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A  doktori disszertdcidmat a Magyar Tudomdanyos Akadémia Szegedi
Bioldgiai Kozpont Genetikai Intézetében készitettem.
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Koszonettel tartozom Dr. Kondorosi Addmnak - munkacsoportunk
vezetdjének - aki figyelmemet a szimbiotikus nitrogénkotés vizsga-
lata felé forditotta és munkamat kritikdjdval segitette.

A tényleges kisérleti munka és eredmények nem sziilethettek vol-
na meg Dr. Vincze Evdval és Dr. Kiss Gyorgy Botonddal folytatott
napl diszkusszidk és kozos kiseérletek nélkdl.

Kgszontm a kiserletek elvégzéseben nydjtott technikai segitsé-
get Bird Magdolnanak és Kissné Tdath Tiindének.

Koszonettel tartozom munkatarsaimnak - munkacsoportunk tagjai-
nak - akik nemcsak tandcsaikkal és kritikajukkal segitették munka-
mat, hanem munkdm az O ereményeikre épiil.

A fény- és elektronmikroszkdpos munkdkndl nyidjtott segitségi-
kért Jod Ferencnek és munkacsoportjdnak, az dbrdk és fényképek
elkészitéséért Dusha Bélanak és Mitrov Etelkdnak mondok kdszone-

tet.
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séget.
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I. BEVEZETES

A torzsfejlddés folyaman tobb olyan jelentds dllomdst tartunk
szamon, mely alapvetden befolydsolta a fejlddés tovdbbi irdnydt.
Ezek kozil is kiemelkedik két olyan folyamat, mely a tovabbiakban

meghatdrozd jelentdséglvé valt.

1. A légkori oxigént produkdld fotoszintézis,
2. és az inert légkori nitrogén gdzt ammdnidva

redukdld bioldgiai nitrogénkotés

megjelenese.

Kozismert, hogy a mezdgazdasagban a novények tdpldlasdhoz fel-
hasznalt nitrogén mennyisége egyre novekszik és az ipari nitrogén-
fixalds egyre koltségesebb. Igy nem meglepd, hogy a figyelem egy-
re inkabb a bioldgiai nitrogénkotés lehetdségeinek fokozdsa felé
fordul.

A 1légkori nitrogén (az oxigénhez hasonldan) egy korfolyamaton
keresztul valik az €10 szervezetek szamara hozzaférhetdvé, mely
korfolyamat egyik "bemen® &4gdn", a baktériumok és novények kozot-
ti szimbiotikus kapcsolat eredményeképpen képzddik szerves nitro-
gén. Mint azt a korabbi évek vizsgdlatai bizonyitottdk, az dsszes
elé szervezetben fellelhetd kotott nitrogén ebbdl a forrdsbsl
szdrmazik leszdmitva az (jkori ipari szintéziseket (pl. Haber-

-Bosch eljards). Bar ez utdbbi nagysagrendekkel kevesebb kotott
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nitrogént eredményez mint a bioldgiai nitrogénkdtés, gyakorlati
szempontbdl (pl. mGtragya gyartds) mégis nagy jelentdségl.

A szimbiotikus kapcsolat sordn a légkori nitrogén megkoteésére
specializalddott szerv - gyokérgimd - alakul ki. A gyokérgimd fe]-
lodésének és mikodésének szabdlyozdsdban mind bakteridlis, mind
novényi gének és géntermékek résztvesznek.

A legjobban ismert szimbiotikus nitrogénkotd kapcsolatok a
Rhizobiaceae csalad baktériumai és a Leguminosae csaldd novényei
kozott alakultak ki. A szimbiotikus nitrogénkotés folyamatdnak e-
gyes lépései (1d. 1. Tabldzat) a Széja - Rhizobium japonicum, Tri-
folium - Rhizobium trifelii rendszerekben a 1egismeptebbek, de
egyre tobb informacidét kapunk a Bab - Rhizobium phaseoli, Borsod -
- Rhizobium 1leguminosarum valamint a Lucerna - Rhizobium meliloti
rendszerekrdl is.

Bar a szimbiotikus nitrogénkotés vizsgdlata ma mar molekularis
biolégiai szinten folyik, ez nem jelenti azt, hogy mindent tudunk
a folyamat fizioldgiajardl, biokémidjdrél, genetikdjardl vagy
struktirdlis vonatkozdsairdl. Az ilyen irdnyd vizsgdlatok elméle-
ti Jjelent6ségikon tul (probléma felvetés a molekuldris bioldgiai
megkozelitési mdd szédméra), a gyakorlatban hasznosithatd eredmé-
nyekre 1is vezethetnek, mely minden tudomdnyos tevékenység kozeli

vagy tdvoli célja kell, hogy legyen.
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II. CELKITOZES

Munkacsoportunk a bioldgiai nitrogénkotés folyamatdt a

Lucerna - Rhizobium meliloti 41

szimbidzisos rendszerben vizsgdlja.

Jelen doktori disszertdcidmban azokrdél a kozds ceélkitlzeshez
kapcsolddd kisérletekrdl szamolok be, melyek a genetikai és struk-
tirdlis megkozelitési méd segitségével szolgdltatnak adatokat a

bioldgiai nitrogénkotés Jobb megértéséhez.
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III. IRODALMI ATTEKINTES

A szimbiotikus nitrogénkotés intenziv kutatdsa mintegy tizenot
évvel ezeldtt indult meg. A kezdeti vizsgdlatok jérészt taxondmi-
ai, fizioldgiai Osszefiiggéseket tartak fel (Keele és mtsi, 1969;
Martinez-De Drets és Arias 1972; Ucker és Signer, 1978). Jelentés
eldrelépést a modern genetikai - biokémiai (molekuldris bioldgi-

ai) szemléletmdd bevezetése hozott.

1. A Rhizobium genetikai rendszer létrehozasa.

A szimbiotikus nitrogénkotés vizsgdlatdnak alapvetd feltétele
a résztvevd bakteridlis partner genetikai rendszerének megteremté-
se volt. Az erre irdnyuld kisérleti munka el6feltétele egy Jol
jellemzett mutdnspark elkészitése (Kondorosi és mtsi, 1973; Ruv-
kun és Ausubel, 1981) valamint olyan genetikai informacidatviteli
rendszerek kidolgozdsa, melyek gramm negativ baktériumokban is ha-
tdsosak (Kondorosi és mtsi, 1973; Haas és Holloway, 1976; Hollo-
way, 1979; Julliot és Boistard, 1979; Brewin és mtsi, 1980; Kiss
és mtsi, 1980; Vincze és mtsi, 1981).

A  konjugdciés kromoszoéma dtvitellel pdrhuzamosan kidolgoztak
mas informdciddtviteli rendszereket is, igy a Rhizobiumok transz-
dukcigjat (Svab és mtsi, 1978; Sik és Horvath, 1980) és transzfor-
mici6jat (Gabor-Hotchkiss, 1972; Dunican és Tierney, 1973; Kiss

és Kdlman, 1982).
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Kozel egyid6ben 4 Rhizobium faj - Rhizobium meliloti 2011 (Mea-

de és Signer, 1977) Rhizobium meliloti 41 (Kondorosi és mtsi,

1977/b) Rhizobium leguminosarum 300 (Beringer és mtsi 1978/a) Rhi-

zobium meliloti GR4 (Casadeus és Olivares, 1979) - konjugdcids ge-

netikai térképét alkottak meg.

