélhetiink. Err6l a fehérjérdl
bebizonyosodott, hogy az ugynevezett WAK1 (wall-associated receptor kinase - sejtfal-kotott
receptor kinaz) szignéltranszdukciés mechanizmusaban vesz részt, ahol a WAK1 fehérjéhez
kapcsolédva aktivalja annak, a KAPP (kinase-associated phosphatase - kinaz-kotétt foszfataz)
fehérjére kifejtett hatasat (Park és mtsai, 2001; Anderson és mtsai, 2001).

A pillang6sok koziil lucernabdl is izolaltak glicin-gazdag fehérjéket (Ferullo és mtsai,
1997). Ezek a fehérjék a hideg-aklimatizalédas sordn jelennek meg a névényben.
Megallapitottak, hogy a kiilonb6z6 M. sativa fajtdk hidegtiirése valésziniileg kapcsolatba

hozhatd ezen GRP gének kifejezddésének mértékével.
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3. Elézmények

3.1. A glicin-gazdag fehérjék giimSkben

Néhany glicin-gazdag fehérjét kodolé gént azonositottak pillangdsviragiak és
Rhizobium-ok szimbiotikus egyiittéléséb6]l szdrmazd nitrogénkoté glimokbdl is. A Vicia a
Medicago fajokhoz hasonléan képes giimOképzésre, ami a Rhizobium leguminosarum bv.
viciae baktériummal vald egyiittélés sordn jon létre. A Vicia faba (16bab) faj giiméibol
készitett cDNS-konyvtar vizsgalata sordn t6bb olyan cDNS-t izolaltak, melyek GRP-ket
kddoltak (Kiister és mtsai,1995; Schroder és mtsai, 1997). A részletes kutatasok kideritették,
hogy az 6t kiilonb6z6 GRP gén (Vfnod-GRP1, Vfenod-GRP2, Vfenod-GRP3, Vfnod-GRP4 és
Vfenod-GRPS) koziil harom a korai, mig kettd a kés6i nodulinok csoportjaba sorolhaté és
egyikiik sem fejezGdik ki mas novényi szervben, csak kizarélagosan a giimSben. Az idébeli
kifejezodések eltéréseinek ellenére a GRP gének giimén beliili expresszidja hasonlénak
bizonyult. A szévettani vizsgéalatok szerint mindegyik GRP aktiv az indeterminalt giimé II-III-
as interzéna rétegében, mig a Vfenod-GRP5 az invaziés, II-es zOndban is expresszal.
Ugyancsak kifejez6dnek a nitrogénkét6, Ill-as zonaban, viszont a Vfenod-GRP3 csak a zéna
disztdlis részén. Mindegyik GRP rendelkezik szekrécids szignalpeptid szekvencidval. A
fehérjék glicin-gazdag régidja nem tartalmaz specifikus ismétlédé motivumokat és glicin
tartalmuk is csak 20-30%-0s, azaz nem éri el azt a magas 70-80%-ot, mely jellemz6 az egyéb,
mar elemzett GRP-kre. Egy masik vizsgalt pillangdsbél, a sz6jabol (Glycine max) izolaltak a
Nodulin-24-et, mely fehérje a giim6kben kialakulé peribakteroid membran egyik alkot6 eleme
(Cheon és mtsai, 1994). A fehérje els6dleges szerkezete ugyancsak szekrécids szignélpeptid

szekvenciat és magasabb glicintartalmat mutat. Egy masik tipusu nitrogénké6t kapcsolat, a
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Frankia és az enyves éger (Alnus glutinosa) k6z6tti aktinorhiza-szimbidzis kialakulasa, mely
folyamat soran ugyancsak kifejezGdnek olyan gének, melyek terméke glicin-gazdag fehérje
(Pawlowski és mtsai, 1997). A fentiekhez hasonléan a két vizsgilt fehérje is rendelkezik
szignalpeptiddel, viszont a tébbiekkel ellentétben mindkett6ben magas hisztidin aminosav

tartalom is kimutathatd.

3.2. GRP-k Medicago fajok szimbidzisabol

Az utébbi id6ben, a francia munkacsoportban késziilt Medicago cDNS kényvtirak
vizsgalata ugyancsak kimutatta olyan gének 1étezését, melyek atirédasa GRP-ket eredményez.
Igy talaltak meg a Vicia-bol izolalt Vfenod-GRP5 gén homolégjat mind M. sativa (Gydrgyey
és mtsai, 2000), mind M. truncatula (Jiménez-Zurdo és mtsai, 2000) giimdspecifikus cDNS
konyvtar szisztematikus tesztelése és szekvenalasa soran. Ugyancsak a Vfenod-GRPS5
homolégjanak tiinik az NMs22 is (Ganter és mtsai, 1998), mely gén kifejez6dése a giimd
szimbiotikus sejtjeihez kotott.

A szamos kutatis ellenére a szimbiotikus nitrogénkotés sordn kimutatott néhany
glicin-gazdag fehérjének részletesebb vizsgalatara nem keriilt sor, a nodulaciés folyamatokban

betoltott szerepiiket nem ismerjiik.
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4, Célkitiizések

Az MTA SzBK Genetika Intézetének Lucerna Genetikai csoportjdban, illetve a
francia munkacsoportban (CNRS, Institut des Sciences du Végétal) zajlé kutatasok célja a
szimbiotikus nitrogénkétésben szerepet jatszé gének megismerése és jellemzése. Dolgozatom
témajat képezo vizsgélatok elinditasakor a kovetkez6 feladatokat tiiztiik ki célul:

1. A Vicia faba-ban jellemzett giiméspecifikus GRP gének homoldgjainak izolalasa
Medicago fajokbdl készitett cDNS konyvtarakbol.

2. Az izoladlt GRP gének szovetspecifikus kifejez6désének vizsgalata, hogy
megéllapitsuk vajon valéban giimdspecifikus aktivitassal rendelkeznek-e.

3. A GRP geének kifejez6désének nyomonkdvetése a giiméfejlodés soran. Informacid
gylijtése a kiilonb6zé GRP gének miikodésének id6beli alakuldsardl; mikor indul meg a gének
expresszidja, mikor érik el a maximumukat, illetve mikor csékken le transzkripcids
aktivitasuk.

4. A GRP gének miikdéséhez sziikséges molekularis koriilmények megéllapitasa,
milyen bakteriélis jel felelGs a gének aktivacidjaért.

5. A gének expresszidjdnak térbeli meghatarozasa. A giimén beliil mely zénakban
fejezGdnek ki, esetleges eltéré zonalitasuk az expresszid idGbeli eltéréseit tiikrozi-e.

6. A magyar munkacsoportban elkészitett lucerna genetikai térkép segitségével a GRP
gének elhelyezkedésének meghatérozasa a lucerna kapcsoltsagi csoportjain beliil.

7. A génekhez tartozé genomi kldnok izolalasa, szekvencidjuk megallapitasa, a gének
szerkezetének megismerése.

8. Antiszensz génkonstrukciok és novénytranszformacios kisérletek segitségével a

GRP-k nodulacidban betoltétt szerepének vizsgalata.
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5. Anyagok és médszerek
5.1. E16 anyagok
5.1.1. Baktérium térzsek

A M. sativa és a M. truncatula nodulacios tesztjeihez a kévetkez6 Rhizobium torzseket
hasznéltuk: (I) vad tipusi, Rm4l-es Sinorhizobium meliloti; (I) Sm8368: Sm1021-es torzs
Bac™ szarmazéka, mely Tnpho inszerciét hordoz a bacA génjében (Glazebrook és mtsai,
1993); (III) AK1492-es toérzs, egy ExoKpsInf Rm41 vonal, mely mutans az exoB génben,
illetve TnS inszerci6t hordoz a fix23-as régiéban, mely kapszularis poliszaharid szintéziséért
felelGs (Ko_ndorosi és mtsai, 1984; Putnoky és mtsai, 1988). A baktériumokat 30°C-on, YTA
taptalajon (Orosz és mtsai, 1973) névesztettiikk, a mutans térzsek esetében a taptalajt 100 ug
ml™ kanamicinnnel egészitettiik ki.

A novénytranszformiciés kisérletekhez EHA105-6s Agrobacterium tumefaciens

torzset hasznéaltunk (Hood és mtsai, 1993).
5.1.2 N6vényi anyagok

A Medicago sativa ssp. sativa Sitel fajta és Medicago truncatula R-108-as dkotipus
(Hoffman és mtsai, 1997) magjait 20%-os Pasti-chlor (Argos) oldatban, szobahémérsékleten,
30 percig, gyengén razatva sterilizaltuk, majd steril vizben 4-szer mostuk és 24 éréan keresztiil
sotétben, 1%-os agar lemezen csirdztattuk. A noduldciés kinetikai kisérlethez a

csirandvényeket négyzet alaku petri-csészében, nitrogénmentes, 1% agart tartalmazd
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taptalajban (Crespi és mtsai, 1994), 28°C-on névesztettiik. 4-5 nap utan, a gyokereket ,,pont-
inokulaldssal” (spot-inoculation) fert6ztik Rm4l-es S. meliloti torzzsel. Ezutdn mintakat
gylijtottiink 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 18, 21, 28 napos giim6-primordiumbél és giimdbdl, illetve
kontrollhoz a nem fert6zott gyokérb6l. A genetikai térképezéshez hasznélt névényi anyagokat
friss, fiatal hajtasokbol gytijtottiik.

Nagy mennyiségli RNS izolalasdhoz a csirandvényeket nodulaciés tesztkamraban
névesztettiik (Hoffman és mtsai, 1997). A giim6zési teszthez a n6vénykéket 1 hétig alacsony
nitrogéntartalmu taptalajon neveltiikk, majd vad tipust S. meliloti-val fert6ztiik. A vad tipusi
giimOket a M. sativa-rél a 7. és a 21. napon, mig a M. truncatula-rél a 9., a 20. és a 29. napon
gyljtottiik. A Bac™ és Exo” mutansok esetében a giiméket a fert6zés utani 2. - 3. héten szedtik
le. Lucerna viragot, gyokeret, hipokotilt, levelet és szarat ugyancsak 2-3 hét utan gytijtéttiink a
gazdag nirtogéntartalmi oldatban nétt névényekrsl. Spontan giiméket a 2-3 hétig baktérium
és nitrogénmentes koriilmények kozott fejlodd, kivalé embriogenezissel rendelkezé M. sativa
ssp. varia A2 vonalrél tudtunk gytijteni.

A transzgenikus M. truncatula R-108-as novényeket Trinh és mtsai (1998) mddszerei
alapjan allitottuk el6. A GRP-cDNS-eket a szignalpeptid-szekvenciat kodolé rész
elhagyasaval, forditott orientacidban klénoztuk a CaMVprométer mogé, a pB35S binaris
névényi vektorba, amely bar szelekciés-gént tartalmazott a transzgenikus novények BASTA-
herbicid reszisztencidjidhoz (White és mtsai, 1990; Becker és mtsai, 1992). A transzformans
névények regeneraci6jahoz, illetve a tovabbi utédnemzedékek szelekcidjahoz is a BASTA

herbicidet alkalmaztuk.
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5.2. Molekuléris mddszerek

5.2.1. DNS-konyvtarak tesztelése, szekvenalasa

A lucerna GRP-cDNS-klénokat a M. sativa ssp. varia A2 névény fiatal giimdibél
készitett cDNS-konyvtar Vfnod-GRP1, Vfenod-GRP2, Vfenod-GRP3, Vfnod-GRP4 és Vfenod-
GRP5 (Kiister és mtsai,1995; Schroder és mtsai, 1997) Vicia faba prébakkal vald hibridizacés
tesztelésével azonositottuk. Az MtnodGRP2A és MitnodGRP2B cDNS-klonokat egy M.
truncatula R-108-as vonalbdl késziilt, giim@specifikus cDNS konyvtarbdl izolaltuk (Gyérgyey
és mtsai, 2000). A nodGRP gének genomi szekvencidinak izoladlasdéhoz a M. truncatula
Jemalong A17 okotipusb6l késziilt BAC (Bacterial Artifical Chromosome) konyvtarat
hasznaltuk (Nam és mtsai, 1999).

