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I. BEVEZETÉS

A törzsfejlődés folyamán több olyan jelentős állomást tartunk

számon, mely alapvetően befolyásolta a fejlődés további irányát.

Ezek közül is kiemelkedik két olyan folyamat, mely a továbbiakban

meghatározó jelentőségűvé vált.

1. A légköri oxigént produkáló fotoszintézis,

2. és az inert légköri nitrogén gázt ammóniává

redukáló biológiai nitrogénkötés

megjelenése.

Közismert, hogy a mezőgazdaságban a növények táplálásához fel

használt nitrogén mennyisége egyre növekszik és az ipari nitrogén- 

fixálás egyre költségesebb. így nem meglepő, hogy a figyelem egy-

inkább a biológiai nitrogénkötés lehetőségeinek fokozása felére

fordul.

A légköri nitrogén (az oxigénhez hasonlóan) egy körfolyamaton

keresztül válik az élő szervezetek számára hozzáférhetővé, mely

körfolyamat egyik "bemenő ágán", a baktériumok és növények közöt

ti szimbiotikus kapcsolat eredményeképpen képződik szerves nitro

gén. Mint azt a korábbi évek vizsgálatai bizonyították, az összes

élő szervezetben fellelhető kötött nitrogén ebből a forrásból 

származik leszámítva az újkori ipari szintéziseket (pl. Haber-

-Bosch eljárás). Bár ez utóbbi nagyságrendekkel kevesebb kötött
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nitrogént eredményez mint a biológiai nitrogénkötés, gyakorlati 

szempontból (pl. műtrágya gyártás) mégis nagy jelentőségű.

A szimbiotikus kapcsolat során a légköri nitrogén megkötésére

specializálódott szerv - gyökérgümő - alakul ki. A gyökérgümő fej

lődésének és működésének szabályozásában mind bakteriális, mind

növényi gének és géntermékek résztvesznek.

A legjobban ismert szimbiotikus nitrogénkötő kapcsolatok a

Rhizobiaceae család baktériumai és a Leguminosae család növényei

között alakultak ki. A szimbiotikus nitrogénkötés folyamatának e- 

gyes lépései (Id. 1. Táblázat) a Szója - Rhizobium japonicum, Tri

folium - Rhizobium trifolii rendszerekben a legismertebbek, de

egyre több információt kapunk a Bab - Rhizobium phaseoli, Borsó - 

- Rhizobium leguminosarum valamint a Lucerna - Rhizobium meliloti

rendszerekről is.

Bár a szimbiotikus nitrogénkötés vizsgálata ma már molekuláris

biológiai szinten folyik, ez nem jelenti azt, hogy mindent tudunk

a folyamat fiziológiájáról, biokémiájáról, genetikájáról vagy

struktúrális vonatkozásairól. Az ilyen irányú vizsgálatok elméle

ti jelentőségükön túl (probléma felvetés a molekuláris biológiai 

megközelítési mód számára), a gyakorlatban hasznosítható eredmé

nyekre is vezethetnek, mely minden tudományos tevékenység közeli

vagy távoli célja kell, hogy legyen.
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II. CÉLKITŰZÉS

Munkacsoportunk a biológiai nitrogénkötés folyamatát a

Lucerna - Rhizobium meliloti 41

szimbiózisos rendszerben vizsgálja.

Jelen doktori disszertációmban azokról a közös célkitűzéshez

kapcsolódó kísérletekről számolok be, melyek a genetikai és struk- 

túrális megközelítési mód segítségével szolgáltatnak adatokat a

biológiai nitrogénkötés jobb megértéséhez.
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III. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

A szimbiotikus nitrogénkötés intenzív kutatása mintegy tizenöt

évvel ezelőtt indult meg. A kezdeti vizsgálatok jórészt taxonómi

ai, fiziológiai összefüggéseket tártak fel (Keele és mtsi, 1969; 

Martinez-De Drets és Arias 1972; Ucker és Signer, 1978). Jelentős 

előrelépést a modern genetikai - biokémiai (molekuláris biológi

ai) szemléletmód bevezetése hozott.