2. Genetikai térképezés Rhizobiumban

Egy organizmus genetikai térképének megalkotdsdt, a vizsgdlt
tulajdonsdgok egylttes oroklddésének mérése teszi lehetbove. Két
gén térképhelye anndl kozelebb van egymashoz, minél nagyobb e-
gydtt oOroklodésiik gyakorisdga. Az egylitt oroklédés biolégiai hat-
terét a donor sejtbdl a recipiens sejtbe 4tjutd DNS darab homolog
bdzispdrosoddsa és kicserélddése (crossing over) adja. Amennyiben
az &tjutdé DNS darab szelektdlhatd (vagy mas egyéb médon kovethe-
t6) tulajdonsdgot hordoz, akkor a létrejott rekombindnsok elkilo-
nithetdk a sziiléi tipusoktol.

Megfeleld szamd egymdssal egyitt orokldds (kapcsolt) markerpdar
alkalmazasdval a kromoszoma kapcsoltsdgi térképe megszerkeszthe-
t6.

A Rhizobium meliloti 41 kapcsoltsdgi térképe az 1.4bran latha-

td (Kondorosi és mtsi, 1977; Vincze, 1981; Forrai és mtsi, 1983).
Bar a kiilonboz6 Rhizobium torzsek nagyszamid sajat plazmidot tar-

talmaznak, melyek bizonyitottan képesek atjutni egyik baktérium-
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bl a mdsikba (Higashi, 1967; Cole és Elkan, 1973; Bedmar és 0li-
vares, 1980), ' de kromoszéma mobilizdcids képességgel (Mob) nem
rendelkeznek. Mob® tulajdonsdgd Rhizobium plazmidot eddig csak

Rhizobium leguminosarumbdl mutattak ki (Hirsh, 1979), de mobilizd-

ciés képessége olyan alacsony (10_7—10_8/recipiens sejt), hogy
térképezésre nem volt haszndlhaté.

A Pl inkompatibilitdsi csoportba tartozd plazmidok (RP4, Ré8,
stb.) kromoszoma mobilizdcids képessége plazmidtdl és recipiens-

> 10_6/donor sejt, igy kromoszoma teérképezés-

t61 fiiggben mar 10
re megfeleld. Legjobban az R68.45 jell plazmid (Holloway, 1978;
Holloway, 1979) tulajdonsdgai feleltek meg kromoszdéma térképezés-

re Rhizobium melilotiban, mert kozel azonos frekvencidval inditja

a kromoszéma mobilizacidt a baktérium kromoszdéma minden pontjardl
€s nagy darabokat (15-30%) képes transzferdlni, valamint a képzG-
dott rekombindnsok haploidok (Kondorosi, 1977; Vincze, 1981).

Az R68.45 plazmid segitségével Rhizobium melilotiban nyert kap-

csoltsdgi adatok additivva tehetdk a Wu dltal transzdukcidra beve-
zetett majd Kondorosi &ltal médositott Osszefiiggéssel (Wu, 1966;
Kondorosi és mtsi, 1977).

A Rhizobium meliloti genetikai térképének megsziiletése utan a

tovdbbi markerek térképezésére egy un. "gyorstérképezési" rend-
szert fejlesztettek ki (Vincze, 1981; Banfalvi és mtsi, 1981; For-
rai és mtsi, 1983). Ez a rendszer j6l haszndlhaté a nem szelektdl-

hatd fenotipusu mutdcidk térkepezésére is.
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3. Szimbiotikus mutdnsok Rhizobium melilotiban

A gimbkotésért és a gimdfunkcidk fenntartasdért felelds gének
azonositdsdnak eredményes megkozelitési modja szimbidzisban hibas
baktérium mutdnsok elddllitdsa. Eziddig tobb Rhizobium fajbdl izo-
ldltak szimbidzisban hibds mutdnsokat kiilonbozd mutagén kezelése-
ket alkalmazva (Maier és Brill, 1976; Buchanan-Wollaston és mtsi,
1980; Meade és mtsi 1982; Forrai és mtsi, 1983). Genetikai térké-
pezéssel és DNS - DNS hibridizacidval nyert adatok azt mutatjak,
hogy a szimbidzis kialakuldsdért felelts gének egy resze a bakteé-
rium kromoszémajan, mdsik (nagyobbik) része plazmido(ko)n helyez-
kedik el (Nuti és mtsi, 1979; Brewin és mtsi, 1980; Ruvkun és Au-
subel, 1980; Bénfalvi és mtsi, 1981; Rosenberg és mtsi, 1981; Pra-
kash és mtsi, 1981; Kondorosi és mtsi, 1984).

Nod  mutdnsok elBdllitdsdra dolgozott ki 4j eljdrdst Zurkowsky
€s Banfalvi, melynek lényege, hogy hosszi ideig magas hémérsekle-
ten szaporitott Rhizobiumokban a nod géneket hordozé plazmid el-
veszik. (Zurkowsky és Lorkiewicz, 1978; Banfalvi és mts;, 1981).

Az eddig leirt nod gének mindegyike a Rhizobium meliloti nagy-

plazmidjdn helyezkedik el, és szorosan kapcsolt a nagyplazmidon
elhelyezkedd nif génekkel (Banfalvi és mtsi., 1981; Rosenberg és
mtsi., 1981; Kondorosi és mtsi., 1983; Long és mtsi., 1982). A no-
duldcids géneket két csoportra oszthatjuk: korai noduldcidés gének-

re (Long és mtsi., 1982; Kondorosi és mtsi., 1984), valamint a
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gazdaspecifitdst meghatdrozé (hsn) génekre (Kondorosi és mtsi.,

1984; Horvdth és mtsi., 1986).

4. A szimbiotikus kapcsolat morfoldgiai vonatkozdsai.

A vad tipusu Rhizobium meliloti - Medicago sativa szimbiotikus

kapcsolatdnak kialakuldsakor a "fertdzést" kovetd 4-10 napon be-
14l 1-5 mm hosszd a gyokerek epidermisz sejtjeinek burjdnzésdbdl
szdrmazd struktdirdk - gumdék - alakulnak ki. A folyamat tobb jol
elkilonithet6 1épésre bonthatd (Vincent, 1980; 1. tdbldzat), me-
lyek fény- és elektronmikroszkdppal jél nyomonkovethetok.

A 1légkori nitrogén megkotése a kialakult gimdben - kozelebbrsl
a nitrogenaz enzimet termeld bakteroidokban - folyik (Planqué és
mtsi, 1977). A gimd rézsaszin elszinezddését a novényi genomban
kédolt leghaemoglobin okozza (Fuehsman és Appleby, 1979).

A giimd szerkezetére a zondlis felépités jellemzd (Tu, 1977).
Az apikdlis merisztéma alatt taldljuk az infekcids fonalakkal at-
sz0tt sejtrétegeket, majd a bazdlis iranyban a korai szimbiotikus
zona kovetkezik. Itt torténik a baktériumok dtalakuldsa bakteroi-
dokkd. Az aktiv, késbdi szimbiotikus zéna adja a gimé nitrogénko-
tésben legaktivabb rétegét. A sejtek szinte teljes mértékben ki-
toltottek bakteroidokkal. A szimbiotikusan aktiv zénat vastag fa-
1d szklerenhima sejtek veszik koril. A gimd bazdlis teriletein a
funkciondlisan inaktiv, vakuolizdlt sejtek rétege talélhaié. Az e-

gész giimot kortikdlis sejtek rétege boritja.
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Szimbidzisban hibds fenotipusd (Nod , Fix ) Rhizobiumok morfo-
1l6giai vizsgdlata elsOsorban a szimbidzis korai lépéseiben beko-
vetkezett defektusok azonositdsdra alkalmasak.

A szimbidzisban megvdltozott Fix mutdnsok tdlnyomd tobbségé-
ben a vadtipustdl eltérd alaki és szerkezetl gilim6k képzddnek. A
muténsAfenotipusu gimd kis méretd, dltalaban fehér vagy sdrga szi-
ni, és zondlis felépitése megvaltozik.

A Fix  mutdnsok részletesebb vizsgédlata bizonyitotta, hogy a
novenyben expresszdlodd szimbiotikus gének transzkripcidjdhoz leg-
alabb két bakteridlis szignal (EPS, nodulin) szikséges (Govers és
mtsi., 1986).