A klénok szekvenciijat a lanc-termindciés médszer (Pharmacia) segitségével és a
373A tipusi automata lézer szekvenator (Applied Biosystems) alkalmazasaval hataroztuk

meg.

5.2.2. Southern, Northern és RT-PCR analizis

A genetikai térképezéshez hasznilt genomikus DNS-t friss, fiatal hajtasokbél izolaltuk
(Dellaporta és mtsai, 1983), melyb6l 10-15 pg-ot emésztettiink kiilénboz6 restrikcids
endonukledzokkal (Amersham, Fermentas, Promega). Az egyéb DNS-izolalasi munkakat
Maniatis és mtsai (1982) dltal leirt utmutatdsok alapjan végeztiik. Az §ssz-RNS-eket az
RNeasy mini kit (Qiagen) segitségével izolaltuk a kiilonb6z6 lucerna szovetekbdl, melyekbdl

8 pg-ot hasznéltunk a Northern-blotthoz. Az RT-PCR kisérletekben 1 pg RNS-t kezeltiink
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DNézzal (DNase pure, Amersham), majd M-MLV reverz-transzkriptaiz (Promega)
segitségével, RNaz-inhibitor (RNasin, Promega) és oligo-dT primer jelentlétében
komplementer DNS-t szintetizaltunk. Az Msenod40-et (Crespi €s mtsai, 1994), az Msc27-et
(Gyorgyey és mtsai, 1991) és az Mtc27-et 17 ciklusban (94°C 30°°, 55°C 30”’, 72°C 1°), mig
az MsnodGRP-ket, illetve a TC40868-at, a TC41363-at (TIGR database, www.tigr.org) és az
MiN29-et (Gamas és mtsai, 1996) kdédolé szekvencidkat 21 ciklusban amplifikaltuk. A
gélelektroforézis utan a DNS és RNS mintékat nylon-membrahoz (BioTrans, ICN) blottoltuk
20x SSC (DNS) illetve 10x SSC (RNS) oldatok segitségével. A probakat ,random-priming”
médszerrel (Amersham), o(*’P)-dCTP radioaktiv nukleotiddal jelsltiik. A hibridizaciét 36
6ran keresztiil, 65°C-on, 0.5 M Na-foszfatot (pH 7.2) és 7% SDS-t tartalmaz6 pufferben
(Church and Gilbert, 1984) végeztiik, majd a filtereket kétszer mostuk 2x SSC / 0.1% SDS és
1x SSC / 0.1% SDS oldatokban. A genetikai térképezésre hasznalt membranok (RFLP)
esetében egy 0.1x SSC / 0.1% SDS mosést is alkalmaztunk. A hibridizaciés jeleket
,phosphor-imager screen”-en, illetve fényérzékeny filmeken (autoradiogram) exponéltuk. A
hibridizécids jelek intenzitdsdnak normalizalasahoz a Phosphor-imager STORM (Molecular

Dynamics) specifikus komputeres szoftverjeit hasznaltuk.

5.2.3. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciés kisérletekhez de Almeida Engler és mtsai (2001) titmutatasait
kovettiik. Probaként 200 bazispar hosszisag, >°S izotoppal jelslt szensz és aniszensz RNS-
ket hasznaltunk, melyek a glicin-gazdag domént kdédol6 szekvenciarészeket tartalmaztak. A
hibridizalt metszeteket Kodak NTB-2-es emulziéban exponaltuk, a hibridizacios jeleket

fluoreszcens-fény mikroszképban és CCD kameraval vizsgaltuk.
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6. Eredmények

6.1. Glicin-gazdag fehérjéket kodolé cDNS-ek izolalasa Medicago giimékbsl, elsédleges

szerkezetiik vizsgalata

A francia munkacsoportban mar korabban elkészitették a M. sativa ssp. varia A2
ndvény giimdspecifikus cDNS-konyvtarat. Ezt teszteltik a kiilonb6z6 Vicia faba cDNS-
kiénokbdl (Vfiod-GRP1, Vfenod-GRP2, Vfenod-GRP3, Vfnod-GRP4 és Vfenod-GRPS)
készitett hibridizacids prébakkal (Schroder és mtsai, 1997). A hibridizacié soran alacsonyabb
stringenciaju koriilményeket biztositottunk, hogy mind az ortolég, mind a paralég cDNS-eket
kimutathassuk. A hibridizacids tesztek eredményeképpen 37 kiilonb6z6 cDNS-klént
izolaltunk, melyek négy eltér6 gént képviseltek. A Vfinod-GRP1 probaval 11 cDNS-t
azonositottunk, melyek az MsnodGRPI gént hatiroztdk meg. A két fajban a nukleotid
szekvenciak alacsony, 66%-0s homolégiat mutattak, ami fehérje szinten 62%-os hasonlésagot
és 41%-os azonossagot jelentett. A Vfhod-GRP4 prébaval 16 megfelelé klént talaltunk,
melyek két tipustiak voltak; az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B klénok magas homoldgiat
mutattak egymashoz, ugyanakkor eltértek a Vfinod-GRP4-t6l. A Vfenod-GRPS hibridizaci6ja
eredményeként 10 cDNS-klént izolaltunk, melyek az MsnodGRP3 gént reprezentaltik,
nukleotid szekvencidjuk 72%-os homolégidt mutatott a két faj kozott. Az alacsonyabb
srtingencidji hibridizaciés koriilmények miatt, egyéb, nem giiméspecifikus GRP-ket is
izolaltunk. Ezek kozott volt egy a poli-adenilaciés-hely kotéséért felel6s, szamos novényben
leirt GRP gén (Lee és mtsai, 1997) Medicago homoldgja, illetve egy nemrég jellemzett
lucerna GRP szekvencia, mely egy a gyokéren él6sk6d6 Nematoda hatdsara indukalédik

(Potenza és mtsai, 2001), de ezek a klénok nem keriiltek késGbbi tanulmanyozasra.
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MsnodGRP1l-11l2aa
MKTKLFVSACFYALLFIFLVAIMPSEGKQSGVTKKSMINIGV 42

HGYANWLGRGAVQDGGKHSWANVKGSKGTSWWASGGKGGVGA 84
KGDKGGKGGGGGYKIPIPGEGKGGGGKL 1812

MsnodGRP2A-10laa
MKTKSIISVSFICALVFISVVAIESSKDEKKFGEMEEFKLKV 42

SWRPPGGSWTSHGVKRKGGKGGSKGGSGSEGNGGEGGAQGGG 84
GQIEGGKDKGSGLDARG FOL

MsnodGRP2B-11l4aa
MKTKSIISFSFICALVFISVVATEPSKDEKQFGEIEEFKFKV 42

SWNRGAWTWPVIVVKGKGGKGGSKGGSGSGGNGGEGGAQGGG 84
GQIDGGKDKGSGLDARGGENNKIGWGYLKN 114

MsnodGRP3-217aa
MKIKHFFFMFFLCLLLLISTMAIQTSNDGNQF 32

GVTKESKTKVGMDGWRDWGGS FWEDAQENNGGEDKEGGES KR!
GVTKESKTKI Iasmcs GEENNGGGHEIEGGO|AEEEE
GVTRERKTK I GDGWRDWGGS FWEDGORNNGGGDIEGGQGK GRS

Sxeforvies v e ERE R  EvEe IR 19¢
EGNESGRDNIDGYSGGGLN 217

1. abra. A M. sativa giimokben kifejez6do gének altal kodolt glicin-gazdag fehérjék elsédleges szerkezete.

A glicin aminosavakat vastag betilivel, a szignalpeptidet alahuzassal jeloltik. Az MsnodGRP3 repetitiv
doménjeiben (33-74, 75-114, 115-156, 157-198) a legalabb két doménben azonos aminosavakat fekete hattérrel,
a hasonléakat sziirke hattérrel emeltiik ki. A WRDWGGSFW oligopeptid motivum kezdeti és végpontjat
fiiggdleges nyillal jeloltiik.

Az MsnodGRPI1, MsnodGRP2A, MsnodGRP2B klénok szekvencigja részleges volt,
nem tartalmaztdk a teljes hosszusagi RNS-nek megfelelé cDNS-t. Mivel a cDNS-ek 5’ végi

kddolo szakaszabol csak révid, néhany nukleotidot tartalmazé szekvenciarészlet hianyzott,
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1. domén

Y |

MsnodGRP3 VK IKEey FMFFLCLLLLISTMAIQTSNDGNQFGVTKESKTK ~IDGWRDWGGSF EDDKEGGSI' 74
NMs22 MFFLCLLLEISTIRATQTSKDGNQFGVTKESKTKENI DGWRDWGGS FigDi) DKEGGES KNS
VEGRP5 MK KIgAYFVEFLCELELT STVEVE TG« 28

2. domén 3. domén

| v v |
MsnodGRP3 GVTKESKTKIGIDSWRDWGGSFWGSGEENNGGGEEEGGQVéVTREFmIE I NNGGGDIECCOC KGNS
MME22 e el R el S N e KEKGEVHESVj§seiuisiele\a DN VB K ENYERENNAElo SN 108
VEQRES 20 0, et LSt ST it p e S EAIE K TKNMGRDEWRDWGGSFWEDE UGGDKDGG"'PR(, 70

4. domén

| V Y
MsnodGRP3 INKESAH N 9SG Ef? 217
NMs22 @EKENVG-INNEGEH F. KNES ...... QLK 168
VEGRPS RSO RDGG S FED EFENEGIRTE KRG ERaR EREFVEE . . 133

2. abra. A MsnodGRP3 és homologjainak 6sszehasonlitasa.
Az MsnodGRP3, Vfenod-GRP5 (VfGRP5) és a lucerna NMs22 fehérjéinek Osszehasonlitdsa. A repetitiv
doméneket vizszintes vonallal, a konzervativ oligopeptideket fliggbleges nyillal jeloltiik. Az azonos és hasonlo

aminosavakat az 1. abra szerint jeloltiik.

ezért a rokon M. truncatula-bol készitett EST (Expressed Sequence Tag) adatbazisokban
(TIGR database - www.tigr.org) lefuttatott homoldgia-keresd programok segitségével
meghataroztuk a klénok teljes szekvenciajat. Mindegyik cDNS kis méretii fehérjét kodolt. Az
MsnodGRP1 112, az MsnodGRP2A 101, az MsnodGRP2B 114, az MsnodGRP3 fehérje
pedig 217 aminosavbél allt (1. abra). Mindegyik GRP egy glicin-gazdag karboxiterminalis
részt, illetve egy aminoterminalis, sejtmembranon keresztiili transzportot iranyitd
szignalpeptidet tartalmazott, amit von Heijne (1986) algoritmusa alapjan hataroztunk meg.
Habar a GRP-k altalanos jellemzdje a glicin-gazdag motivumok t6bbszori ismétlddése, sem az
MsnodGRP1, sem az MsnodGRP2A ¢és az MsnodGRP2B fehérjék nem tartalmaznak ilyen
ismétlédéseket. Ezzel szemben az MsnodGRP3-ban megfigyelhetd egy hosszabb ismétlédod
szerkezet, 42 aminosavbdl allo, egymast kdvetd négy nagyon hasonlé oligopeptid, melyek
mindegyike tartalmaz egy WRDWGGSFW aminosav ismétlédést (1. dbra). Az MsnodGRP3

ortolog parjat, az MtnodGRP3-at egy giimdspecifikus M. truncatula cDNS-konyvtar tesztelése
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TC41363 IEPF@FISEV@SFLVD . .[iDCERGEGGEDGDWCEEMHSNVDWETLEQEEF 77
MEN29 pmpmﬁxms. .. . VEBTENSENEIGVE . . BVEDEHNGDEGGNVDELFENIIHRMVDKLLE 73
MsnodGRP2B  [[TGNE SFSFE. B S INElEA T ARy KEKGGKGG SKGGSGSGGNGCIS
Menodcre2s  (ENREEERS - I BT SR R . - TR ol e e - 7
MsnodGRP2A SSSLE. N S RIDGGEWISHG VKIKGGKGG SKGGSGSEGNGGINNS
MtnodGRP2a  [INEEEEERRSERREE ETEEFKIFKINY SIRIZEGGEINEHGVKEKGGKGGSKGGSGEGGNGEEIT
rceosss  |EGRHPEEGe EEERR EOR CRE T  TE R i v EECl e . - sREEAER v EE ORI 7
TC35313 . @FMFL&FWLW@S@AKES@NIEVDGKVRWS@GRATWRSGSGNQNE@{NS1INYSDK 78
TC41363 GEEPFEZESRGGEENGRFCEGHEWENEGEGGGGEEGEGEEEEGFSEYEETGEYP 131
MtN29 GEKRREH . . RRGRNEGNWCEGHEYSSVREGYEGPEGCEYEGRGGEEGGWEAGVHEENFERGENEEPGLG 139
MsnodGRP2B e ECEChI e IO RE . . . EENNKIEWEYLKN 114
MtnodGRP2B  HINEEEcEI e BIEam R EGCREENNN IEWE Y LKN 117
LERCY (6P Y Sl - GGAQGGGE0 T EGGKDKGSGLDARIG 101
MtnodGRP2A O ECE:=PH e BREREMNECEGGEDQIIK 109
TC40868 GKSEREEEER . KEgsENEeNEEP 99
TC35313 ABNNENOESGGSEDSGENRNEGCMSNVHEEKL 110