1. A Rhizobium genetikai rendszer létrehozása.

A szimbiotikus nitrogénkötés vizsgálatának alapvető feltétele

a résztvevő bakteriális partner genetikai rendszerének megteremté

se volt. Az erre irányuló kisérleti munka előfeltétele egy jól 

jellemzett mutánspark elkészítése (Kondorosi és mtsi, 1973; Ruv- 

kun és Ausubel, 1981) valamint olyan genetikai információátviteli

rendszerek kidolgozása, melyek gramm negatív baktériumokban is ha

tásosak (Kondorosi és mtsi, 1973; Haas és Holloway, 1976; Hollo-

1979; Julliot és Boistard, 1979; Brewin és mtsi, 1980; 

és mtsi, 1980; Vincze és mtsi, 1981).

Kissway,

A konjugációs kromoszóma átvitellel párhuzamosan kidolgoztak

más információátviteli rendszereket is, így a Rhizobiumok transz- 

dukcióját (Sváb és mtsi, 1978; Sík és Horváth, 1980) és transzfor

mációját (Gábor-Hotchkiss, 1972; Dunican és lierney, 1973; Kiss

és Kálmán, 1982).
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Közel egyidőben 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) - konjugációs ge

netikai térképét alkották meg.

2. Genetikai térképezés Rhizobiumban

Egy organizmus genetikai térképének megalkotását, a vizsgált

tulajdonságok együttes öröklődésének mérése teszi lehetővé. Két

gén térképhelye annál közelebb van egymáshoz, minél nagyobb e-

gyütt öröklődésük gyakorisága. Az együtt öröklődés biológiai hát

terét a donor sejtből a recipiens sejtbe átjutó DNS darab homológ 

bázispárosodása és kicserélődése (crossing over) adja. Amennyiben 

az átjutó DNS darab szelektálható (vagy más egyéb módon követhe

tő) tulajdonságot hordoz, akkor a létrejött rekombinánsok elkülö

níthetők a szülői típusoktól.

Megfelelő számú egymással együtt öröklődő (kapcsolt) markerpár 

alkalmazásával a kromoszóma kapcsoltsági térképe megszerkeszthe

tő.

A Rhizobium meliloti 41 kapcsoltsági térképe az 1.ábrán látha

tó (Kondorosi és mtsi, 1977; Vincze, 1981; Forrai és mtsi, 1983).

Bár a különböző Rhizobium törzsek nagyszámú saját plazmidot tar

talmaznak, melyek bizonyítottan képesek átjutni egyik baktérium-
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ból a másikba (Higashi, 1967; Cole és Elkan, 1973; Bedmar és Oli-

1980), ' de kromoszóma mobilizációs képességgel (Mob) nem

rendelkeznek. Mob+ tulajdonságú Rhizobium plazmidot eddig csak

Rhizobium leguminosarumból mutattak ki (Hirsh, 1979), de mobilizá-
-7 -8ciós képessége olyan alacsony (10 -10 /recipiens sejt),

vares

hogy

térképezésre nem volt használható.

A Pl inkompatibilitási csoportba tartozó plazmidok (RP4, R68, 

stb.) kromoszóma mobilizációs képessége plazmidtól és recipiens- 

től függően már 10 ^ - 10 ^/donor sejt, így kromoszóma térképezés

re megfelelő. Legjobban az R68.45 jelű plazmid (Holloway, 1978; 

Holloway, 1979) tulajdonságai feleltek meg kromoszóma térképezés

re Rhizobium melilotiban, mert közel azonos frekvenciával indítja

a kromoszóma mobilizációt a baktérium kromoszóma minden pontjáról 

és nagy darabokat (15-30%) képes transzferálni, valamint a képző

dött rekombinánsok haploidok (Kondorosi, 1977; Vincze, 1981).

Az R68.45 plazmid segítségével Rhizobium melilotiban nyert kap

csoltsági adatok additívvá tehetők a Wu által transzdukcióra beve

zetett majd Kondorosi által módosított összefüggéssel (Wu, 1966; 

Kondorosi és mtsi, 1977).