A purin és pirimidin auxotrdf és pleiotropikusan Fix Rhizobi-

um  meliloti, valamint a riboflavin auxotréf Fix Rhizobium

trifolii mutdnsokrél a citoldégiai vizsgdlatok bebizonyitottak,
hogy a baktérium - bakteroid dtalakulds lépésében hibdsak. (Pank-
hurst és mtsi, 1972).

A leucin és hisztidin auxotréf mutdnsok az infekcids fonalbdl
nem tudnak kiszabadulni (Truchet és Dénarié, 1973; Malek és Kowal-

ski 1977). A cytokinin bioszintézisben hibas Rhizobium leguminosa-

rum torzsben a baktériumok az infekcids fonalbdl vald kiszabadu-
laskor nem a novényi eredetd membrdnnal burkolva f(iz6dnek le a ci-
toplazmaba. Ez arra utal, hogy a novényi citoplazma nem idedlis
kornyezet a baktérium-bakteroid atalakulashoz (Newcomb és mtsi,

1976).
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Az utdbbi évek vizsgdlatai els6sorban a noduldcids gének sze-
repét tisztdztdk (Torok és Kondorosi, 1981; Dusha és mtsi., 1986;
Kondorosi és Kondorosi, 1986; Putnoky és Kondorosi, 1986; Rostas

gés mtsi., 1986; Gottfert és mtsi., 1986).

A kisérleti adatok felhalmozdddsdval a szimbiotikus nitrogénko-
tés egyre tobb részlete vdlt tehdt vildgossd, de még ma is keve-
set tudunk a folyamatban résztvev®é gének pontos szdmarél, elhe-
lyezkedésértl és szabdlyozdsardl ( Vincent, 1980; Kondorosi és

mtsi, 1981; Ausubel, 1982; Kiss, 1986).
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1. Téblézat: A gimbfejlédés szakaszai (Vincent, 1980)

Szakasz Mutans fenotipus

szimbidzisban

I. Fertdzés: (preinfekcid)
1l.a baktérium elsza-
poroddsa (rROC) Nod
2.a baktérium kotddése

a gyokérszérhoz (ROA) Nod
3.a gyokérszor

eldgazésa (HAB) Nod "~
4.a gyokérszér specid-

lis gorbiilése (HAC) Nod

II. Giimd képzodés: (infekcid)

l.infekcids fondl

képzOdés (INF) Nod ™~
2.glmd differen-

cidlddas (NOI) Nod™
3.bakteriumok kiszabaduldsa

az inf. fonalbdl (BAR) Nod" /Fix~
4 .bakteérium-bakteroid

dtalakulds (BAD) Nod™ /Fix~

ITI. A gimd folyamatos mikodése:

l.nitrogénkotés  (NIF) Nod ™ /Fix~

2.kiegészitd biokémiai

és fiziolégiai

funkcidk (COF) Nod*/Fix~
3.a gimb funkcidk

fenntartasa (NOP) Nod*/Fix*
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Baktérium torzsek és plazmidok.

A kisérletekben haszndlt baktériumtorzseket és plazmidokat a

2. Tablazatban foglaltam oOssze.

2. Tdptalajok eés higitdk.

A Rhizobium meliloti 41 novesztésére élesztd - tripton (YTB)

(Orosz és mtsi., 1973.), glikéz-tris-ammonium (GTA) (Kiss és mtsi
1979) komplett tdptalajokat valamint glikdz-tris-szukcindt (GTS)
(Kiss ¢és mtsi., 1979) minimdl tdptalajt haszndaltam. A tdptalajok
elkészitéséhez desztilldlt vizet, a baktériumok szuszpendalasahoz
steril 0.9%-os NaCl oldatot haszndltam.

A szaporitdsndl az inkubdcids hdmérseklet 30 o volt, a kultu-

rakat razatassal levegdztettem.

3. Mutagenezis

3.1. NTG mutagenezis.

A kémiai mutagenezist N-Metil-N'-Nitro-N-Nitrozoguanidinnel

(NTG, Koch-Light) végeztem Kondorosi és mtsi. dltal leirt mddszer

szerint (Kondorosi és mtsi., 1973). A mutagenizdlt baktériumpopu-
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ldciét GTA komplett tdptalajra egy telepre szélesztve replika
technikdaval (Lederberg és Lederberg, 1953) GTS minimdl téptalajon
ellen6riztem auxotrdfidra.

A GTS minimdl tdptalajon normdl ndvekedést mutatd koldnidkat
egyenkent novényi tesztben ellendrizve valogattam ki a szimbidzis-
ban megvdltozott fenotipusd mutansokat. Az auxotrofnak mutatkozd

telepeket Holliday tesztben ellendriztem (Holliday, 1956).

3.2. Tn5 mutagenezis

A Tn5 mutagenezist Beringer €s mtsi. mddszere szerint a pJB4JI
plazmid felhaszndldasdval végeztem (Beringer és mtsi., 1978/b). A
novényi tesztben a GTSKm minimdl taptalajon novekvd koldnidkat el-

lendriztem.

4. Genetikai térképezés, konjugdcid.

? sejt/ml)

A konjugdcidhoz kés6i logaritmikus fazisd (kb. 10
baktériumokbdl szildrd komplett tdptalaj feliletén 0.1-0.1 ml-t
osszemértem, majd a 37 OC-on novesztettem 16 6rat. A baktériumo-
kat az inkubdcids idd leteltével a tdptalaj feliiletérdl Osszeka-
partam, ¢és 0.9%-o0os steril fizioldégids séoldatban felszuszpenddl-
tam. Az igy kapott szuszpenzid alkalmas higitdsait szélesztettem

a megfeleld szelektiv (GTS minimal + kiegészités) tdptalajra.

A szuszpenzidébdl meghatdroztam a donorok, a recipiensek és a
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transzkonjugansok szamdt, a donor és recipiens markereinek rever-
zidjat, valamint a recipiens adott markereire a rekombiniciés gya-
korisagot.

Ellenszelekcidra a szelektalt markerrel nem kapcsolt markert
haszndltam. A nem szelektdlt tulajdonsdagok egylittes dtjutdsat a
szelektdltakkal replika technikdval vizsgdltam (Lederberg és Le-
derberg, 1953).

A nem szelektdlhatd fenotipusok (Nod , Fix ) térképezését gy
végeztem, hogy az Ré68B.45 jel( plazmidot bevezettem a mutdns tor-
zsekbe, és kereszteztem a 7 kivdlasztott kettds auxotrdf recipi-
ens torzzsel (2. tdbldzat), majd a szelektdlt prototréfokat nové-
nyi tesztben ellendriztem (Vincze, 198l; Forrai és mtsi., 1983).

A kivélasztott 7 recipiens torzzsel az egész Rhizobium meliloti

41 kromoszoma atfedheto.

5. Novényi teszt.

A szimbiotikus tesztet Medicago sativa L. (var.: Nagyszéndsi)
novényeken végeztem. A magvakat 70%-os etanollal 10 percig, 0.1%-
-0S HQC12-81 3 percig és ezt kovetden 10%-os hypo oldattal 10 per-
cig sterilizdaltam. A sterilizdld oldatokat mindig frissen készi-
tettem és steril desztilldlt vizzel tdvolitottam el a magvakrol.

A steril magvakat 1.0 %-os vizes agar felszinén csirdztattam.
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A kicsirdzott (1-3 mm hosszi) magvakat ferde 1% agart tartalma-
z6 nitrogénmentes tdptalaj felszinére helyeztem, és 24-48 dra el-
teltével a vizsgdlandd baktérium szuszpenzid kb. 0.1 ml-es mennyi-
ségével '"fertdztem". Egy-egy baktérium vizsgdlatdt dltaldban 5-10
parhuzamos cs8ben végeztem.