3. abra. A GRP2 és hasonl6 fehérjék osszehasonlitasa

Az MsnodGRP2A, az MsnodGRP2B, az MtnodGRP2A, az MtnodGRP2B, az MtN29 és a kiilonbozé M.
truncatula EST-kr6l (TC40868, TC41363, TC35313) szarmaztatott fehérjék parhuzamos Osszehasonlitdsat
dbrazoltuk. A feltételezett szignalpeptid szekvenciak hasitasi helyét nyillal jeloltik. A legaldbb négy

szekvencidban azonos aminosavakat fekete hattérrel, a hasonléakat sziirke hattérrel emeltiik ki.

és szisztematikus szekvenalasa soran a francia munkacsoportban mar izolaltak (Gyorgyey és
mtsai, 2000). A Medicago GRP3 fehérjék aminosavsorrendje a 94%-os hasonlésag mellett
88%-ban azonosnak bizonyult. A GRP3 molekularis felépitése nagy hasonldsagot mutatott a
lucerna NMs22 és a Vicia Vfenod-GRPS5 fehérje szerkezetéhez (2. abra). Habér a fehérjék
kiilonbdzd méretiiek voltak, mindegyik tartalmazott egy N-terminalis szignalpeptidet és
ismétl6dé glicin- gazdag doméneket. A GRP3 négy doménjével szemben, az NMs22 harom
domént tartalmazott a WRDWGG oligopeptid motivummal, mig a Vfenod-GRPS5 fehérje
minddssze két doménje szintén a WRDWGGSFW oligopeptid mintazattal rendelkezett.

Az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B fehérjék hasonlésaga a Vinod-GRP4-hez kisebb
mértékiinek bizonyult (62%-0s hasonlosag és 43%-os azonossag MsnodGRP2A-val, 64%-os

hasonldséag és 46%-os azonossag MsnodGRP2B-vel), mig egymassal 85%-o0s hasonldsagot €s
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MtnodGRP1A
MtnodGRP1B
MtnodGRP1C
MsnodGRP1

MtnodGRP1A
MtnodGRP1B
MtnodGRP1C
MsnodGRP1

MKTKLFVSACFYALLISIM)JVAIMPSE

MKTKLFV STCFLALLHIFL»HIMPDE...‘
MKTKLFY ﬁﬁCanL IFLVAIMPEIEg

EGKGGGZKeGenle) e
bIGGGEiab DGKL

37
59
78
61

108
130
148
112

4. abra. Az MsnodGRP1 és MtnodGRP1-ek aminosavsorrendjének dsszehasonlitasa.

A legalabb négy szekvenciaban azonos aminosavakat fekete hattérrel, a hasonléakat sziirke hattérrel emeltiik ki.

80%-0s azonossagot mutattak (3. abra). Annak a meghatérozaséra, hogy az MsnodGRP2A és
MsnodGRP2B allélikus variansok-e az idegenbeporzd, tetraploid M. sativa genomjaban, vagy
két kiilonboz6 génrdl szarmaznak, egy M. truncatula giimGspecifikus cDNS-konyvtart
teszteltiink a lucerna klénokkal. Ennek eredményeként sikeriilt izolalni a MtnodGRP2A és
MtnodGRP2B klénokat, amelyek bizonyitottdk, hogy ezek a GRP-k kiilonb6z6é gének
termékei. Az MtnodGRP2A ¢és MtnodGRP2B proteinek szignalpeptidjei szignifikans
homol6giat mutattak az MtN29 (Gamas és mtsai, 1996) szignalpeptidjéhez, illetve olyan
feltételezett glicin-gazdag fehérjékhez, amelyek a M. truncatula EST adatbankokban talalhat6
szekvencidk altal lettek meghatarozva (TC40868, TC41363, TC35313). Ezek ugyancsak
kisméretli fehérjéknek bizonyultak, egy N-termindlis szignalpeptiddel valamint az atlagnal
magasabb glicintartalommal rendelkeztek. A szignéalpeptid szekvenciak kozott 80%-os
homoldgia értékek voltak, mig a glicin-gazdag régidk csak 60-65%-os hasonldsagot és 30-
35%-o0s azonossagot mutattak. A M. truncatula giimdspecifikus cDNS-kényvtar MsnodGRP1-
gyel vald tesztelése soran harom varidnsra talaltunk: MtnodGRPIA, MtnodGRPIB ¢és
MtnodGRPIC. A réluk atir6dé fehérjék nagy mértékben hasonldéak voltak az MsnodGRP1-
hez az N-terminalis szignalpeptid részen és a C-terminalis régioban. A szignalpeptidet kovetd
oligopeptid jelen volt a MtnodGRP1B, MtnodGRP1C és MsnodGRP1 proteinekben, viszont

hianyzott a MtnodGRP1A-bol, ezzel szemben egy kb 30 aminosav hosszisagu rész
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MsnodGRP1

MsnodGRP2A,
MsnodGRP2B

MsnodGRP3

RNS

5. abra. Az MsnodGRP gének giiméspecifikus expresszidja.

A lucerna viragbél (V), spontan giimébél (SG), fiatal (7-napos) giimébdl (FG), érett (21 napos) giimébél (EG),
gyokérbol (GY), hipokotilbol (H), levélbol (L), és szarbol (SZ) izolalt RNS-sel készitett Northern-analizishez az
abra jobb oldalan talalhaté hibridizacids probakat hasznaltuk. Az etidium-bromid festés az RNS tartalom

kimutatasara szolgalt.

mindegyik MtnodGRP1 kozéps6 régidjaban megtalalhaté volt, mig az MsnodGRP1 nem

tartalmazta ezt a szekvenciat (4. abra).

6.2. Az MsnodGRP gének kifejez6désének vizsgalatai

6.2.1. A GRP-k szervspecifikus expresszidjanak analizise

A Kkiilonbdz6 GRP gének expresszids vizsgalatahoz Northern-analizist alkalmaztunk.

Total RNS-t izolaltunk a lucerna kiilénbozé szerveibdl: viragbdl, gyokérbol, hipokotilbdl,

levélbol, szarbdl, illetve fiatal (7-napos), érett (21-napos) €s spontan giimobdl. A kiilonb6zo
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szévetek RNS-ét etidium-bromid festékkel tettiikk lathatéva a formaldehid-agar6z tartalmu
gélben. A hibridizaciok eredményeképpen megallapitottuk, hogy egyik MsnodGRP gén sem
fejez6d6tt ki viragban, levélben, szirban, hipokotilban, gySkérben vagy spontédn giimében (5.
dbra). Ezzel szemben mindegyik GRP expresszilt a S. meliloti 4ltal indukalt giim6kben. Az
MsnodGRP1, illetve az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B gének foleg a fiatalabb giimékben
fejez6dtek ki, mig az MsnodGRP3 transzkripciés aktivitdsa folyamatosan nétt a giiméfejlédés
soran. Az MsnodGRPI hibridizaciés préba két kiilénb6z6 nagységt transzkriptumot jelzett,
melyek koziil a kisebbik felelt meg az MsnodGRPI cDNS méretének. A nagyobbik RNS
szdrmazhat egy masik, nagyon hasonlé gén miik6désébdl, habar a M. sativa ssp. varia A2
glim8specifikus cDNS-kényvtar tesztelése sordn az ugyancsak abundans, nagyobb méretii
RNS-nek megfelel6 cDNS nem volt kimutathaté. Az is lehetséges, hogy kiilénbozo
poszttranszkripcionlis mechanizmusok (eltér6 poliadenilacié, ,.alternative splicing”) is

kozrejatszanak az eltéré méretii RNS-ek kialakulasaban.

6.2.2. A Rhizobium-fert6zés szerepe az MsnodGRP gének indukcidjaban

A Northern-analizissel demonstraltuk, hogy a GRP gének valédi nodulin-gének. A
spontan giimékben nem mutathaté ki MsnodGRP expresszi6, ami arra utal, hogy a bakterialis
fert6zés elengedhetetlen ezen gének indukcidjdhoz. Ennek tovabbi bizonyitaséhoz, az
MsnodGRP gének kifejezGdését két olyan mutins S. meliloti térzs segitségével vizsgaltuk,
amelyek a vad tipusi baktériumhoz hasonléan termelték a Nod-faktort és beinditottak a giimé
kialakuldsat, viszont a baktérium-invazid, illetve a bakteroid-differenciicié folyamataban
elérést mutattak. Az AK1492 vonal a S. meliloti 41-es torzs dupla mutansa, mely nem képes

vad tipusu exopoliszaharidot (EPS), illetve kapszularis poliszaharidot termelni, igy nem képes
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6. abra. Az MsnodGRP gének expresszidjanak valtozasa a S. meliloti fert6zés hatasara.

Az RT-PCR analizist a lucerna gydkerébol (GY), Bac™ giimébol (BG), Exo™ giim6bdl (EG) és spontan giim6bol
(SG) izolalt RNS-bdl szintetizalt cDNS-ek, MsnodGRP-kre specifikus pimerek és az abra jobb oldalan jelzett
hibridizacids probak segitségével készitettiik el.

a giim6k invazidjara (Exo'KpsInf mutans). A masik, a bacA génben mutans 8368-as torzs
ugyan termel vad tipusu poliszaharidokat, de az invéaziét kévetéen nem képes bakteroidda
differencialédni (Bac’). Az AKI1492 baktérium altal indukalt giimékben mindegyik
MsnodGRP gén kifejezédése drasztikusan redukalddott, mig a Bac™ giimékben a GRP gének
miikédése nem valtozott (6. abra). Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy az MsnodGRP
gének indukcidjat bakterialis poliszaharid kontrolalja és/vagy Rhizobium-invazi6 sziikséges a

gének kifejezédéséhez.
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6.2.3. Az egyéb GRP-k indukcidjaban szerepet jatszé faktorok hatasa a MsnodGRP génekre

Szamos vizsgalt GRP gén esetében kimutattik, hogy kiilonb6z6 kémiai, fizikai és
biolégiai faktorok hatidsira megvaltozhat expresszidjuk. Ezért az MsnodGRP géncket is
teszteltiik, hogy kideritsiik, vajon a Rhizobium indukcié mellett mas hatasok is befolyasoljék
génjeik miik6dését. A lucerna gySkerét kiilonb6zd anyagokkal kezeltiik, illetve eltérd
kérnyezetei tényez6k kozott novesztettiik. Naftil-ecetsavval (NAA), abszciszinsavval (ABA),
gibberelinsavval (GA;) és kinetinnel, illetve stressz-koriilmények kozétt, hdsokkal (37°C),
hidegsokkal (4°C), hipoxiaval (+H;0) és szaritassal (-H,O) kezeltiik a lucerna gyokereket. A
gyokerekb6l RNS-t izolaltunk, majd ebbdl cDNS-t készitve RT-PCR segitségével vizsgaltuk
az MsnodGRP gének expresszidjanak esetleges valtozasat. Az eredmények az mutattak, hogy
az alkalmazott kezelések nincsenek hatassal egyik GRP gén indukcidjara sem, igy tovabb

erdsitik a vizsgalt GRP-k giimGspecifikus szerepének valdszintliségét.