A Rhizobium meliloti genetikai térképének megszületése után a

további markerek térképezésére egy un. "gyorstérképezési" rend

szert fejlesztettek ki (Vincze, 1981; Bánfalvi és mtsi, 1981; For

rai és mtsi, 1983). Ez a rendszer jól használható a nem szelektál

ható fenotípusú mutációk térképezésére is.
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3. Szimbiotikus mutánsok Rhizobium melilotiban

A gümőkötésért és a gümőfunkciók fenntartásáért felelős gének

azonosításának eredményes megközelítési módja szimbiózisban hibás

baktérium mutánsok előállítása. Ezidáig több Rhizobium fajból izo

láltak szimbiózisban hibás mutánsokat különböző 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 hibridizációval nyert adatok azt mutatják,

hogy a szimbiózis kialakulásáért felelős gének egy része a bakté

rium kromoszómáján, másik (nagyobbik) része plazmido(ko)n helyez

kedik el (Nuti és mtsi, 1979; Brewin és mtsi, 1980; Ruvkun és Au- 

subel, 1980; Bánfalvi és mtsi, 1981; Rosenberg és mtsi, 1981; Pra- 

kash és mtsi, 1981; Kondorosi és mtsi, 1984).

mutánsok előállítására dolgozott ki új eljárást ZurkowskyNőd

Bánfalvi, melynek lényege, hogy hosszú ideig magas hőmérsékle-és

ten szaporított Rhizobiumokban a nőd géneket hordozó plazmid el

veszik. (Zurkowsky és Lorkiewicz, 1978; Bánfalvi és mtsi, 1981).

Az eddig leírt nőd gének mindegyike a Rhizobium meliloti nagy-

plazmidján helyezkedik el, és szorosan kapcsolt a nagyplazmidon 

elhelyezkedő nif génekkel (Bánfalvi és mtsi., 1981; Rosenberg és 

mtsi., 1981; Kondorosi és mtsi., 1983; Long és mtsi., 1982). A no- 

dulációs géneket két csoportra oszthatjuk: korai nodulációs gének

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

1984; Horváth és mtsi., 1986).

4. A szimbiotikus kapcsolat morfológiai vonatkozásai.

A vad tipusú Rhizobium meliloti - Medicago sativa szimbiotikus

kapcsolatának kialakulásakor a "fertőzést" követő 4-10 napon be

lül 1-5 mm hosszú a gyökerek epidermisz sejtjeinek burjánzásából 

származó struktúrák - gümők - alakulnak ki. A folyamat több jól 

elkülöníthető lépésre bontható (Vincent, 1980; 1. táblázat), me

lyek fény- és elektronmikroszkóppal jól nyomonkövethetők.

A légköri nitrogén megkötése a kialakult gümőben - közelebbről 

a nitrogenáz enzimet termelő bakteroidokban - folyik (Planqué és

mtsi, 1977). A gümő rózsaszín elszíneződését a növényi genomban

kódolt leghaemoglobin okozza (Fuehsman és Appleby, 1979).

A gümő szerkezetére a zonális felépítés jellemző (lu, 1977). 

Az apikális merisztéma alatt találjuk az infekciós fonalakkal át

szőtt sejtrétegeket, majd a bazális irányban a korai szimbiotikus

zóna következik. Itt történik a baktériumok átalakulása bakteroi-

dokká. Az aktív, késői szimbiotikus zóna adja a gümő nitrogénkö

tésben legaktívabb rétegét. A sejtek szinte teljes mértékben ki

töltöttek bakteroidokkal. A szimbiotikusán aktív zónát vastag fa

lú szklerenhima sejtek veszik körül. A gümő bazális területein a 

funkcionálisan inaktív, vakuolizált sejtek rétege található. Az e-

gész gümőt kortikális sejtek rétege borítja.
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Szimbiózisban hibás fenotípusú (Nőd , Fix ) Rhizobiumok morfo

lógiai vizsgálata elsősorban a szimbiózis korai lépéseiben bekö

vetkezett defektusok azonosítására alkalmasak.