4-8 nap elteltével, a megjelend gumdk szdmdt Jjegyzokonyvben
rogzitettem. Négy - hat hét elteltével a nidvényeket tartalmazé
kémcsoveket gumidugdval (Suba - Seal) légmentesen lezdrtam, és
kb. 0.1 ml acetilén gdzt injektdltam a légtérbe. 16 - 24 dra mdl-
va a képzddott etilént gdzkromatogrdfidsan mértem (Perkin-Elmer
3920B). Az Osszehasonlithatdsdg érdekében - tekintettel a bemérés
es a csomeret pontatlansdgaira - az értékeket az

etilén csucsmagassag

10°

x acetilén csicsmagasséag
hdanyados képzésével értékeltem.
A szimbiotikus aktivitds masik Jelz6jeként meghatdroztam a no-

vények sziklevél feletti részének szdrazsuly&at is.

6. Fény- és elektrommikroszkdpos vizsgdlatok.

Az alkalmazott vizsgdlati médszerek két csoportba oszthatdk. A
szimbiézis elsS néhdny lépése (ROC, ROA, HAB, HAC; 1d. 1. Téabla-
zat) €16 rendszerben vizsgdlhatd a legjobban. A gimbk szerkezetét
rogzitett prepardatumokon fény- és elektronmikroszkdéppal tanulméa-

nyoztam.
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6.1. Preinfekcids jelenségek vizsgdlata.

E16 vizsgdlati rendszert kivdn. Az alkalmazott "fFShraeus sli-
de" technika (thraeus, 1957; Nutman, 1971) lényegét megtartva
tovabb mddositottam. Az eredeti eljdrds szerint a csirandvényeket
FShraeus oldatban feddlemez alatt helyezik el, melyet a kiszdra-
dds elkerilésére magas pdratartalmi kornyezetbe helyeznek. Vizsga-
latkor innen eltdvolitva helyezik mikroszkop ald. Ennek hdtranya,
hogy a vizsgdlatkor elmozdulé feddlemez és az dramldé folyadék 41-
taldban torzitja a gyokérszdrok helyzetét.

A vizsgdlataim késdbbi szakaszdban ezért a fedblemez alatti fo-
lyadekot 0.1-0.2% agardz géllel fixdltam, ami lehetbséget ad a
gyokeérszorok novekedésére és a baktériumok mozgdsdra, de konnyeb-

ben kezelhetové és fényképezhetdvé teszi a kisérleti rendszert.

6.2. A glmbszerkezet vizsgdlata.

A fény- és elektronmikroszkdpos vizsgdlatokhoz a giimbket a no-
vények gyokereir6l eltdvolitottam és 0.1 M ndtrium - kakodilat
pufferben oldott 4%-os glutdraldehidben 4 OCc-on é€jszakan at fixal-
tam. Az utdfixdldsra szintén 0.1 M patrium - kakodildt pufferben
oldott ozmiumtetroxidot haszndltam (2 dra). A fixdlt gimbket alko-
hol sorozaton keresztil viztelenitettem, és Durcupan ACM miigyantd-
ba agyazva 50 OC-on a blokkokat kikeményitettem. A bedgyazott min-

tédkbol a fénymikroszkopos vizsgdlatokhoz 1 - 2 mikrométer vastag-
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sagd metszeteket készitettem Zeiss ultramikrotdémmal. A fénymik-
roszkdpos vizsgdlatokhoz a metszeteket bdzikus fuxin - metilénkék
festéssel szineztem (Huber és mtsi., 1968).

Az elektronmikroszképos vizsgdlatokhoz a fenti mdédon fixdalt es
bedgyazott metszeteket 20-30 percig alkoholban oldott 50%-0s ura-
nil - acetdttal és 15 percig dlomcitrdt oldattal festettem. A met-

szeteket JEOL 100B és TESLA tipusu elektronmikroszkdppal vizsgdl-

tam.
7. A disszertdcidban alkalmazott roviditések.

Nod - Olyan bakteridlis fenotipus, mely nem képes gu-
mbképzésre a Medicago sativa gyokerén.

Fix~ - 0Olyan bakteridlis fenotipus, mely gimdt kepez a
lucerna gyokerén, de nem képes nitrogenkotésre
(novényi tesztben az acetilént nem redukdlja e-
tilénné).

Mob - Kromoszéma mobilizdcios képesseég

Auxotrofidk - A nemzetkdzi megegyezés szerinti hdrom betls ro-

viditéseket hasznaltam. Az aminosavak alkalma-
zott mennyisége a térképezési kisérletekben 50
mikrogramm/ml, a bdzisoké pedig 25 mikrogramm

/ml.
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Rezisztencidk

A nemzetkozi megegyezés szerinti harom betls ro-
viditések kromoszomdlis, kétbetlis roviditések
plazmid markerek esetén. Mennyiségik: str-250,

rif-100, SFU-5, Km-400, Tc-15 mikrogramm/ml.
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2. Tébldzat: A Kkisérletekben haszndlt baktériumtorzsek jegyzé-

ke.
Baktériumok: Markerek Forras
AK631 Nod+,Fix+ vadtipusu Kondorosi és mtsi.
Rhizobium meliloti 41 1977
AK684 Nod",Fix" str-1
Rhizobium meliloti 41 AK631
TF178 AK 684 Fix-2::Tn5
Rhizobium meliloti 41 AK684
JAS, JA7 AK684 Fix-3::Tn5, Fix-4::Tn5
Rhizobium meliloti 41 AK684
GY561 Nod-1 Rhizobium meliloti 41 Banfalvi és mtsi.,
1981
/B125 Nod-2::Tn5
Rhizobium meliloti 41 Forrai és mtsi.,
1983
/B138 Nod-3::Tn5 Banfalvi és mtsi.,
1981
FV119* cys-46, str-1, rif-1 Vincze, 1981
FV196* cys-46, phe-15,str-1, rif-1 n "
Fv197¥ phe-15, leu-4, str-1, rif-1 " "
FV199* leu-4, gly-1, str-1, rif-1 y .
Fv207* gly-1, ade-4, trp-15, str-1,
rif-1, (R.68.45) ! !
Fveg® trp-15, narB-15, gen-1 " "
Fv4s™ ade-15, str-1, narB-15 . "
7B178 ade-15, rif-1, narB-15 E i

*A kivélasztott 7 recipiens torzs (Ld. a szGvegben)
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2. T4bléazat (folytatds).

Plazmidok: Markerek Forras

R68.45 Cbr,Kmr,TCrCma+ IncPl Haas és Holloway,
1976

pJB4JI1 Gmr,Smr,::Mu::TnS IncP1 Beringer és mtsi.,

1978/b
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IV. EREDMENYEK

1. Szimbidzisban hibds mutdnsok elddllitdsa

A Rhizobium meliloti genetikai rendszerének létrehozdsa kap-

csdan csoportunkban tobb mutagén kezelést, tobbféle technikdval vé-
geztiink. Igy Kondorosi Adam és Banfalvi Zséfia TnS technikdval,
Kiss Gyorgy Botond NTG mutagenezissel, Banfalvi Zsdfia hokirdléds-

sal 4dllitottak eld Rhizobium meliloti muténsokat. Jelen doktori

disszertdcidmban az d4ltaluk el6dllitott mutdnsok egy részének
vizsgalatat is végeztem.
A szimbidzisban hibds mutdnsok el®tdllitdsdra daltaldnos megkodze-

litési mdédot alkalmaztam. A Rhizobium meliloti 41-et NTG-vel és

Tn5-el mutagenizdltam, majd az egy telepre szélesztett, minimal
taptalajon nové koldnidkat egyenként ellendriztem novényi teszt-
ben. A szimbidzisban hibdsnak taldlt mutdnsokat két csoportba so-

roltam:

a./ Mutdnsok, melyek nem képesek giimbkotésre a Medicago sa-
tiva L. (lucerna) gyokerén (Nod ).
b./ Mutdnsok, melyek képeznek ugyan gyokérgiimét, de nitro-

génkotésre képtelenek (Fix ).