6.2.4. Az MsnodGRP2A-hoz és MsnodGRP2B-hez hasonld M. truncatula gének

giim@specifikus expresszidja

Habar a M. truncatula TC40868, TC41363 EST-krdl atir6dé, illetve az MtN29 fehérje
csak a szignélpeptid régioban mutatott hasonlésagot az Ms/MtnodGRP2 proteinekhez, a
viszonylag magas glicin tartalmuk miatt megvizsgaltuk génjeik kifejez0dését. M. truncatula
R-108-as dkotipustii novény kiilénbozé fejlédési allapotban 1évé giim6ibél és Nod-faktorral
kezelt gyokérb6l RNS-t izolaltunk, majd ¢cDNS-t szintetizaltunk. Specifikus oligonukleotid
primereket hasznilva a génekhez tartozé cDNS fragmenteket felsokszorositottuk, majd a

megfeleld probakkal Southern analizist végeztiink (7. abra). Az eredmények alapjan
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7. abra. A GRP2 szekvenciahoz hasonlé M. truncatula gének expresszidja a giimokben.
A TC40868, TC41363 és MtN29 gének expresszidjat M. truncatula R-108-as novény gyokerébdl (GY), fiatal (9
napos) giiméjébél (FG), nitrogénfixalé (21 napos) giiméjébol (NFG) és érett (29 napos) giiméjébdl (EG) izolalt

hibridizacids probakat az abra jobb oldalan jeloltiik.

megallapithatd volt, hogy egyik gén sem fejezddik ki gyokérben, mig mindegyik indukalodik
a giimoéfejlédés soran. A TC40868 esetében a legmagasabb expresszid a mar nitrogénfixald
giimében volt, mig a 7C4/363 génje fiatal giimében fejezodostt ki erdsebben. Az MtN29
expresszidja fiatal és nitrogénfixald giimében is hasonldan alakult. A giimd 6regedése soran

mindharom vizsgalt GRP gén expresszidja csokkent.

6.2.5. Az MsnodGRP gének kifejezédésének idébeli alakulasa a giimében

A GRP gének giiméfejlédés soran kifejtett indukcidjanak részletes kinetikajat RT-PCR
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8. dbra. Az MsnodGRP gének és az Msenod40 expresszios kinetikdja a giimofejlodés soran.

Az RT-PCR analizishez a cDNS-ta 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 18, 21, 28 napos gyokérbdl illetve giimobdl izolalt
total RNS-bdl készitettiik. A PCR reakciohoz specifikus primerket hasznaltunk (A.) MsnodGRPI-hez (nG1), (B.)
MsnodGRP2A-hoz és MsnodGRP2B-hez (nG2A4 és nG2B), (C.) MsnodGRP3-hoz (nG3), illetve (D.) Msenod40-
hez (en40). A hisztogramok az Msc27 (c27) hibridizacids jelének intenzitdsahoz mért normalizalt allapotot

mutatnak.

kisérletekkel vizsgaltuk. RNS-t izolaltunk steril, nitrogénmentes koriilmények kozott
novesztett novények gydkerébdl, illetve S. meliloti-val inokulalt 0-3 napos gydkérbdl, 4-5
napos giimé-primordiumbdél, 7-10 napos fiatal giimébél és 15-28 napos érett giimébol, majd
ezekbdl a mintakbol cDNS-t szintetizaltunk. A GRP-mRNS-ek akkumulaciéjat megmeértiik és

normalizaltuk a konstitutiv Msc27 expressziéjahoz viszonyitva, amely megmutatta a
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kiilonb6z6 mintak cDNS tartalmat (8. dbra). A giim6fejlédés kontrolljaként egy korai-nodulin
gén, az Msenod40 expresszibjat is vizsgaltuk (8D. 4bra). A gyokérben detektalt gyenge
hattérjel mellett az MsnodGRP!I mRNS szintje 4 napos giimGben nagy mértékben
megndvekedett, 5 napos giim6ben elérte a maximuméit, majd a giim6fejlédés tovabbi
szakaszaiban is magasabb szinten maradt (8A. abra). Az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B
esetében nem volt expresszi6 a gyokérben, a gének indukcidja az 5 napos giimbében kezd6dott
(1 nappal kés6ébb mint az MsnodGRPI), majd a 7 napos giimében elérte maximumat (8B.
dbra). A giim6-organogenezis tovabbi szakaszaiban az MsnodGRP2 gének expresszidja
er6teljesen lecstkkent. Az MsnodGRP3 génje csak a 7 napos giimében indukalédott, viszont
aktiv maradt a giiméfejlédés kés6bbi, ténylegesen nitrogénfixalé szakaszaiban is (8C. abra).
Ha 6sszehasonlitjuk az MsnodGRP-k expresszidjat, akkor lathatjuk, hogy az MsnodGRP1 két
nappal, az MsnodGRP2-k harom nappal, az MsnodGRP3 pedig S nappal kés6bb indukalodik,

mint az Msenod40, amelyik a fert6zés utani masodik napon mar expresszal.
6.2.6. Az MsnodGRP gének expresszidjanak térbeli mintazata a giimon beliil

In situ hibridizacié mddszerét valasztottuk, hogy meghatarozhassuk a GRP gének
térbeli kifejez6dését a giim6kben. Szensz és antiszensz RNS-prébakat szintetizaltunk a
kiilonboz6 MsnodGRP-cDNS-ekre jellemz6 glicin-gazdag régidik felhasznilasaval. Az
MsnodGRP2A és MsnodGRP2B esetében egy ko6z0s, specifikus prébat hasznaltunk. A
hibridizaciéhoz felhasznalt metszeteket eltérd fejlettségi allapoti lucerna-giim6kbol
készitettiik, hogy az organogenezis minden allapotat vizsgalhassuk.

Az MsnodGRPI transzkriptumat a giimdcstcsban, a II-es zondban detektaltuk, mig a

nitrogénkétd, Il-as zénaban nem volt jelen (9A. abra). A II-es z6nan beliil, azok a sejtek
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9. abra. Az MsnodGRP transzkriptumok lokalizacidja M. sativa giimokben in situ hibridizacio segitségével.

Az antiszensz hibridizacios probak specifikusak voltak az MsnodGRP1-re (A. és B. alpont), MsnodGRP2-re (D.
és E. alpont) és MsnodGRP3-ra (G. és H. alpont). A szensz hibridizaciés probak negativ konrollként szolgaltak
MsnodGRP1-re (C. alpont), MsnodGRP2-re (F. alpont) és MsnodGRP3-ra (L. alpont). A nagysagmérték 200pum-

t jelez minden esetben.
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expresszaltdk legmagasabban az MsnodGRPI-et, amelyek a II-Ill-as interzénédhoz kozel
helyezkedtek el, vagy magaban az interzénaban (9B. &bra). Az MsnodGRP2 gének kizardlag a
II-II-as interzénaban fejezédtek ki (9D. 4bra), azon beliil is foleg egy sejtrétegben (9E. abra).
Az MsnodGRP3 a giimGcsicsban nem expresszalt, foként a nitrogénkotd sejtekben fejez6dott
ki (9G. abra). Néhany esetben azonban a hibridizaciés jel ersebb volt a korai szimbiotikus
zénaban, mint az kés6i Ill-as zdéna sejtekben (9H. abra). A szensz RNS-probakkal végzett
kisérletek nem mutattak hibridizacids jelolést (9C. abra, 9F. abra, 91. abra). Ezek a negativ
eredmények és az eltér6é expresszidés mintazatok bizonyitottak, hogy a kiilénbdzd hibridizacidés

jelek specifikusak voltak mindegyik MsnodGRP-re.

6.3. A kiilonb6z6 GRP gének genetikai térképhelyének meghatarozasa

A magyar munkacsoportban elkészitették a lucerna részletes genetikai térképét (Kald
és mtsai, 2000). A genetikai térkép két diploid lucerna alfaj (M. sativa ssp. quasifalcata, M.
sativa ssp. coerulea) keresztezésébil létrejott F1 n6évények egyik egyedének dnbeporzasabol
szdrmazé F2 szegregald populacié egyedeinek genetikai analizisével késziilt. Féleg
molekularis markerek segitségével meghatéaroztak az F2 ngvények genotipusat t6bb mint 1500
l0kuszra és Osszeallitottdk a M. sativa kapcsoltsagi térképet, melynek nyolc kapcsoltsagi
csoportja megfeleltethet6 a lucerna haploid kromoszéma-készletének.

A kiilénb6z6 molekuléris térképezési modszerek kéziil az RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) technikat alkalmaztuk. Az F2 egyedek genomi DNS-ét EcoRI
restrikciés endonukledzzal emésztettiik és blottoltuk, majd a kiilénb6z6 MsnodGRP-cDNS-
ekbdl készitett probakkal hibridizaltuk. A szegregilé populacié névényeinek genotipusai

segitségével meghataroztuk a GRP gének elhelyezkedését a kapcsoltsagi csoportokban
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10. abra. Az MsnodGRP gének elhelyezkedése a kapcsoltsagi csoportokban.

A kapcsoltsagi csoportok megszerkesztéséhez néhany vaz-markert hasznaltunk fel, melyek egy részét RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) markerek alkottak (Kalo és mtsai, 2000). A kapcsoltsagi csoportok jobb
oldalan jeloltik a markerek neveit, bal oldalan a markerek kozotti genetikai tavolsagot centimorganban (cM)
megadva. Az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B gének az U452 és OAI144 RAPD markerek kozott, az
MsnodGRP3 gén a homolég NMs224 gén és U65 RAPD marker kozott helyezkedik el a 2-es kapcsoltsagi
csoportban (LG2) (A. alpont). Az MsnodGRPI génjét az Ul5] és U9 RAPD markerek hatéroljak az 5-0s
kapcsoltsagi csoportban (LGS) (B. alpont).

(10. abra). Az MsnodGRPI génje a 75.4 cM (centimorgan) hosszisagu 5-6s kapcsoltsagi
csoportban (LGS5) talalhatd (10B. abra), mig az MsnodGRP2A, MsnodGRP2B és MsnodGRP3
gének a 107 ¢cM nagysagu 2-es kapcsoltsagi csoportba (LG2) térképezddtek (10A. abra). Bar

az MsnodGRP2 gének és az MsnodGRP3 gének ugyanabban a kapcsoltsagi csoportban
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talalhatéak, egymastdél nagy fizikai és genetikai tavolsagban (kb 45-46 cM) helyezkednek el.
Az MsnodGRP2A és MsnodGRP2B gének kozott nem tudtunk kimutatni genetikai tavolsagot.
Az MsnodGRP3-hoz ugy.ancsak nagyon kozeli genetikai tavolsaban helyezekedik el (1 cM-on
beliil) az egyik homolog génnek, az NMs22-génnek az egyik 16kusza, az NMs22A4 (10A. abra).
Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy a kis genetikai tavolsag viszonylag kis fizikai kiilénbséget
takar, vagyis a két gén esetleg egy kozos ,.cluster’-ban helyekedik el. Az MsnodGRP1 gént6l
legalabb 1 cM tavolsagban taldlhaté egy masik fontos nodulin-gén, a leghemoglobin egyik

16kusza, az LbMsI (10B. abra).
6.4. Az Medicago GRP gének molekularis szerkezetének vizsgalata

Az MsnodGRP gének részletes vizsgalatahoz a genomi DNS izolaldsara volt sziikség.
Mivel megfelel6 mindségii M. sativa genomi klénokat tartalmazé konyvtar nem allt
rendelkezésre, ezért a kozeli rokon faj, a M. truncatula genomialis DNS-€bol készitett,
molekularisan konnyen kezelhet6 és nagyméretii klénokat (50-200 kilobazis) tartalmazé, BAC
(Bacterial Artifical Chromosome) kényvtarat hasznéaltuk a nod GRP gének izolalasara (Nam és
mtsai, 1999).