A szimbiózisban megváltozott Fix mutánsok túlnyomó többségé

ben a vadtípustól eltérő alakú és szerkezetű gümők képződnek. A

mutáns fenotípusú gumó kis méretű, általában fehér vagy sárga szí

nű, és zonális felépítése megváltozik.

A Fix mutánsok részletesebb vizsgálata bizonyította, hogy a

növényben expresszálódó szimbiotikus gének transzkripciójához leg

alább két bakteriális szignál (EPS, nodulin) szükséges (Govers és

mtsi., 1986).

A purin és pirimidin auxotróf és pleiotropikusan Fix Rhizobi-

um meliloti, valamint a riboflavin auxotróf Fix Rhizobium

trifolii mutánsokról a citológiai vizsgálatok bebizonyították,

hogy a baktérium - bakteroid átalakulás lépésében hibásak. (Pank- 

hurst és mtsi, 1972).

A leucin és hisztidin auxotróf mutánsok az infekciós fonalból

nem tudnak kiszabadulni (Truchet és Dénarié, 1973; Malek és Kowal

ski 1977). A cytokinin bioszintézisben hibás Rhizobium leguminosa-

rum törzsben a baktériumok az infekciós fonalból való kiszabadu

láskor nem a növényi eredetű membránnal burkolva fűződnek le a ci-

toplazmába. Ez arra utal, hogy a növényi citoplazma nem ideális 

környezet a baktérium-bakteroid átalakuláshoz (Newcomb és mtsi,

1976).



Forrai: Doktori disszertáció - Irodalmi áttekintés 10.

Az utóbbi évek vizsgálatai elsősorban a nodulációs gének sze

repét tisztázták (Török és Kondorosi, 1981; Dusha és mtsi., 1986; 

Kondorosi és Kondorosi, 1986; Putnoky és Kondorosi, 1986; Rostás

és mtsi., 1986; Göttfert és mtsi., 1986).

A kísérleti adatok felhalmozódásával a szimbiotikus nitrogénkö

tés egyre több részlete vált tehát világossá, de még ma is keve

set tudunk a folyamatban résztvevő gének pontos számáról, elhe

lyezkedéséről és szabályozásáról ( Vincent, 1980; Kondorosi és

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

Szakasz Mutáns fenotipus 

szimbiózisban

I. Fertőzés: (preinfekció)
1. a baktérium elsza

porodása
2. a baktérium kötődése 

a gyökérszőrhöz (ROA)
3. a gyökérszőr 

elágazása
4. a gyökérszőr speciá

lis görbülése
II. Gümő képződés: (infekció)

l.infekciós fonál 
képződés

2. gümő differen
ciálódás

3. baktériumok kiszabadulása 

az inf. fonalból (BAR)
4. baktérium-bakteroid 

átalakulás

(ROC) Nőd

Nőd

(HAB) Nőd

(НАС) Nod

(INF) Nod

(N01) Nod

Nod+/Fix

Nod+/Fix(BAD)
III. A gümő folyamatos működése:

(NIF) Nod+/Fix1. nitrogénkötés
2. kiegészitő biokémiai

és fiziológiai 
funkciók

3.a gümő funkciók 

fenntartása

Nod+/Fix(COF)

Nod+/Fix+(NOP)
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IV. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

1. Baktérium törzsek és plazmidok.

A kísérletekben használt baktériumtörzseket és plazmidokat a

2. Táblázatban foglaltam össze.

2. Táptalajok és hígítók.

A Rhizobium meliloti 41 növesztésére élesztő - tripton (YTB)

(Orosz és mtsi., 1973.), glükóz-tris-ammónium (GTA) (Kiss és mtsi 

1979) komplett táptalajokat valamint glükóz-tris-szukcinát (GTS) 

(Kiss és mtsi., 1979) minimál táptalajt használtam. A táptalajok

elkészítéséhez desztillált vizet, a baktériumok szuszpendálásához

steril 0.9%-os NaCl oldatot használtam.

A szaporításnál az inkubációs hőmérséklet 30 °C volt, a kultú

rákat rázatással levegőztettem.