Mivel nagyszami génmutdcid okoz szimbidzisban hibas fenotipust
- pl. aminosav és bazis auxotrofidk egy része ineffektiv fenotipu-

si - az egyedi telepeket a szimbiotikus tulajdonsdgok vizsgdlata
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eldtt minimal tdptalajon novesztettem és csak azokat a mutdnsokat
teszteltem szimbidzisban, melyek novekedésikhoz nem igényeltek ki-
egészitést.

A kilonbozé technikdval végzett mutagenizaldsok eredményeit a

3. tablazatban foglaltam Ossze.

3. Tabldzat. Mutans fenotipusok megjelenési gyakorisdga

Mutagenezis Vizsgdlt auxotréf  Nod™ Fix
telepszam
NTG 3900 db 26 db 3 db 42 db
Tns 4550%db 20%db 3*db 15%db

Az auxotrdéfnak talalt mutdnsokat Holliday tesztben ellendriztem.
Az auxotréfok szamanak vizsgdlata mddot nydjt a mutagenezis ha-
tdsossdganak ellendrzésére is. Ezért a mutagenizdlt populdciébdl
megvizsgdltam az auxotrofok megjelenési gyakorisdgat és a mutédns
fenotipusok eloszldsat. Az eredményeket a 4. tdblazat tartalmaz-

Za.

*Az adatok Banfalvi Zs6fia és Kondorosi Adam mutagén kezeléseinek

eredményeit is tartalmazzék.
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4. Tabldzat. Auxotrdéf fenotipusok
eloszldsa

Fenotipus NTG Tn5> 0Osszesen
db db db

Hys™
Cys
Pur”

Pyr
Met

Leu
Gly

W~ N

Tyr

N =

Try
Cyt

Arg

= R = = NN R W N
I

Trp

Thy

|
N W NN H OB NN N

|
N W N -

Lys

Az 4. tabldzat adatai azt mutatjdk, hogy a mutdcidk véletlen-
szerden oszlanak el. Megjelenésik valészinlsége nagyjabdl azonos,
kivéve a kénanyagcsere mutansok megjelenését, mely ebbdl az atlag-

bdl kiemelkedik.
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Az auxotrdéf mutdnsok revertdltathaték prototréffd. A Tn5 muta-
genezisb6l szdrmazd mutdnsok prototréf revertdnsai egyben kanamy-
cin szenzitivvé is vdltak, mely a Tn5 meglehetdsen pontos kivégs-

ddasara utal.

2. A Nod és Fix mutdcidk genetikai analizise

A Rhizobium meliloti 41 kromoszdma kapcsoltsdgi térképe (Kondo-

rosi és mtsi, 1977/b; Kondorosi és mtsi 1980; Vincze és mtsi,
1981; Forrai és mtsi., 1983) auxotréfia és rezisztencia markere-

ket tartalmaz (1. d4bra).

1. dbra. A Rhizobium meliloti 41 kromoszdéma kapcsoltsdgi

térképe

cys-16
trp-=7 cys-10 g1
nov

pur-16 §pur-15
narD-240

nar C-191
nar B-15

trp=15

N2k nyr-2 1
of pol "y

met-3épy s PYr

arg-1
phe-15

tyr-1
gly-1-
glt-41
gln-21

his-210
met-2
met-331 met-168

S5Fu-1

his-1
trp-168, trp-
leu -6p s Hipeg

05d fix=1 leu-44 .
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Ezek a mutdciok adnak keretet a kromoszomdlis mutdcidk helyé-
nek megdllapitdsdra. Mivel a szimbidzisban hibds mutdnsok nem ren-
delkeznek szelektdlhaté fenotipussal szabadonéld korilmények ko-
zott, az ilyen mutdcidk kromoszdmdlis térképezésére U stratégiat
kellett kidolgozni.

Az R68.45 plazmid segitségével (Haas és Holloway, 1976) vég-

zett kromoszéma mobilizdcid esetén a Rhizobium meliloti 41-ben

nagy kromoszoma darabok jutnak 4t és éplilnek be a recipiens bakté-
rium DNS-ébe. Bizonyitott tovdbbad, hogy az atkerult DNS szakaszon
a tobbszoros crossing over gyakorisdga relative alacsony (Kondoro-
si és Johnston, 1981; Vincze, 1981). Amikor két donor marker e-
gyutt oroklddik, akkor az alacsony tobbszords crossing over gyako-
risdg miatt a kozottik levd markerek kb. 90 %-ban szintén egyiitt
orokldédnek. Ha J61 kivdlasztott recipiens torzsekkel (2. tébléa-
zat) elvégezzik a keresztezéseket, akkor az igy rendelkezésinkre

4116 markerparokkal az egész Rhizobium meliloti kromoszémédt dtfed-

het jik.

2.1. NTG indukalt mutansok térkeépezése.

A térképezés dltaldnos stratégidja (Vincze, 1981) az, hogy a
térképezendd markert hordozé baktériumba bevezetjik az Ré8.45
plazmidot, és az igy el6dllitott donor torzse(ke)t keresztezzik
kidlon-kilon a 7 recipiens torzzsel, majd a kettds rekombinansokat

ellendrizziik a térképezendd markerre.
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Fenti strategiat kovetve hoztunk létre donor torzseket a szim-

bidzisban hibdsnak taldlt Rhizobium meliloti 41 mutdnsokbdl, majd

a keresztezéseket elvégezve a kapott rekombindnsokat novényi
tesztben ellendriztik.

A  kontrollként elvégzett kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy
a recipiensként haszndlt torzsek mindegyike Nod™ fenotipusd, bar
néhanyuk szimbiotikus aktivitdsa csockkent (2. abra). A vadtipusu
donorral elvégzett keresztezésekkor azonban mindegyikik aktivita-
sa tokéletesen helyredllt. A kromoszémalis auxotrdfia és rezisz-
tencia mutdcidk hatdsdt a szimbiotikus aktivitdsra a 2. dbran fog-
laltam ©Ossze. A Nod térképezések eredményeit az 5. tdbldzat tar-

talmazza.

5 tablazat. Rhizobium meliloti 41 Nod muténsok térképe-

zése.
Szelektalt markerparock Nod tulajdonsdg megjelenése
a rekombindnsokban (%)
mutansok Nod-1 Nod-2 Nod-3

str-17  cys-46
cys-46 phe-15
phe-15 leu-4

leu-4 gly-1

gly-1 trp-15
trp-15 narB-15
narB-15  pur-15
pur-15 str-1"

O O O O O o o o

O o O o o o o o
O O O O O o o o




2. éabra Auxotréf mutdcidk hatdsa az acetilén redukcids aktivitdsra (Rhizobium meliloti 41)
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A vizsgdlt Nod mutdcidk térképezésénél nem kaptam kapcsoltsd-
got egyetlen kromoszémdlis régidval sem, ami valdszinlsiti azok
extrakromoszomdlis elhelyezkedését. A szimbiotikus aktivitdsokat
a Fix  donorral képzett kettds rekombindnsok esetén az acetilén
redukcitds értekekbdl szamoltam. Az értékelés ezen mddja nehezebb
volt mint a Nod -ok esetében mert az acetilén redukcids mddszer-
rel nyert adatok természetiiknél fogva jdval nagyobb szdrassal ren-
delkeznek. A 6. téblazatban foglaltam dssze a Fix mutdnsok térké-
pezeésenek eredményeit. A tdblazatban szerepld 5FU-1 marker térkeé-
pezesi adatai a rendszer kontrolljaként szolgdlnak. Az SFU-1 egy
szelektalhatd fenotipusd rezisztencia marker, melynek térképezése
nem csak ebben a rendszerben tortént meg, hanem ismertek mas mar-
kerekhez viszonyitott kapcsoltsdgi adatai is. (Az S5FU-1 térképezé-
sére vonatkozd adatok Vincze Eva doktori disszertdciéjabdl szar-
maznak. ).