A BAC-filtereket a kiilonboz6 MsnodGRP-cDNS-ekkel hibridizaltuk, melynek
eredményeként 10 klént talaltunk pozitivnak, az MsnodGRP1-hez négy klén (26C20, 35J3,
48124, 65F15), az MsnodGRP2A/B-hez is négy klén (11KS, 27M14, 79F4, 79F11), mig
MsnodGRP3-hoz két klén (13P2, 40D15) tartozott. A DNS izoldlds utan mindegyiket
megemeésztettik EcoRI és HindIIl restrikcids enzimekkel, majd a megfelelé probakkal
visszahibridizaltunk. Az emésztési és hibridizaciés mintézat alapjan megallapitottuk, hogy az

MsnodGRP2A/B-nek megfelel6 négy klon és az Msnod GRP3-hoz tartoz6 két klon atfedi
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11. abra. Az MtnodGRP gének szerkezete.

A gének exonjait vastaggal kiemeltiik, az exon-intron viszonyokat méretaranyosan abrazoltuk, a génekhez tartozo

BAC-klénok kodjat megadtuk. A gének alatt az exonok és az intronok nagysagat bazisparban megadva jeloltiik, a

gének felett az exonok altal kodolt aminosavak szamat abrazoltuk. Az MtnodGRPIA génje kettd, mig az

MtnodGRPIB és az MtnodGRP1C génje harom exont tartalmazott (A. alpont). Az MtnodGRP2 gének egyarant

két exonra oszlottak (B. alpont). Az MtnodGRP3 volt a legnagyobb méretii gén, négy exont kiilonithettiink el (C.

alpont).

egymast, mig az MsnodGRPI altal megjelolt négy klon koziil csak két-két klon, 26C20 és

35J3, illetve 48124 és 65F15 tartalmaz atfedd szekvencidkat. Ezek alapjan szubklénoztuk a
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26C20 és a 48124 klénokat az MsnodGRPI1-hez, a 79F4-et az MsnodGRP2A/B-hez, illetve a
13P2-t az MsnodGRP3-hoz tartozé M. truncatula genomi szekvencidk meghatérozaséhoz. A
szubklénozasok és szekvendlasok eredményeképpen MsnodGRPI-hez harom gén,
MsnodGRP2A/B-hez két gén, MsnodGRP3-hoz pedig egy gén tartozott (11. abra). Az
MsnodGRP1 M. truncatula homoldgjai koziil a mar korabban leirt MtnodGRPIA és
MinodGRPIC génje a 48124-en, mig az MtnodGRPIB gén a 26C20-on helyezkedett el. Az
MsnodGRP2A/B ortologjai, az MtnodGRP2A és az MtnodGRP2B génjei ugyanazon a BAC-
klénon, a 79F4-en voltak megtalalhatéak. Az MtnodGRP3 (MsnodGRP3 ortolég) génje egy
kdpiat tartalmazott a 13P2-n.

Az MtnodGRPI gének szerkezetileg két vagy harom exonra oszlottak attdl fliggden,
hogy tartalmaztak-e a szignalpeptidet kovetd, kozépsé fehérje szakaszt (11A. abra), mig az
MtnodGRP2 gének két exont hataroztak meg (11B. ébra). Az MtnodGRP3 kivételével
mindegyik GRP génre jellemz6 volt, hogy az utols6 exon tartalmazta a glicin-gazdag domén
szekvencigjat. Tovabba mindegyik MtnodGRP (ez az MtnodGRP3 esetében is igaz) elsd
exonja szinte kizardlag a szignalpeptidet meghatirozo szekvenciat hordozta. A specialisabb,
repetitiv felépitésti MtnodGRP3-cDNS-t kialakité gén szerkezetére ugyancsak jellemzé volt a
repeticiok tagolodasa, a masodik exon tartalmazta MtnodGRP3 fehérje els6 repetitiv doménjét
(42 aminosav), a harmadik exon a masodik ismétléd6 oligopeptidet (40 aminosav), az utolsd
exon pedig a harmadik és negyedik repeticiét (42-42 aminosav) (1. abra). A TATA-box
szekvencidktél 5° iranyban elhelyezkedd, kb 300 bazispar hosszisagli, promoéterként
prediktalhat6 DNS-szakasz legalabb 90%-ban azonosnak bizonyult a harom MtnodGRP1 gén,
illetve a két MtnodGRP2 gén Gsszehasonlitasdban, ami az éltaluk kédolt nodGRP-k hasonlé
szabalyozasast sejteti. Az MtnodGRP2B génben talalhaté, viszonylag nagyméretii (993
bézispar hossziisagu) intron kb. 300 bazisparos szakasza er8s (83%-os) homoldgiat mutatott a

masik sokat vizsgalt nodulin-gén, az Msenod40 prométer szekvencidjihoz (Fang és Hirsch,
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1998), mely DNS-szakasz esetleg giimdspecifikus promoteraktivalé enhanszereként

miikédhet.

6.5. Az MsnodGRP-k funkcionalis vizsgélata antiszensz technika segitségével

Transzgenikus névényben egy gén expresszidjdnak megvaltoztatasa (nbvelés/szensz,
csokkentés/antiszensz Kkifejeztetés) kovetkeztében kialakulé fenotipus utalhat a gén
funkci6jara. Ezért M. truncatula névényekben a géntermékek dézisat csokkentl antiszensz
transzformacié segitségével prébaltuk vizsgilni az abundansan kifejez6d6 MsnodGRP-k
glim6zésben betoltott szerepét. Az MsnodGRP1 és MsnodGRP2A cDNS-ek egy szakaszat
antiszensz orientaciéban klénoztuk 35S virdlis promdter mo6gé, BASTA-herbicid
rezisztenciaval rendelkezé binéris névényi vektorokba. A plazmidokat ezutan bejuttattuk
Agrobacterium tumefaciens térzsbe, mellyel a M. truncatula R-108-as vonalét transzformaltuk
(Trinh és mtsai, 1998).

MsnodGRPI1 esetében 24, MsnodGRP2A-val pedig 30 els6dleges transzformanst
kaptunk, amit Southern és Northern hibridizéciéval analiziltunk. Annak meghatarozésara,
hogy az A. tumefaciens T-DNS-e hany példanyban épiilt be a névényi genomba, a kiilonbz6
egyedekb6l DNS-t izolaltunk, a DNS-t EcoRI és HindIll enzimekkel megemésztettiik, majd
hibridizaltuk a megfelelé MsnodGRP1 és MsnodGRP2A probakkal. Ennek alapjan mind az
MsnodGRPI1, mind az MsnodGRP2A esetében hat fliggetlen vonalat taldltunk, melyeket
tovabb vizsgaltunk. Mivel az MsnodGRP-k nem expresszalnak vad tipusi levélben (5. 4bra),
ezért az antiszensz-nodGRP expressziét a transzgenikus novények levelében teszteltiik

Northern-analizissel. Kettd, az MsnodGRP2A-t magas szinten expresszal6 vonalat talaltunk
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12. abra. Antiszensz expresszi0 a transzgenikus novényekben.

cDNS-prébaval hibridizaltuk, az RNS-ek mindségét az RNS-gél etidium-bromid festésével ellendriztiik.
B. Az abra bal oldalan a transzgenikus, jobb oldalan a vad tipusi gyokereket és gimdket (nyil) lathatjuk. A
transzgenikus, Fix (nem nitrogénkoté) giimdk barnas szinliek, szemben a Fix', rozsaszinii, normalisan fejlédott

gimoivel.

(12A. abra), melyekr6l azt gondoltuk, hogy a levélben mért expresszié alapjan
szupresszalhatjak a gim6 endogén nodGRP aktivitasat. Ezekbol a névényekbdl szarmazo T1
generaciok giimoképzésének fenotipikus valtozasait in. ,,nodulacids-tesztkamraban™ (nodule-
factory) vizsgaltuk, amely optimalis korilményeket biztosit nodulacids kinetika, giimdszam
¢s noveényfejlodés elemzéséhez egyarant, illetve a novényeken bekovetkezd valtozasokat
szemmel is nyomon kovethetjiik, anélkiil, hogy megzavarnank fejlédésiiket.

Nitrogénszegény kornyezetben a T1 generacidok nagy része normalis gimofejlodést
mutatott, kivéve harom egyedet, melyek az MsnodGRP2/15-6s TO vonalbdl szamaztak és

legmagasabban expresszaltak az MsnodGRP2A antiszensz-cDNS-t (12A. abra). Ezeken a
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névényeken a gimoéfejlodés valdszinlileg a nirtogénkétd sejtek differencialédasanal leallt, a
giim6k a gémbszerli formaban maradtak, sotét sziniik pedig a szeneszcenciéra, elhalasra utalt
(12B. abra). A giimé-organogenezis sériilése nem befolyasolta az egyéb novényi szervek
fejlédését, a n6vények nem mutattak mas fenotipikus valtozast a vad tipushoz képest, ami arra
utalt, hogy az anitszensz szuppresszié6 csak a giiméfejlédés soran fejti ki hatdsat. Az
antiszensz hatds ellendrzésének érdekében ezeket a novényeket ujra magasabb
nitrogéntartalmi kézegbe helyeztiik, majd a t6liik szdrmaz6 T2 generacidkat is teszteltiik a
giimOképzés folyamatara. Sajnos ezekben a ndvényekben nem talaltunk Fix™ fenotipust
hordozé egyedeket, mindegyik névény normalis nodulaciét mutatott, igy az djabb generacié
segitségével nem tudtuk bizonyitani, hogy az antiszensz-expresszié Osszefliggésbe hozhat6

giim6zés folyamataban bekovetkezett valtozassal.
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7. Az eredmények megvitatasa

A dolgozat témajaként M. sativa és M. truncatula n6vények giimdiben kifejez6d6
kiilonb6z6, glicinben gazdag fehérjéket kdédold cDNS-ek izoladlasat és jellemzését
valasztottuk. Ezek a fehérjék az egyéb GRP-khez hasonléan sejtmembranon keresztiili
transzportot irdnyité szignalpeptidet és glicin-gazdag domént tartalmaznak. Ezzel szemben ez
a glicintartalom alacsonyabbnak bizonyult (20-30%-0s), mint az egyéb GRP-k esetében, ahol
ez az ¢érték meghaladhatja a 80%-ot. Mindezek ellenére ez a glicintartalom mégis
szignifikansan magasabb, mint az egyéb, nem glicin-gazdag fehérjékben, tehat helytallé az
elnevezés. Tovabba ezek a nodulin-gének kizardlag giimdspecifikus aktivitast mutatnak, igy a
GRP gének széles csaladjan beliil is egy ujabb alcsaladot hatiroznak meg.

Mindegyik vizsgalt giimdspecifikus GRP kisméretii fehérje, melybdl hidnyzik az a
tipikus glicin-gazdag repetitiv motivum, ami jellemzi szinte az &sszes, nem-giimdspecifikus
GRP-t (Sachetto-Martins és mtsai, 2000). Csak néhany GGX szekvencidbdl all6 ismétlédés
talalhatd benniik. Az MsnodGRP3 fehérje az egyetlen, amelynek szerkezete nagyobb
ismétlédésekbdl all, azon beliil is egy WRDWGGSFW mintazattal. Ebben a tulajdonsagban
nagyon hasonlit két masik gliméspecifikus protein, az NMs22 (Ganter és mtsai, 1998) és a
Vfenod-GRPS5 (Schréder és mtsai, 1997) elsddleges szerkezetére, csak a repeticiok szama
valtozé. A M. truncatula EST adatbazisban talalhat6, az NMs22 homoldgjanak prediktalt
TC40954 éltal kédolt fehérje (NMt22) ugyancsak két repeticiét hordoz, mint a Vfenod-GRPS.
Ezek az eltérések azt sugalljak, hogy bar homoldgjai molekuléaris szerkezetiikben sokban
hasonlitanak az MsnodGRP3 proteinre, mégis eltéré funkciéval rendelkezhetnek. Raadasul az
MsnodGRP3 szignalpeptidje szignifikans homoldgiat mutat egy masik pillangés névénybdl, a

Trifolium repens-bdl izoldlt DD17-es nodulinnal (acsession no: CAC84521), melynek
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szekvencidja nemrég keriilt az adatbazisokba, és amelyik fehérje ugyancsak szamos glicint
tartalmaz a karboxiterminalis régidjaban.