3. Mutagenezis

3.1. NTG mutagenezis.

mutagenezist N-Metil-N'-Nitro-N-Nitrozoguanidinnel 

(NTG, Koch-Light) végeztem Kondorosi és mtsi. által leírt módszer 

szerint (Kondorosi és mtsi., 1973). A mutagenizált baktériumpopu-

A kémiai
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lációt GTA komplett táptalajra egy telepre szélesztve replika 

technikával (Lederberg és Lederberg, 1953) GTS minimál táptalajon

ellenőriztem auxotrófiára.

A GTS minimál táptalajon normál növekedést mutató kolóniákat

egyenként növényi tesztben ellenőrizve válogattam ki a szimbiózis

ban megváltozott fenotípusú mutánsokat. Az auxotrófnak mutatkozó

telepeket Holliday tesztben ellenőriztem (Holliday, 1956).

3.2. Tn5 mutagenezis

A Tn5 mutagenezist Beringer és mtsi. módszere szerint a pJB4JI 

plazmid felhasználásával végeztem (Beringer és mtsi., 1978/b). A
Kmnövényi tesztben a GTS minimál táptalajon növekvő kolóniákat el

lenőriztem.

4. Genetikai térképezés, konjugáció.

10^ sejt/ml)

baktériumokból szilárd komplett táptalaj felületén 0.1-0.1 ml-t 

összemértem, majd a 37 °C-on növesztettem 16 órát. A baktériumo-

A konjugációhoz késői logaritmikus fázisú (kb.

kát az inkubációs idő leteltével a táptalaj felületéről összeka

partam, és 0.9%-os steril fiziológiás sóoldatban felszuszpendál-

tam. Az így kapott szuszpenzió alkalmas hígításait szélesztettem 

a megfelelő szelektív (GTS minimál + kiegészítés) táptalajra.

A szuszpenzióból meghatároztam a donorok, a recipiensek és a
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transzkonjugánsok számát, a donor és recipiens markereinek rever

zióját, valamint a recipiens adott markereire a rekombinációs gya

koriságot.

Ellenszelekcióra a szelektált markerrel nem kapcsolt markért

használtam. A nem szelektált tulajdonságok együttes átjutását a 

szelektáltakkal replika technikával vizsgáltam (Lederberg és Le

derberg, 1953).

A nem szelektálható fenotípusok (Nőd , Fix ) térképezését úgy

végeztem, hogy az R68.45 jelű plazmidot bevezettem a mutáns tör

zsekbe, és kereszteztem a 7 kiválasztott kettős auxotróf recipi-

törzzsel (2. táblázat), majd a szelektált prototrófokat növé-ens

nyi tesztben ellenőriztem (Vincze, 1981; Forrai és mtsi., 1983).

A kiválasztott 7 recipiens törzzsel az egész Rhizobium meliloti

41 kromoszóma átfedhető.

5. Növényi teszt.

A szimbiotikus tesztet Medicago sativa L. (var.: Nagyszénási)

növényeken végeztem. A magvakat 70%-os etanollal 10 percig, 0.1%- 

-os HgC^-al 3 percig és ezt követően 10%-os hypo oldattal 10 per

cig sterilizáltam. A sterilizáló oldatokat mindig frissen készí

tettem és steril desztillált vízzel távolítottam el a magvakról.

A steril magvakat 1.0 Só-os vizes agar felszínén csíráztattam.
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A kicsírázott (1-3 mm hosszú) magvakat ferde 1% agart tartalma

zó nitrogénmentes táptalaj felszínére helyeztem, és 24-48 óra el

teltével a vizsgálandó baktérium szuszpenzió kb. 0.1 ml-es mennyi

ségével "fertőztem". Egy-egy baktérium vizsgálatát általában 5-10

párhuzamos csőben végeztem.