A 6. tdbldzat adataibdl 1lathatd, hogy a Fix-7 mutdciét a leu-4
- 9gly-1 kromoszémdlis régidba lokalizdltam. Az adatok szerint a
Fix-5 mutacid nem térképeztdik kromoszomdara. Hasonloképpen nem ta-
ldltam kromoszémdlis kapcsoltsdgot a Fix-6 és Fix-8 NTG indukdlt

mutdcicdk esetén sem.

2.2. Tn5 transzpozicidval eldallitott mutdnsok térképezeése.

A transzpozicidés technika alkalmazdsa (Beringer és mtsi, 1978/b)

lehettséget ad arra, hogy nem szelektdlhatd fenotipusd mutdcidkat

a Tn5 altal hordozott kanamycin rezisztencia marker segitségével



6. tablazat. Szimbiézisban hibds Rhizobium meliloti 41 Fix mutdnsok térképezése.
Szelektdlt Fix tulajdonsdg megjelenése a rekombindnsokban
markerparok (%)
mutansok SFU-1%  Fix-2  Fix-3 Fix-4 Fix-5 Fix-6 Fix-7 Fix-8
str-17  cys-46 0 14 19 0 0 0 0 80
cys-46 phe-15 84 14 16 44 0 82
phe-15 leu-4 100 60 67 20 4 40 0 44
leu-4 gly-1 16 100 58 58 0 20 91 13
gly-1 trp-15 10 35 64 85 4 10 76 88
trp-15 narB-15 14 32 23 4 27 36
narB-15  pur-15 0 10 53 71 8 2 0 60
pur-15 str-1" 10 100 100 4 37 29 52
Kromoszémalis phe-15 leu-4 pur-15 pur-15 - - leu-4 -
térképhelyzet leu-4 gly-1 str-1 str-1 trp-15

*(Vincze, 1981)
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nyomon tudjunk kdvetni. Kondorosi Addm és Bénfalvi Zséfia vizsga-

latai bizonyitottak, hogy Rhizobium melilotiban a transzpozici-

dval beépilt DNS darabok mdsodlagos transzpozicidja gdtolt.

Nagyon nagy gyakorisdgu (0.1-1.0) plazmid dtvitel mellet is a
kanamycin rezisztencia kisebb mint 10_9—88 gyakorisaggal volt keé-
pes helyet vdltoztatni. (Ugyanilyen  korilmények  kozott a
kanamicin rezisztencia E. coliban 10_5—88 gyakorisdggal védltoztat
helyet!)

A fenti eredmények azt igazoljdk, hogy a Rhizobium melilotiban

a Tn5 (és az a DNS szakasz amibe beépilt) egyszer( kanamycin re-
zisztencia markerként kezelhetd. A vizsgdlatok szerint 13 esetbdl
8-ban a kanamycin rezisztencia €s a szimbiotikus mutdcid 100%-os
kapcsoltsdagot mutatott, azaz 13 esetbdl 8-ban a Tn5 beépilése o-
kozta a Fix mutéciot.

Az NTG kezelt szimbiotikus mutdcidk térképezéséhez hasonlé
technikdt alkalmazva meghatdroztam a Fix-2 jeld TnS indukalt mu-
tdns térképhelyzetét is, mely a leu-4 - gly-1 kromoszémalis régi-
6éra lokalizdlhatd (6. tdblazat). A Banfalvi Zséfia dltal fiiggetle-
nil elvégzett kanamycin rezisztencia térképezése a Tn5 beépilési
helyét ugyanerre a régidra mutatta ki.

A szintén Tn5-el indukdlt Fix-3 és a Fix-4 mutdnsok térképhely-

zete a pur-15 - str-1 régidban taldlhaté.
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3. A gumbfejlédés vizsgdlata Rhizobium meliloti 41 - Medi-

cago sativa szimbidzis kialakuldsakor

3.1 A vad tipusud gimé szerkezete.

Feny- és elektronmikroszkdpos vizsgdlatokat végeztem annak meg-

dllapitdsdra, hogy a Rhizobium meliloti 41 dltal indukdlt gimok

fejlodése és szerkezete mutat-e eltérést mds Rhizobiumok dltal in-
dukdlt gimdktdl.

A Vincent féle felosztast (1. tdblazat) kovetve vizsgdltam a
gimdfejlddés egyes lépéseit. A mddositott Fahraeus technikat al-
kalmazva jol megfigyelhetdk a preinfekcids- (3 dbra), és az infek-

ciés 1épések (4. dbra) Rhizobium meliloti 41-el fert6zott lucerna

novenyek gyokerén, ill. fény- és elektronmikroszképpal a baktero-
id képzodés és a giimd szerkezet (5. 6. 7. 8. 9. 10 &abrék).

Megdllapitottam, hogy a Rhizobium meliloti 41 vad tipusy bakté-

rium dltal indukdlt gimbk struktidréja lényegileg nem kiilonbozik
mds szimbiotikus baktériumok dltal létrehozott giimok szerkezeté-
t6l. Megtaldlhaté az infekcidés fonalak rétege a bakteroidokkal
zsifolt korai nitrogénkoto és késdi nitrogénkotd zona, valamint
az eldregedett funkciondlisan leépiilé sejtek zéndja.

Az 5. 4&brdn egy 6 hetes, vadtipusd Rhizobium meliloti 41 (AK

631) dltal indukdlt gimé hosszmetszetét 1lathatjuk (N: 40x).
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32,

5. abra.
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3. abra:

b./

d./ - e./

£./

g./

Preinfekcids Jelenségek a Rhizobium meliloti 41

Medicago sativa szimbidzis kialakuldsakor.

Lucerna novény gyokérszorok Rhizobium meliloti 41-el

"fertdozve" 0. nap. (N: 20x)

Sotét 1latéteres felvétel. Lucerna novény gyokérszorok

Rhizobium meliloti 41-el "fertdzve" 3. nap. J6l 1athato

a gyokérszorok csucsdandl elszaporodott baktérium felhd

(ROC/ROA - nyil) (N: 40x)

A baktérium adszorpciéja a gyokérszdr csidcsdhoz (ROA)

(N: 160x)

GyokérszOr eldgazdsi formdcidk (HAB). (N: 40x). Nem
csak a szimbionta partrner idézi eld, mas baktériumok,
vagy mechanikai szennyeztdések (pl. homokszem) is eldi-

dézheti.

A gyokérszOr specidlis gorbiilése (HAC) (N: 40x)

Tipikus HAC reakcid un. "sepherd's croocks". Fontos 1é-

pés, melyet csak a szimbionta partner képes eldidézni.
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4. dbra Infekcids és gimdképzddési jelenségek a Rhizobium meli-

loti 41 Medicago sativa szimbidzis kialakuldsakor.

a./ A baktérium behatoldsa utdn a gyokérszorben un. infekci-
gs fonalat képez, melyen keresztiil a gyokér merisztema-
tikus sejtjei felé halad (INF) (N: 40x).

b./ Infekcids fonal a gyokérszdron beldl (nyil) (N:160x)

c./ Megindul a merisztematikus sejtek differencidlddésa

(NOI) (N: 20x)

d./ Differencidldédott gimd (N: 20x)
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5. dbra Rhizobium meliloti 41 Medicago sativa szimbidzis sorén

kialakult nitrogénkot6 gimd hosszmetszete.
(M) merisztéma; (IF) infekcidés fonalak rétege; (ES) korai nitro-
génkotd zdna; (LS) kés6i nitrogénkotd zéna; (NC) gimd kortikdlis

sejtrétege; (SC) sclerenchyma sejtek.