A megfelelé6 M. truncatula genomikus klénok izoldlasaval bebizonyitottuk, hogy a
nagyon hasonl6 MsnodGRP2A ¢és MsnodGRP2B proteinek két kiilonb6z6 génnek a termékei.
A fehérjék gyenge homolégiat mutatnak a Vfnod-GRP4-hez, azzal egyiitt, hogy a lucerna
fehérjék tartalmaznak szignalpeptidet, mig a Vicia protein nem. Ezzel szemben épp ezek a
szignalpeptidek mutatnak magas homolégiat harom, M. truncatula EST-k (TC40868,
TC41363, TC35313) altal reprezentélt proteinhez. Ezek a fehérjék ugyancsak glicin-gazdag
doménnal rendelkeznek, viszont ez a régidjuk nem homoldég sem az Ms/MtnodGRP2-k
szekvencidjahoz, sem egymashoz. Az egyik ilyen rokon fehérje az MtN29, amit ugyancsak
nodulinként jellemeztek (Gamas és mtsai, 1996). Ezenkiviil még a borséban (Pisum sativum)
korai-nodulinként leirt Enod7 (acsession no: CAA63660) is a szignalpeptid-homolégok k6zé
sorolhat6, viszont a tébbivel ellentétben ennek a fehérjének a glicintartalma meglehetdsen
alacsony.

Az MsnodGRP1 az egyetelen olyan GRP, mely semmi eddig ismert fehérjéhez nem
mutat homolégiat. A M. truncatula giim6specifikus kényvtarak tesztelése soran izolalt harom
homoldg klén nem a valddi, ortolég pérjai a lucerna klénnak. A homoldg részeket a fehérje
szignélpeptid és a karboxitermindlis glicin-gazdag régidja képezi, mig a centralis régiok
kevésbé konzervaltak (4. abra).

A kiilénboz6 nodGRP gének genomi szekvencidjanak vizsgalata megmutatta, hogy
néhany hasonldsag a génjeik molekuléris szervezodésére is jellemz6. Mindegyik nodGRP gén
els6 exonjat foleg a szignalpeptid szekvencidja alkotja, mig az utolsé exon a MtnodGRPI és
MinodGRP2 géneknél a glicin-gazdag domént foglalja magaba. Ett6]l csak a specialisabb
felépitésti, t6bb isméyl6dést tartalmazd, MtnodGRP3-at kédolé gén tér el, mely exonjainak

szerkezete a repeticidkat koveti. A kiilonb6zo tipusi MtnodGRP-k feltételezett promoéter-
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szekvencidinak kiilénbségei eltéré szabalyozésra, hatdsmechanizmusra utalnak. Ehhez tarsul
az a tény is, hogy a kiilonboz6 MsnodGRP gének egymast6l nagy fizikai és genetikai
tavolsagban helyezkednek el a lucerna kapcsoltsagi csoportjaiban, vagyis ha a génjeik eredete
valaha k6z§s is volt, koran szétvélhatott fejlédésiik.

A GRP nodulinok kapcsolatat filogenetikai térzsfan abrazoltuk, mely két f6 csoportra
tagolédik (13. 4dbra). Ahogy az varhatd, az MsnodGRP1 és a kozeli rokon fehérjék, az
MtnodGRP1A, MtnodGRP1B és MtnodGRP1C alkotnak egy csoportot. Erdekes médon azon
fehérjék (TC40868, TC41363, TC35313), melyek szignalpeptidjei az Ms/MtnodGRP2-éhez
hasonlitanak a filogenetikai fa tivolabbi agan helyezkednek el. A TC35313 protein inkabb a
nodGRP1 fehérjékkel mutat rokonsagot, mely csoporthoz tavolabbrél kapcsolédik még egy a
GRP-khez homoldgiat mutatd, szdjaboél izolalt nodulin, a Gmnod24 is (Sandal és mitsai,
1992). A TC40868 és TC41363 fehérjék az Ms/MtnodGRP3-at tartalmazd csoporthoz
kapcsolddnak. Ugyanebben a csoportban van az NMs22/NMt22, a Vfenod-GRPS, a DD17 és
a Vfenod-GRP3 fehérje is. Az Ms/MtnodGRP2 fehérjékhez kapcsolédik a Vinod-GRP4, mig
a nagyon hasonl6 szignalpeptidet tartalmazé MtN29 eredete tavolabbinak tiinik. Szamitasba
véve, hogy ezek a nodGRP-k nem mutattak homolégiat az egyéb GRP-khez, ezek a fehérjek
nemcsak a GRP-knek képezik egy 1j alcsaladjat, hanem a nodulinok egy jabb csoportjat is
meghatarozzék.

Mindegyik Medicago nodGRP expresszidja giimdspecifikus, mely bakterialis fertdzést
is igényel, habar a transzkripciés aktivitasuk eltérd képet mutat a giimdfejlédés soran. Az
MsnodGRPI génje, a 4. napon, 2 nappal az Msenod40 utin kezd expresszalni, mely korai-

nodulin gén a sejtproliferaciéhoz, a giimé-primordium kialakulésanak beinditaséhoz
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MtnodGRP1B
MtnodGRP1A
MtnodGRP1C
MsnodGRP1
Vfenod-GRP2
Vfnod-GRP1
TC35313
___________________________________________ Gmnod24

— MsnodGRP3
—— MtnodGRP3

NMs22

NMt22
Vfenod-GRP5
DD17
TC40868
TC41363
Vfenod-GRP3
MsnodGRP2A
MtnodGRP2A
MsnodGRP2B
MtnodGRP2B
Vfnod-GRP4
MtN29

13. abra. A nodGRP-k és rokon  fehérjéik filogenetikai  torzsfaja  (PHYLIP
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)

sziikséges (Crespi és mtsai, 1994). A 4. napon a giimé-primordium merisztémara és invazios
zbnara differencialddik, mely invéazids zénaban a baktérium megfert6zi a névényi sejteket. Az
in situ hirbidizacios kisérletekkel bizonyitottuk, hogy az MsnodGRPI transzriptumok a Il-es
zbna teljes hosszan, de féleg a disztalis részében, illetve a II-III-as interzénaban talalhatéak

abundans mennyiségben, mig a Ill-as z6énabol hianyoznak. Ez a mintazat jol tiikrozi az
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expressziés  kinetikit, MsnodGRP1-nek valészinlileg a szimbiotikus szévetek
Norhern-analizis és az RT-PCR Kkisérlet &ltal, a giim6fejlédés sordn kimutathat6
transzkriptum-szint csokkenést. A giimé novekedésével a II-as zéna tomege is nd, mely
magaban hordozza a zéna RNS-tartalmanak emelkedését is, igy a valtozatlan méretli II-es
zéna és a benne expresszalo RNS-ek a teljes RNS tartalomhoz képest csokkent mennyiséget
mutatnak. A M. truncatula homolégok (MitnodGRPIA, MtnodGRPIB, MtnodGRPIC)
izolalasa, felveti a lehetGségét egyéb MsnodGRPI homolégok létezésének a M. sativa
gilimében is.

MsnodGRP2A és MsnodGRP2B transzkriptumait nem lehet megkiilonboztetni
Northern hibridizaciéval, mert a magas homoldgia miatt a gének kereszthibridizalnak. Ezzel
szemben az RT-PCR kisérletekben mindkett6héz specialis oligonukleotid primereket tudtunk
hasznélni, igy bizonyitottuk, hogy mindkét gén a giimdfejlodés S. napjan 1ép mikkodésbe. Az
5. naptdl a 7. napig a II-es zéna disztalis sejtjei szimbiotikus, nitrogénkoto sejtekke alakulnak.
Ezalatt az id6 alatt az MsnodGRP2 transzkriptumok mennyisége az 5-szordsére névekszik,
majd a tov:;'lbbiakban er6sen csokken a gének aktivitasa. Az in situ hibridizacids kisérletek a
II-I-as interzonat jelSlték meg, ezen beliil is igazédn csak néhiny, 2 vagy 3 sejtréteg
expresszilja az MsnodGRP2 géneket. Ezekben a sejtekben valdsziniileg hatvanyozottan
fontos molekularis valtozasok torténnek, melyek a szimbiotikus, nitrogénkétd sejtek végso
kialakulasdhoz vezetnek. Ez Gsszhangban van az RT-PCR kisérletek eredményeivel, amelyek
megmutattik, hogy az MsnodGRP2 transzkriptumok mennyisége sokkal nagyobb mértékben
csbkken a gliméGéréssel, mint ahogy ez az MsnodGRP1 esetében tapasztalhaté. Az
Ms/MtnodGRP2-k Kkiilénb6z6 szignalpeptid-homoldgjai (TC40868, TC41363, MitN29)

ugyancsak giimdspecifikus fehérjék.
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A

gimé-primordium | fiatal-gimé | nitrogénfixalo gimé|  érettgimé
| MsnodGRP1 + ++ +++ +
MsnodGRP2A/B - +++ Ed +
MsnodGRP3 - + s ++
TC40868 n.v. + ++
TC41363 n.v. +++ ++
MtN29 n.v. ++ e
B
et l Inekie shns il 1 8 sana; 1| nitenalnkats zans: I
MsnodGRP1 - + +4++ i
MsnodGRP2A/B - - +4++ g
MsnodGRP3 - - ++ ++

1. tablazat. A Medicago GRP-k kifejez6désének 6sszehasonlito tablazatai
A génexpressziokat idébeli (A.) és térbeli (B.) osszefliggésiikben abrazoltuk (n.v. — nem vizsgalt).

Az MsnodGRP3-mal végzett kisérletek alapjan (Northern, RT-PCR) elmondhaté, hogy
génje a 7. napon indukalddik, de aktivitisa megmarad a giimd aktiv nitrogénfixald
szakaszaban is. Az in situ hibridizacié a IIl-as, nitrogénkoté zoénaban jelolte meg az
MsnodGRP3 ami mutat az MsnodGRPI-hez ¢és az

transzkriptumokat, egyezést

MsnodGRP2A/B-hez  képest késleltetett indukcidval, illetve az aktiv nitrogénfixalo
periédusban tapasztalt magasabb transzkriptum-szinttel. A kiilonb6z6 Medicago GRP-k
génkifejezédéseinek osszefliggését az 1. tdblazatban abrazoltuk.

A S. meliloti mutansok segitségével bizonyitottuk, hogy a nodGRP gének expresszidja
fiigg a bakterialis fert6zéstdl, de fliggetlen a bakteroid differenciaciotol. A nodGRP-k eltérd
expresszids kinetikaja kiilonb6z6 funkcidkat sejtet. Mivel a gének kifejezédése specialis

zbénakban illetve sejtrétegekben érvényesiil, felmeriil annak a lehetdsége, hogy a nodGRP-k -

az AtGRP3-hoz hasonldéan - a molekuléris szignalatviteli folyamatokban vesznek részt. Az
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AtGRP3 a sejtfal-kapcsolt WAK1 fehérjéhez k6tédik, mely a levél-sejtek fejlédésében jatszik
szerepet (Kohorn, 2001). Amikor a giiméfejl6dés sordn a baktériumok behatolnak a
gazdasejtbe, a nodGRP1 és nodGRP2 fehérjék mintegy jelzésként szolgalhatnak specifikus
molekuléris strukturdk (mint pl. peribakteroid membran) kialakitdsdhoz. Habar a nodGRP2
proteinek szerepe még ennél is specialisabb lehet, ami végiil a szimbiotikus sejt végleges
kialakulasahoz vezet. A nodGRP1 és nodGRP2 fehérjékkel ellentétben a nodGRP3 szerepe
inkabb a szimbidzis kialakuldsénak késGbbi lépéseiben lehet, amikor mér a nitrogénkotés
folyamata megkezdddétt. A nodGRP-k molekularis folyamatokban betoltott, baktériumok
altal indukalt jelkozvetitéi szerepének lehetGsége egybevig azzal a ténnyel is, hogy
kizarolagos glimdspecifikus expressziéjuk mellett, az egyéb biotikus és abiotikus, a mas GRP-
kre hat6 regulatorok nem befolyasoljak miik6désiiket.