4-8 nap elteltével, a megjelenő gümők számát jegyzőkönyvben 

rögzítettem. Négy - hat hét elteltével a növényeket tartalmazó 

kémcsöveket gumidugóval (Suba - Seal) légmentesen lezártam, és

kb. 0.1 ml acetilén gázt injektáltam a légtérbe. 16 - 24 óra múl

va a képződött etilént gázkromatográfiásán mértem (Perkin-Elmer

3920B). Az összehasonlíthatóság érdekében - tekintettel a bemérés

és a csőméret pontatlanságaira - az értékeket az

etilén csúcsmagasság

10^ * acetilén csúcsmagasság

hányados képzésével értékeltem.

A szimbiotikus aktivitás másik jelzőjeként meghatároztam a nö

vények sziklevél feletti részének szárazsúlyát is.

6. Fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatok.

Az alkalmazott vizsgálati módszerek két csoportba oszthatók. A 

szimbiózis első néhány lépése (ROC, ROA, HAB, НАС; ld. 1. Táblá

zat) élő rendszerben vizsgálható a legjobban. A gümők szerkezetét 

rögzített preparátumokon fény- és elektronmikroszkóppal tanulmá

nyoztam.
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6.1. Preinfekciós jelenségek vizsgálata.

Élő vizsgálati rendszert kíván. Az alkalmazott "Fahraeus sli

de" technika (Fahraeus, 1957; Nutman, 1971) lényegét megtartva 

tovább módosítottam. Az eredeti eljárás szerint a csíranövényeket 

Fahraeus oldatban fedőlemez alatt helyezik el, melyet a kiszára

dás elkerülésére magas páratartalmú környezetbe helyeznek. Vizsgá

latkor innen eltávolítva helyezik mikroszkóp alá. Ennek hátránya,

hogy a vizsgálatkor elmozduló fedőlemez és az áramló folyadék ál

talában torzítja a gyökérszőrök helyzetét.

A vizsgálataim későbbi szakaszában ezért a fedőlemez alatti fo

lyadékot 0.1-0.24 agaróz géllel fixáltam, ami lehetőséget ad a

gyökérszőrök növekedésére és a baktériumok mozgására, de könnyeb

ben kezelhetővé és fényképezhetővé teszi a kisérleti rendszert.

6.2. A gümőszerkezet vizsgálata.

A fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz a gümőket a nö

vények gyökereiről eltávolítottam és 0.1 M nátrium - kakodilát 

pufferben oldott 4%-os glutáraldehidben 4 °C-on éjszakán át fixál

tam. Az utófixálásra szintén 0.1 M nátrium - kakodilát pufferben 

oldott ozmiumtetroxidot használtam (2 óra). A fixált gümőket alko

hol sorozaton keresztül víztelenítettem, és Durcupan ACM műgyantá

ba ágyazva 50 °C-on a blokkokat kikeményítettem. A beágyazott min

tákból a fénymikroszkópos vizsgálatokhoz 1-2 mikrométer vastag-
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ságú metszeteket készítettem Zeiss ultramikrotómmal. A fénymik

roszkópos vizsgálatokhoz a metszeteket bázikus fuxin - metilénkék 

festéssel színeztem (Huber és mtsi., 1968).

Az elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz a fenti módon fixált és

beágyazott metszeteket 20-30 percig alkoholban oldott 50%-os ura-

nil - acetáttal és 15 percig ólomcitrát oldattal festettem. A met

szeteket JEOL 100B és TESLA típusú elektronmikroszkóppal vizsgál

tam.

7. A disszertációban alkalmazott rövidítések.

Olyan bakteriális fenotípus, mely nem képes gü—Nőd

mőképzésre a Medicago sativa gyökerén.

Olyan bakteriális fenotípus, mely gümőt képez aFix

lucerna gyökerén, de nem képes nitrogénkötésre 

(növényi tesztben az acetilént nem redukálja e-

tilénné).

Kromoszóma mobilizációs képességMob

A nemzetközi megegyezés szerinti három betűs rö-Auxotrofiák

vidítéseket használtam. Az aminosavak alkalma

zott mennyisége a térképezési kísérletekben 50 

mikrogramm/ml,' a bázisoké pedig 25 mikrogramm

/ml.
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Rezisztenciák A nemzetközi megegyezés szerinti három betűs rö

vidítések kromoszómális, kétbetűs rövidítések

plazmid markerek esetén. Mennyiségük: str-250,

rif-100, 5FU-5, Km-400, Tc-15 mikrogramm/ml.
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2. Táblázat: A kísérletekben használt baktériumtörzsek jegyzé

ke.