Forrai: Doktori disszertdcid - eredmények 37.

6. abra: A Rhizobium meliloti 41-el fertdzott gimd szerkezete

Az infekcidés fonalbdl (IF) a novényi sejtbe 1lef(iz6dé Rhizobium

meliloti 41 (BM) elektrommikroszkdpos képe.
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7. dbra: A Rhizobium meliloti 41-el fertdzott giimd szerkezete

A korai nitrogénkdfﬁ zoéna sejtrészlete a bakteroid (BD) és egy tu-

buldris mitochondrium (MC) hosszmetszetével.
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8. dbra: A Rhizobium meliloti 41-el fert6zott gimé szerkezete

A késbdi nitrogénkoté zéna egy sejtje, melyen lathaté a sejtbe nyo-
muld infekcids fondl (IF) valamint a bacteroiddd alakult baktériu-
mok tomege (BD). A sejt kozepén a vakuolum (VA), a vakuolum szé-
1én a sejtmag (SM) 1dthatd (N: 400x)
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9. dbra: A Rhizobium meliloti 41-el fertdzott glimdé szerkezete

A késdi nitrogénkotd zéna elektrommikroszképos képe. Jol 1athatd
a bakteroidokat (BD) hatdrold bakteridlis eredetd kettds membran

(BM), valamint a sokkal kompaktabb novényi sejtmembran (NM).
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10. dbra: A Rhizobium meliloti 41-el fert6zott gimd szerkezete

Részlet a nitrogénkdtd gimd bazdlis teriletérdl. Jol megfigyelhe-
t6k a szétesd novényi- (NM) és bakteridlis membrdanok (BM), az e-

r6s vakuolizdcid (VA) és a degraddlédott mitochondriumok (MC).
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3.2. A szimbidzisban hibds mutdnsok morfolégiai jellemzése.

A mutdnsok eldzetes karakterizdlasdt a szerkezeti vizsgdlatok-
nadl is kovetett Vincent féle rendszer szerint csoportositva végez-
tilk. Megvizsgédltuk az eltéré médon eldallitott Nod mutdnsok ese-
tében a gyokérszorok eldgazdsdt és u.n. "specidlis gorblilését".

Ez a Jelenség a baktériumok gyokérszorhoz vald tapaddsdnak
(ROA), 1ill. a gyokérszérbe vald behatoldsanak (INF) kovetkezmé-
nye, és bizonyitja az u.n. preinfekcids tulajdonsagok meglétet.
Tipikusan novényi reakcid. A vad tipusu baktériummal végzett vizs-
gdlatok azt mutattdk, hogy a gyokérszorck gorbililése a 'fertdzés"
utdni 3. - 4. naptdl kezdve biztonsaggal kimutathatd és még a no-
veny 4 hetes kordban is hasonld mddon értékelheto.

A mutansok vizsgalatdnak eredményeit az aldbbi tabldzat tartal-

mazza.

7. tdbldzat. A szimbidzisban hibds (Nod ) baktériumok

gyokérszor gorbilést eldidézé (HAC) fenotipus

vizsgdlata.
Mutagenezis NTG TnS  Hokezelt®
Fenotipus
Hac+ 2 2 8
Hac- 1 1 41

A mutdnsokat Banfalvi Zsdéfia dllitotta eld (Banfalvi és mtsi.,

1981)
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A  téblézat adataibdl lathatd, hogy az eltérd technikdval muta-
genizdlt Nod fenotipusd mutdnsok tovdbb csoportosithatdk. Ugyan-
csak tovdbbi csoportositdsra ad lehetdséget a gumdszerkezet vizs-
galata fény és elektrommikroszkdppal.

A Fix-2::Tn5 fenotipusd mutdns struktirdlis vizsgdlata vald-
szinGsiti, hogy a mutdcid a baktérium - bakteroid dtalakulds lépé-
sét érintette. A vad tipussal ellentétben nem taldlhatdé meg a zo-
nalis felépités, és a sejteket vizsgdlva nem ldthatunk dtalakult

bakteroidokat sem. (11. &bra).



Forrai: Doktori disszertdcid - eredmények 44,

11. dbra A szimbidzisban megvdltozott (Fix ) és vad tipusd giim6-
szerkezet Osszehasonlitdsa.

Vad tipusd baktériummal ferté6zott gimé keresztmetszete a korai
nitrogénkotd zona magassdgdban (a.); a Fix-2::Tn5 mutdnssal fert6-

zOtt gimd keresztmetszete (b.).
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VI. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

1. Mutagenezis.

Mig az NTG mutagenezis foképpen revertdltathatd pontmutdcidkat
eredményez, addig a Tn5 inszercids mutagenezis erfsen polaris ha-
tdsd, mutdcidk képzodését indukdlja (Berg, 1977; Forrai és mtsi.,
1983). A kétféle mutagén technika alkalmazdsdval feltehetd, hogy
eltért génekben hibds mutdcidkat sikerilt nyerni.

A kapott Fix mutdnsok szdma a mutagenezisek egészét tekintve
kb. 10x-ese a Nod mutdnsok szdmdnak. Kordbbi, ugyancsak NTG-vel

mutagenizdlt Rhizobium japonicum (Maier és Brill, 1976), valamint

Rhizobium leguminosarum (Beringer és mtsi., 1977) szimbiotikus mu-

tdnsok elemzésébdl kapott eredményei azt mutattdk, hogy kiilonbse-
gek vannak a kapott Nod és Fix mutdnsok szamdban. Egyes szerzok
vizsgdlatai (Banfalvi és mtsi., 1981; Kondorosi és mtsi., 1981;
Long és mtsi., 1982; Kondorosi és mtsi., 1983/b; Putnoky és Kondo-
rosi, 1986) azt mutatjék, hogy a noduldcidért felelds gének a Rhi-
zobium megaplazmid relative kis régidjat foglaljék el, ami arra
utal, hogy a nodulédcioért csak kevés gén felelos.

A szdmbeli eltérés azonban nem sziikségszerlen jelenti, hogy ha-
sonléd mertékd az eltérés a Rhizobiumok nod és fix génjei kozott

(Beringer és mtsi., 1980). Mig a Nod fenotipus a vizsgdlatokban
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"igen-nem" tipusi védlaszt ad eredményil (és igy egyetlen nod" re-
vertans Nod' fenotipust eredményezhet), addig a Fix fenotipus
vizsgdlatakor statisztikus értékelést alkalmazunk, amit kevesbé
zavar a Fix' revertansok megjelenése.

Mds részr6l ismert, hogy nagyon sok biokémiai mutdns (aminosav
auxotrofok, antibiotikum rezisztensek) rendelkeznek Fix  fenoti-
pussal (Schwinghammer, 1964; Schwinghammer, 1968; Scherrer és De-
narié, 1971; Denarié és mtsi., 1976; Zelezna-Kowalska, 1977; Zel-
ezna-Kowalska, 1978). Sajdt vizsgdlataimban is azt tapasztaltam,
hogy a térképezéshez haszndlt auxotrof recipiens pdrok megleheto-
sen valtozatos aktivitdst mutattak szimbiotikus tesztben (1d. 2.
dbra). Mivel a mutagenizdlt populdcidkat a Holliday tesztben csak
aminosav auxotrofidkra ellendriztem, a nagyszémi Fix  fenotipus
megjelenését az antibiotikum rezisztens mutansok is okozhattdk.
Eppen ez okbdl a térképezésben haszndlt mutdnsokat eldzetesen a
genetikai térképen mar szerepld rezisztencia markerekre is ellen-
driztem.