A nodGRP-k valédi funkcidjanak kideritéséhez valésziniileg ,knock out” M.
truncatula mutansok analizise lenne a legmegfelelébb médszer, de az ilyen tipusu mutans-
bankok készitése még folyamatban van a Kkiilénb6z6 laboratériumokban. Ezért a
géncsendesités (gene silencing) masik lehetséges megoldasaként antiszensz novények
elGallitasaval kisérleteztiink, hogy megvizsgaljuk vajon a nodGRP gének szuppresszidja
hatassal van-e a giimofejlédésre. A 42 transzformins T1 novény kozott 3 egyed Fix
fenotipust mutatott, mig egyéb fenotipikus eltérés nem volt megfigyelhet6 a névények
fejlédése soran. A novények gyokerén kialakulé giim$-primordiumok nem voltak képesek
nitrogénfixalé giimokké alakulni. Ezek alapjan gy tiint, hogy a nodGRP gén szuppresszidja
megallithatja a giim6fejlédést. A T2 genericié novényei azonban normalisan giiméztek, de
lehetséges, hogy az antiszensz hatas nem érvényesiilt t6bbé. Felmeriilhet az is, hogy a 35S-
prométerrel indukalt antiszensz gén nem expresszalt konstitutivan a giimékben. Ezért nem
lehet biztosan 4allitani, hogy az antiszensz transzformansok elvesztették giim6zési

képességiiket. Mindenesetre biztaté jelként értékelhet6 a T1 generacidban kialakult Fix

55



novények jelenléte, az antiszensz-transzformécié kisérletének ismétlésével megerésithetd
lenne az els6 vizsgalat eredménye. Egyéb lehetséges funkcionalis vizsgalati médszerként
alkalmazhat6 lenne az RNS-interferencia technikaja.

A tavlati tervekhez kapcsolddik még a nodGRP fehérjékkel esetlegesen kdlcsénhatd
partner kutatasa éleszté kettds hibrid technika segitségével. A genomi szekvencidk
izolalasaval lehetOség nyilt a glim@specifikus promoéterek részletesebb vizsgalatara, melyek
segitenék megérteni a glimOképzés soran indukalt gének miikddésének molekularis

mechanizmusét az indeterminalt giimét kialakit6 pillangésvirgti nGvényekben.
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8. Osszefoglalas

A francia és a magyar munkacsoport szoros egyiittmiikédésének koszénhetden az
elvégzett munkak soran megallapitottuk, hogy:

- a Vicia faba-bél izolalt GRP génekhez hasonléan a M. sativa és M. truncatula
névények is tartalmaznak hasonlé GRP proteineket;

- a GRP fehérjék molekularis szerkezete eltér a mar részletesen jellemzett, magas
glicintartalmi GRP-k erdsen repetitiv szerkezetétol;

- a M. truncatula EST bankok szekvenciéirdl prediktalhaté fehérjék kozott is szamos
hasonlé GRP talélhatd;

- a vizsgalt GRP gének kizardlagos giimdspecifikus expresszidval rendelkeznek;

- a szimbiotikus partner, S. meliloti jelenléte feltétleniil sziikséges a nodGRP gének
kifejezodéséhez;

- az egyéb GRP gének expresszidjat regulalé biotikus és abiotikus faktorok nem
befolyasoljak a nodGRP gének kifejez6dését;

- az vizsgalt nodGRP gének eltér6 transzkripcids aktivitast mutatnak a giimé fejlédése
soran;

- habar a nodGRP-transzkriptumok lokalizaciéja részben atfedé mintdzatot mutat,
eltéréen expresszélnak a giimé zénain beliil;

- egymastdl nagy fizikai és genetikai tdvolsaban helyezkednek el a kiil6nb6z6 nodGRP
gének a Medicago genomban,;

- a nodGRP gének molekuléris szerkezete, szervez6dése sok hasonlésagot mutat;

- a nodGRP-k funkciondlis analizisének tanulmanyozasara tett kisérlet, az antiszensz

ndvénytranszformacié csak részleges eredménnyel szolgélt, mely tovabbi vizsgalatot igényel,
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illetve egyéb molekularis modszerek sziikségességét hangsiulyozza, melyek segitenék feltarni

az abundans nodGRP-csalad nodulacidéban bet5ltott szerepét.
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9. Koszonetnyilvanitas

Ezuton mondok kdszonetet a francia munkacsoport témavezetdinek, Dr. Kondorosi
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11, Summary

11.1. Introduction

In plants, glycine-rich proteins exhibit high structural diversity. This large gene family
is characterized by quasi-repetitive glycine-rich domains, most frequently with GGGX,
GGXXXGG or GXGX repeats, resulting in proteins of distinct sizes (reviewed by Sachetto-
Martins et al. 2000). The diverse expression pattern and subcellular localization of various
GRP:s suggest their implication in different physiological processes.

Most GRPs are developmentally regulated and induced by several biotic and abiotic
factors. At subcellular level, many GRPs were localized in the cell wall or were membrane
associated but they were found also in the nucleus and cytosol. Organ- and tissue-specific
expression studies showed the presence of GRP transcripts in the protoxylem, xylem and
phloem, as well as in epidermal tissues. Several highly expressed glycine-rich proteins, based
on their cell wall localization, were reported as structural components of the plant cell wall,
similarly to proline-rich or hydroxyproline-rich proteins (Cassab 1998). Various studies on the
regulation of the GRP genes suggest their multiple roles in plant development. Functional
studies revealed that GRPs might be implicated in cell lignification and mediating membrane-
cytoskeleton or membrane-cell wall interconnections. So far, only the Arabidopsis thaliana
AtGRP3 function has been demonstrated, which plays a role in the WAK1 (wall-associated
receptor kinase) signaling pathway where its binding to the WAKI1 receptor kinase is
necessary for the activation of KAPP, a kinase-associated phosphatase.

GRPs were also isolated from nitrogen-fixing root nodules of Vicia faba (Kiister et al.

1995; Schréder et al. 1997). These GRP genes (Vfnod-GRP1, Vfenod-GRP2, Vfenod-GRP3,
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Vfnod-GRP4 and Vfenod-GRPS5) exhibited nodule-specific expression and tissue print
hybridization localized their transcripts mainly in the interzone II-IIl and the nitrogen-fixing
zone III of their nodules. Nodulin 24, a constituent of the peribacteroid membrane in soybean
(Cheon et al. 1994) was also classified as GRP. In the nitrogen-fixing symbiosis between
Frankia and the actinorhizal plant, Alnus glutinosa nodule-specific glycine-rich proteins were
also detected in the cortical cells of infected nodules (Pawlowski et al. 1997). In Medicago,
NMs22 (Ganter et al. 1998) appears to encode a nodule-specific alfalfa glycine-rich protein.
Screenings and sequencing of Medicago cDNA libraries resulted also in the identification of
homologues of the broad bean Vfenod-GRPS5 from M. sativa (Jiménez-Zurdo et al. 2000) and

from M. truncatula (Gyorgyey et al. 2000).
11.2. Results

For the isolation of genes encoding glycine-rich proteins we used a cDNA-library
made of yoﬁng nodules of Medicago sativa ssp. varia A2 plant to hybridize with the V. faba
c¢DNA clones. These screenings resulted in the isolation of 37 cDNAs that represented four
distinct genes encoding glycine-rich proteins. MsnodGRP! represented by 11 cDNAs was
isolated with the Vfnod-GRP1 probe that displayed a limited homology (66 % identity) with
the probe. Screening with Vfhod-GRP4 led to the isolation of 16 clones corresponding to two
types of cDNAs designated as MsnodGRP2A and MsnodGRP2B, respectively, that were
highly homologous to each other but distinct of Vfnod-GRP4. The MsnodGRP3 ¢cDNAs (10
clones) were obtained with Vfenod-GRP5 and exhibited 72 % identity with the probe.

The MsnodGRPI, MsnodGRP2A, MsnodGRP2B cDNA clones were partial. A

homology search in the M. truncatula EST database has led to the identification of the full-
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length sequences of these clones. All of these cDNAs coded for small putative proteins. The
MsnodGRP1 protein contained 112, MsnodGRP2A 101, MsnodGRP2B 114, MsnodGRP3
217 amino acids (Fig. 1). All of them possessed a putative hydrophobic amino terminal
secretory signal peptide and a glycine-rich carboxy terminal part. In the MsnodGRP1,
MsnodGRP2A and MsnodGRP2B gene products no glycine-rich repetitive blocks were
present, in contrast to MsnodGRP3, which contained four repeats of 42, 40, 42 and 42 amino
acids including a conserved WRDWGGSFW oligopeptide sequence (Fig. 1). The molecular
structure of MsnodGRP3 resembled to that of NMs22 from alfalfa and that of Vfenod-GRPS
(Fig. 2). MsnodGRP2A and MsnodGRP2B showed only a weak homology to Vfenod-GRP4,
but exhibited 85% similarity and 80 % identity to each other (Fig. 3). The signal peptides of
MtnodGRP2A and MtnodGRP2B proteins shared significant homology with the putative
signal peptides of MtN29 (Gamas et al. 1996) and a few other glycine-rich proteins predicted
from EST sequences (TC40868, TC41363, TC35313) present in the M. truncatula databases
(Fig. 4). The respective genes encoded also small proteins that exhibited significantly high
glycine content beside the putative hydrophobic signal peptide, but the homology values
between the glycine-rich domains displayed only 60-65% similarity and 30-35% of identity.
By screening the M. truncatula nodule cDNA library with the MsnodGRPI, we obtained three
variants; MtnodGRP1A, MtnodGRPIB and MitnodGRPIC. The encoded proteins were
homologous to MsnodGRP1 both at the N-terminal signal peptide region and in the C-
terminal part, but between them the central regions were less conserved (Fig. 4).

Expression of the isolated GRP genes was investigated by Northern analysis using
RNA isolated from different organs of alfalfa. No expression of any of the four GRP genes
was detected in flowers, leaves, stems, hypocotyls, roots or spontaneous nodules, but all were

expressed in S. meliloti-induced nodules. Expression of the MsnodGRPI as well as the
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MsnodGRP2A and MsnodGRP2B genes was predominant in young nodules, while the
MsnodGRP3 transcript accumulation increased during nodule development (Fig. 5). The
possible requirement of bacteria for the expression of MsnodGRP genes was further studied
with the help of two S. meliloti mutants. AK1492 is a double mutant of S. meliloti strain 41,
unable to produce exopolysaccharide (EPS) and capsular polysaccharide (KPS) which is
thereby impaired in the infection process (ExoKpsInf mutant), while strain 8368 was
defective in bacteroid differentiation (Bac’). In the AK1492 nodules the expression of all the
four GRPs was drastically reduced, in contrast to the nodules induced by the Bac™ mutant
where expression of the GRP genes was unaffected (Fig. 6). These results indicated that the
expression of these GRP genes might be controlled either by bacterial polysaccharide signals
and/or might require invasion of the nodule cell by rhizobia. Several GRP genes are regulated
by hormones and osmotic stress; we also investigated whether the expression of these nodule-
specific GRP genes was induced by other factors than rhizobia. Treatment of alfalfa roots with
naphthalene acetic acid, abscisic acid, kinetin and gibberelic acid or exposing them to heat and
cold shocks, hypoxia and drought stresses, however, did not result in the expression of the
nodule-specific GRPs tested by RT-PCR. The expression profiles of the MsnodGRP2A4- and
MsnodGRP2B-related M. truncatula genes were also studied. No expression of any of these
genes was detected in roots, while all of them were induced during nodule development, albeit
with different kinetics (Fig. 7).