Baktériumok: Markerek Forrás

Nod+,Fix+ vadtípusú 

Rhizobium meliloti 41
Nod+,Fix+ str-1 

Rhizobium meliloti 41

AK631 Kondorosi és mtsi.
1977

AK684
AK631

TF178 AK 684 Fix-2::Tn5
Rhizobium meliloti 41 AK684

JA5, JA7 AK684 Fix-3::Tn5, Fix-4::Tn5 

Rhizobium meliloti 41 AK684
Bánfalvi és mtsi., 
1981

GY561 Nod-1 Rhizobium meliloti 41

ZB125 Nod-2::Tn5
Rhizobium meliloti 41 Forrai és mtsi., 

1983
Bánfalvi és mtsi., 
1981
Vincze, 1981

ZB138 Nod-3::Tn5

EV119*
EV196*
EV197*
EV199*
EV207*

cys-46, str-1, rif-1 

cys-46, phe-15,str-1, rif-1 

phe-15, leu-4, str-1, rif-1 

leu-4, gly-1, str-1, rif-1 

gly-1, ade-4, trp-15, str-1, 
rif-1, (R.68.45) 

trp-15, narB-15, gen-1 

ade-15, str-1, narB-15 

ade-15, rif-1, narB-15

EV88*
EV44*
ZB178

Ж A kiválasztott 7 recipiens törzs (Ld. a szövegben)
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2. Táblázat (folytatás).

Plazmidok: Markerek Forrás

Cbr,Kmr,TcrCma+ IncPlR68.45 Haas és Holloway, 
1976

Gmr,Smr,::Mu::Tn5 IncPlpJB4JI Beringer és mtsi., 
1978/b
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IV. EREDMÉNYEK

1. Szimbiózisban hibás mutánsok előállítása

A Rhizobium meliloti genetikai rendszerének létrehozása kap

csán csoportunkban több mutagén kezelést, többféle technikával vé

geztünk. így Kondorosi Ádám és Bánfalvi Zsófia Tn5 technikával,

Kiss György Botond NTG mutagenezissel, Bánfalvi Zsófia hőkúrálás-

sal állítottak elő Rhizobium meliloti mutánsokat. Jelen doktori

disszertációmban az általuk előállított mutánsok egy részének

vizsgálatát is végeztem.

A szimbiózisban hibás mutánsok előállítására általános megköze

lítési módot alkalmaztam. A Rhizobium meliloti 41-et NTG-vel és

Tn5-el mutagenizáltam, majd az egy telepre szélesztett, minimál 

táptalajon növő kolóniákat egyenként ellenőriztem növényi teszt

ben. A szimbiózisban hibásnak talált mutánsokat két csoportba so

roltam:

a. / Mutánsok, melyek nem képesek gümőkötésre a Medicago sa-

tiva L. (lucerna) gyökerén (Nőd ).

b. / Mutánsok, melyek képeznek ugyan gyökérgümőt, de nitro

génkötésre képtelenek (Fix-).

Mivel nagyszámú génmutáció okoz szimbiózisban hibás fenotipust 

- pl. aminosav és bázis auxotrófiák egy része ineffektiv fenotípu- 

sú - az egyedi telepeket a szimbiotikus tulajdonságok vizsgálata
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előtt minimál táptalajon növesztettem és csak azokat a mutánsokat

teszteltem szimbiózisban, melyek növekedésükhöz nem igényeltek ki

egészítést.

A különböző technikával végzett mutagenizálások eredményeit a

3. táblázatban foglaltam össze.

3. Táblázat. Mutáns fenotipusok megjelenési gyakorisága

Vizsgált auxotróf Nőd 

telepszám
Mutagenezis Fix

N T G 3900 db 

4550*db
26 db 

20*db
3 db 42 db 

15*db3 dbT n 5

Az auxotrófnak talált mutánsokat Holliday tesztben ellenőriztem.