A szimbiotikus nitrogénkotésért felelds gének nem rendelkeznek
szelektdlhaté fenotipussal, a rekombindnsok genetikai analizise a
novényl teszt alkalmazdsa miatt lassu és nehézkes. A nehézségeket
elsGsorban a Tn5 technika alkalmazdsdval kerilhetjik ki (Beringer
¢s mtsi. 1978/a), ami a Km' kivetésével a vizsgdlt mutdcidt sze-
lektdlhatdévd teszi. A Tn5 mddszer alkalmazdsa azonban megkoveteli

a vizsgdlt tulajdonség és a Km® kapcsoltsdganak bizonyitdsat.
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Forrai és mtsi. leirtak, hogy a novényi tesztben, Fix  vagy
Nod~ fenotipust mutatd Tn5 indukdlt mutdnsok 40%-ban nem mutattak
kapcsoltsagot a Km' markerral (Forrai és mtsi., 1983). A jelenség-
re tobbféle magyardzatot taldlhatunk. Ismert, hogy a transzpozici-
6s elemek jelenléte a genomban noveli delécidk kialakuldsdnak va-
16szinGségét (Berg, 1977), ill., hogy a Tn5 jelenléte aktivizdlja

a Rhizobium meliloti megaplazmidokon jelenlévd ISRm2 szekvencid-

kat (Dusha és mtsi., 1987), melyek a szimbiotikus génekbe épllve
azok funkcidjdnak megsz(inését okozzdk. A Tn5 haszndlatdnak mdsik
problémdja, hogy a Tn5-el egyidtt a Mu fag szekvencidk is transzpo-
ndlédhatnak, ami instabilld teszi a regidét és gyakran indukdl de-

lécidkat (Banfalvi és mtsi., 1981; Meade és mtsi., 1982).

2. A mutdnsok genetikai analizise

Felhaszndlva a Rhizobium meliloti kiilonbozd technikakkal izo-

141t szimbidzisban hibds mutansait és a korabban megalkotott gene-
tikai térképét 3 Nod és 7 Fix mutdcidt térképeztem az R68.45
plazmid haszndlatdra épitett konjugdcids rendszerben. Tekintetbe
véve a csoportban mdsok 4ltal is térképezett Fix mutdcidkat dgy
latszik, hogy a szimbiotikus gének csak egy (kisebbik) része loka-
lizdlhatd a baktérium kromoszémdjdra, tdlnyomd tobbséglik extrakro-

moszdmdlisan helyezkedik el. A kromoszémdra térképezett mutdcicdk
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nem egy csoportban helyezkednek el. Ezek a vizsgdlatok bizonyitot-
tdk els6 izben, hogy a szimbidzisban kromoszémdlis gének is részt-
vesznek (Forrai és misi., 1983). A mutagenezisek utdn kapott auxo-
tréfok vizsgdlata a szimbidzisban, valamint az auxotréfok és a
szimbidzisban hibds mutdnsok szamdnak Osszehasonlitdsa azt valé-
szinlsiti, hogy igen nagyszami Rhizobium gén vesz részt a nitro-
genkotd bakteroidok fejlddésében és a szimbidzis egyes folyamata-

iban a gumd mikodése folyaman.

3. A gumbfejlédés lépéseinek vizsgdlata.

A vad tipusd Rhizobium meliloti 41 esetében az - elvileg is-

mert - alpvetd jelenségek tisztdzdsa adott lehetdséget a megfele-
16 technikdk elsajatitdsdra, mely a mutdnsok csoportositdséban is
nélkilozhetetlen wvolt. A vizsgdlatok eredményei bizonyitottak,

hogy a Rhizobium meliloti 41 esetében is érvényesek a mar kordb-

ban tett megdllapitdsok a giimbfejlodés 1épéseit illetben (Vincent
1980).

A gyokérszO6rok specidlis gorbilésének (HAC) vizsgdlatdval a
Nod~ mutdnsok (ijabb - tovadbbi - csoportositdsa vdlt lehetdvé (7.

tdblazat).
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4. Gimdszerkezetl vizsgdlatok.

A Rhizobium meliloti 41 vadtipusu baktérium dltal indukdlt gl-

mbk szerkezete nem mutat lényeges eltérest a korabban mas Rhizobi-
um fajokndl leirtakkal (Truchet és Dénarié, 1973; Newcomb és mtsi
1977; Tu, 1977; Patel és Yang, 1980; Hirsh és mtsi., 1982).

Az 5. 4abréan ldthatdé Rhizobium meliloti 41-el fertdzott gimd

hosszmetszetén jol megkiilonboztethetd a zondlis felépités. Az iro-
dalmi adatoktol eltérést itt sem tapasztaltam, de a konkrét Rhizo-
bium faj gimdszerkezete eddig feltdratlan volt.

A 11. dbran ldthatd az AK 631 (Rhizobium meliloti 41 vad tipu-

si) és a TF 178 (Fix-2::Tn5) mutdnssal fertdzott gimd fénymikrosz-
kdpos 0Osszehasonlitdsa. Mint észrevehetd a mutdnssal indukdlt gii-
m& nem tartalmaz bakteroidokat, és az infekcids fondlbdl kiszaba-
duld néhany baktérium nem képes dtalakulni.

A késObbi vizsgdlatok bizonyitottdk (Putnoky és mtsi., 1988),
hogy a Fix-2 (TF 178) Tn5 mutagenezisb8l szdrmazdé mutdns &ltal in-
dukdalt gilimében sem a nif gének, sem a ndvényi nodulinok (leghaemo-
globin, nod-25) mRNS-ei nem mutathatdk ki.

Az a tény, hogy a biolégiai nitrogénkotés illetve a szimbioti-
kus kapcsolat kialakitasdban mindkét partner genetikai allomanyda-
bél szdrmazd, nagyszami gén vesz részt, egyenldre kérdésessé te-
szi annak a régi vagynak a megvaldsuldsat, hogy a természetes U-
ton kialakult bioldgiai nitrogénkotési folyamatot a jelenleg isme-

retes géntechnikai mdédszerekkel dtvihessik a mezdgazdasdgban fon-
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tos és nagy tomegben termesztett novényfajokba (biza, kukorica,
stb). A novényi oldalrdl felvettdd kérdések vizsgdlata pedig csak

napjainkban kezdddott meg.
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VII. (0SSZEFOGLALAS

A Rhizobium meliloti 41 - Lucerna szimbiotikus kapcsolatdnak

vizsgdlata sordn az aldbbi fontosabb eredményeket értem el:

Kétféle mutagén technikdt alkalmazva szimbidzisban hi-

bas (Nod és Fix ) mutdnsokat dllitottam eld a Rhizobi-

um meliloti 41 baktériumbdl.

Haszndlva a Rhizobium meliloti 41 genetikai rendszert

gés terkepezési eljdrasokat, elsd izben sikerilt a Rhizo-

bium meliloti 41 3 Nod és 7 Fix mutdnsanak térképhe-

lyét megdllapitani. A Fix-2::Tn5 mutdns leu-4 - gly-1,
a Fix-3 és Fix-4 mutdnsok a pur-15 - str-1, a Fix-7 mu-
tans a leu-4 - trp-15 kromoszomdlis régicdba térképezo-
dik. A Nod-1 - Nod-3 és a Fix-5 és Fix-6 mutdnsok nem
térképezodnek kromoszodmara.

Vizsgdltam a vadtipusu baktérium - gazdandovény kapcso-
lat sorédn a szimbidzis kialakulasahoz vezetd lépéseket.
Ennek alapjén tovdbbi csoportositdst végeztem a Nod
mutdnsokon.

Megdllapitottam a vad tipusd Rhizobium meliloti 41 &1-

tal indukdlt gimd fény- és elektronmikroszképos szerke-
zetét, valamint Osszehasonlitd vizsgdlatokat végeztem a

Fix-2::Tn5 mutanssal.
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