The induction of the GRP genes during nodule development was studied by RT-PCR
experiments where cDNAs were constructed from roots of seedlings inoculated with S.
meliloti at 0-3 days post inoculation (dpi), from nodule primordia (4-5 dpi), from young (7-10
dpi) and mature nodules (15-28 dpi). In the case of MsnodGRPI, a weak background signal

was detectable in the root, while a significant increase in the mRNA abundance was observed
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at 4 dpi, reaching its maximum at Sdpi that was maintained during the development and
maturation of nodules (Fig. 8A). MsnodGRP2A and MsnodGRP2B were strongly induced at 5
dpi (1 day later than MsnodGRP1) with a maximal transcript accumulation at 7 dpi, which
then decreased gradually (Fig. 8B). Induction of MsnodGRP3 gene started at day 7 and was
maximal through the active, nitrogen-fixing period (Fig. 8C). As a control for nodule
development, expression of the early nodulin gene, Msenod40 was included (Fig. 8D). The
differences in the expression kinetics indicated that the MsnodGRPs might be involved in
consecutive stages of nodule development with different functions.

To determine the spatial expression patterns of the GRP genes in the nodules, in situ
hybridizations were carried out with their sense and antisense RNA probes. The MsnodGRP!
transcripts were localized in the nodule apex in zone II with the highest expression level in the
cells adjacent to interzone II-III, while no signals were detected in the nitrogen fixation zone
I (Fig. 9A-B). The MsnodGRP2 genes exhibited expression exclusively in the interzone II-III
(Fig. 9D), and predominantly in a single cell layer (Fig. 9E). In the case of MsnodGRP3, no
hybridizatién signals were detected in the nodule apex, and the expression appeared to be
associated with the nitrogen-fixing symbiotic cells in zone III (Fig. 9G), however, in a few
cases, the hybridization signals were stronger in the early symbiotic zone than in the older
cells of zone II (Fig. 9H). The lack of background signals on nodule sections hybridized with
the sense RNA probes (Fig. 9C, 9F, 9]I) and the restricted signal localizations obtained with
the antisense probes confirmed that these hybridizations were specific for all the three
nodGRPs.

All nodGRP genes were mapped on the genetic map of M. sativa. RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) method was used to localize the genes on the 8 linkage

group (LG) of alfalfa. The MsnodGRP1 gene was mapped on the LGS (Fig. 10B), while
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MsnodGRP2A, MsnodGRP2B and MsnodGRP3 genes were found on the LG2 (Fig. 10A).
There was no genetical distance between MsnodGRP2A and MsnodGRP2B genes, but both
were settled in a big genetical and physical distance to MsnodGRP3 gene. The M. truncatula
genomic clones (BAC-clones) carrying nodGRP genes were also isolated to reveal their
molecular structure. Genomic sequences of MtnodGRPIA, MtnodGRPI1B, MtnodGRPIC,
MtnodGRP2A, MtnodGRP2B and MtnodGRP3 genes were isolated. Most genes possessed 2
or 3 exons (Fig. 11A-B), except MtnodGRP3, which had 4 exons based on its repetitive
structure (Fig. 11C). In all cases, the first exon contained mainly the sequence of the
signalpeptide. The putative promoter regions of MtnodGRPI genes showed high homology to
each other, as well as the promoters of MtnodGRP2 genes.

For functional studies we tried to generate down-regulation of nodGRPs genes with M.
truncatula transgenic plants expressing antisense nodGRPs. The MsnodGRPI! and
MsnodGRP2A c¢cDNAs were cloned in antisense orientation into a plant binary vector,
introduced into Agrobacterium tumefaciens and then transformed into the M. truncatula R108
line according to Trinh et al. (1998). 6 independent lines of MsnodGRP1 and MsnodGRP2A
were tested for antisense expression. Two highly expressing lines for MsnodGRP1 and two for
MsnodGRP2A (Fig 12A) were selected and analyzed further. Nodulation was unaffected in
most T1 plants, except in three, which derived from the TO line MsnodGRP2/15 expressing
the antisense MsnodGRP2A cDNA at the highest level (Fig 12A). In these lines, the nodules
were round-shaped and halted at the stage of infection and nitrogen-fixing nodule
differentiation; moreover their dark color indicated senescence and cell death (Fig 12B). T2
generation of these plants were tested again for nodulation, but unfortunately, we could not
find the aborted-nodulating phenotype, in this way we could not prove that the antisense effect

of nodGRP was in coherence with the phenotype of these aborted nodules.
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11.3. Discussion

We present the isolation and characterization of different glycine-rich proteins from M.
sativa and M. truncatula nodules. These proteins like most glycine-rich proteins displayed a
secretory signal peptide followed by a glycine-rich domain, however, their glycine content
was lower (20-30%) than in other GRPs (where it was around 80% or even higher). These
genes expressed exclusively in Medicago nodules confirming that they represent a novel
subfamily of the GRP genes.

Compared to the characteristic features of non-nodule-specific GRPs (Sachetto-
Martins et al. 2000) in these proteins only few repetitions of a GGX sequence were present.
The MsnodGRP3 was the only one that contained four repeats of an oligopeptide sequence
with the WRDWGGSFW motif. The primary structures of MsnodGRP2A and MsnodGRP2B
were highly homologous and were encoded by different genes as it was revealed by the
isolation of the corresponding M. truncatula clones. The signal peptides of MsnodGRP2A/B
exhibited significant homologies with three proteins predicted from M. truncatula EST
sequences (TC40868, TC41363, TC35313), which also displayed glycine-rich domains. One
of the signal peptide homologues was MtN29 (Gamas et al. 1996). Similar signal peptide was
present in the early nodulin Enod7 from Pisum sativum, but the glycine content of this
putative protein was relatively low. MsnodGRP! had three related genes in M. truncatula
(MtnodGRP1A, MtnodGRPI1B, MtnodGRPIC), but they were not real orthologues, the
homology was extended to the signal peptide and the carboxy terminal part of the proteins,
while the central regions were less conserved (Fig. 4). The molecular organization of the
nodGRP-genes also showed similarities to each other. Their first exon contained mainly the

signalpeptide, while the last one had the glycine-rich domain, except the MtnodGRP3 gene, in
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which the exons contained the repetitions as it was detected in the molecular structure of their
cDNA. The nodGRP-genes were localized in different regions of the linkage groups of alfalfa,
which suggested that they have far different origin or at least, their evolution split long time
ago.

Relatedness of the GRP nodulins is presented in a phylogenetic tree (Fig. 13). As it
was expected, MsnodGRP1 and the MsnodGRP1-related M. truncatula proteins,
MtnodGRP1A, MtnodGRP1B and MtnodGRP1C formed one group. Interestingly, the signal
peptide homologues of Ms/MtnodGRP2s, TC40868, TC41363 and TC35313 were on distinct
branches from the Ms/MtnodGRP2 proteins. TC40868 and TC41363 proteins were in the
group of the Ms/MtnodGRP3 proteins. This group included NMs22/NMt22, Vfenod-GRPS,
DD17 and Vfenod-GRP3 as well. TC35313 was more related to the nodGRP1 proteins. The
MsnodGRP2s and MtnodGRP2s were related to Vfnod-GRP4. MtN29, the signal peptide
homologue of Ms/MtnodGRP2s exhibited distinct origin. Taking into account that most of
these nodGRPs showed no homology to other glycine-rich proteins, these nodulation-related
GRP proteins represent both a novel class of GRPs and a novel group of nodulins.

Expression of all Medicago nodGRPs was nodule-specific and required infection by
rhizobia, however, their activation and maximal transcript accumulation were different during
nodulation. The MsnodGRP1 gene was turned on 4 dpi, when nodule primordium
differentiates to a meristem and an invasion zone where infection of plant cells with bacteria
occurs. Consistently with the expression kinetics, the MsnodGRPI transcripts were localized
by in situ hybridization along all cell layers of zone II where they were particularly abundant
in the distal cell layers and in the interzone II-III but were absent in zone IIl. This expression
profile suggests that nodGRP1 might be involved in the differentiation of the symbiotic tissue.

Transcripts of MsnodGRP2A and MsnodGRP2B were indistinguishable by Northern analysis
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due to the cross-hybridization of the genes. Using specific oligos for each gene, RT-PCR
experiments demonstrated that none of the two genes expressed in roots and both were
activated at 5 dpi. At days 5 to 7 the distal cell layers of zone II are converted into nitrogen-
fixing symbiotic cells. During this period, transcript accumulation of MsnodGRP2s increased
5-fold and then decreased gradually. In situ hybridization revealed the exclusive presence of
the MsnodGRP2 transcripts in the interzone II-III, in two or maximum three cell layers, where
the most drastic and probably the most critical developmental changes occur prior to terminal
differentiation of nitrogen-fixing symbiotic cells. As revealed by RT-PCR analysis of root and
nodule RNAs, expression of the signal peptide homologues of Ms/MtnodGRP2s (TC40868,
TC41363 and MtN29) was nodule-specific as well. Northern analysis demonstrated that
expression of MsnodGRP3 was induced at 7 dpi in the young nitrogen-fixing nodules and was
predominant during the period of active nitrogen fixation. By ir situ hybridization, the
MsnodGRP3 transcripts were detected in the nitrogen-fixing cells in zone III that correlated
with the relatively retarded induction of MsnodGRP3 compared to MsnodGRPI and
MsnodGRP2A/B and with the elevated transcript levels through the active nitrogen-fixing
period.

The expression pattern of the nodGRP genes in nodules induced by S. meliloti mutant
strains demonstrated that activation of all studied nodGRP genes required bacterial infection,
but was indifferent of bacteroid differentiation. Differential activation kinetics of these genes
and distinct spatial localization of the nodGRP mRNAs indicate that they might have distinct
functions during nodule organogenesis. Their expression in particular zones and cell layers
suggests that these nodGRPs may be involved in signaling processes, similarly to the
AtGRP3, which is a binding partner of the cell wall-integrated WAKI1 protein that is

responsible for development of leaf cells (Kohorn 2001). During nodule differentiation, when
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bacteria invade the host cells, nodGRP1 and nodGRP2A/B might function or be involved as
signals for the production of specific molecular structures (such as peribacteriod membranes)
that are required for the development of symbiotic cells. The function of nodGRP2A/B
appears to be, however, more specific and might be required for terminal differentiation of
symbiotic cells. In contrast to nodGRP1 and nodGRP2A/B, nodGRP3 plays a role in a later
stage of symbiosis associated with nitrogen fixation. The possible involvement of these
nodGRPs in Rhizobium-elicited signaling processes is in line with their exclusive nodule-
specific expression and with the finding that none of the MsnodGRPs was induced by biotic
and abiotic regulators of the other, non-nodule-specific GRPs.

Elucidation of the real nodGRP functions would necessitate the analysis of knock out
M. truncatula mutants. Although, construction of tagged M. truncatula mutant banks is in
progress in the laboratory, their creation will take several years. Therefore, as alternative
approaches for gene silencing, we have started the generation of antisense and RNAi
transgenic M. truncatula plants to evaluate the importance of nodGRPs in nodule
development. For transgenic studies in nodulation, isolation of the promoter regions of
nodGRP genes could also be extremely useful to drive localized and nodule-specific gene
expression. The identification of interacting protein partners of the nodGRPs is expected to
give an insight into the putative signaling pathways. Therefore, yeast two hybrid screens will
be performed for isolation of the nodGRP partners. All these future studies will contribute to
the elucidation of the biological functions of the nodGRPs that appear to be specific for

leguminous plants forming indeterminate nodules.
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