Az auxotrófok számának vizsgálata módot nyújt a mutagenezis ha

tásosságának ellenőrzésére is. Ezért a mutagenizált populációból

megvizsgáltam az auxotrófok megjelenési gyakoriságát és a mutáns

fenotipusok eloszlását. Az eredményeket a 4. táblázat tartalmaz

za .

ЖAz adatok Bánfalvi Zsófia és Kondorosi Adám mutagén kezeléseinek 

eredményeit is tartalmazzák.
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4. Táblázat. Auxotróf fenotipusok 

eloszlása

Fenotipus NTG Tn5 összesen
db db db

2 2Hys
Cys
Pur

5 3 8
3 2 5

Руг 4 1 5
Met 2 3 5

2 2Leu
Gly 1 1
Туг 1 21
Try 4 2 6
Cyt 1 1

2Arg 1 1
Trp 2 2

3Thy 3
2 2Lys

Az 4. táblázat adatai azt mutatják, hogy a mutációk véletlen

szerűen oszlanak el. Megjelenésük valószinűsége nagyjából azonos,

kivéve a kénanyagcsere mutánsok megjelenését, mely ebből az átlag

ból kiemelkedik.
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Az auxotróf mutánsok revertáltathatók prototróffá. A Tn5 muta-

genezisból származó mutánsok prototróf revertánsai egyben kanamy-

cin szenzitivvé is váltak, mely a Tn5 meglehetősen pontos kivágó-

dására utal.

2. A Nőd és Fix mutációk genetikai analízise

A Rhizobium meliloti 41 kromoszóma kapcsoltsági térképe (Kondo-

rosi és mtsi, 1977/b; Kondorosi és mtsi 1980; Vincze és mtsi, 

1981; Forrai és mtsi., 1983) auxotrófia és rezisztencia markere

ket tartalmaz (1. ábra).

1. ábra. A Rhizobium meliloti 41 kromoszóma kapcsoltsági

térképe

cys-16 
cys-Ю str_itrp-7

nov-1 rif-1
pyr-24
4/Pur-19

pur-16 Qpur-15
narD-240 pur-3 

•purd 
cys-24 

ttcys-46 
г'сш-Тб-З 
Г met -5 
l—pur-6

Vrnar C-191 
nar В-15 Ъ-

trp-15

met -13
, pyr-29pyr-2,pyr-1 
r met-33 
" arg-1 
phe-15

tyr-1 
gly-1 • 
pur-4g It —41 

gln-21 his-210 5Fu-1
Khi?r2

met-331 met-168 ' }leu-j ,еи-*6ГР_168ИГр-6

f'x-1 leu-440.5 d
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Ezek a mutációk adnak keretet a kromoszómális mutációk helyé

nek megállapítására. Mivel a szimbiózisban hibás mutánsok nem ren

delkeznek szelektálható fenotípussal szabadonélő körülmények kö-

az ilyen mutációk kromoszómális térképezésére új stratégiátzött,

kellett kidolgozni.

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

zett kromoszóma mobilizáció esetén a Rhizobium meliloti 41-ben

nagy kromoszóma darabok jutnak át és épülnek be a recipiens bakté

rium DNS-ébe. Bizonyított továbbá, hogy az átkerült DNS szakaszon 

a többszörös crossing over gyakorisága relatíve alacsony (Kondoro- 

si és Johnston, 1981; Vincze, 1981). Amikor két donor marker e-

gyütt öröklődik, akkor az alacsony többszörös crossing over gyako

riság miatt a közöttük levő markerek kb. 90 %-ban szintén együtt 

öröklődnek. Ha jól kiválasztott recipiens törzsekkel (2. táblá

zat) elvégezzük a keresztezéseket, akkor az így rendelkezésünkre

álló markerpárokkal az egész Rhizobium meliloti kromoszómát átfed

hetjük.

2.1. NTG indukált mutánsok térképezése.

A térképezés általános stratégiája (Vincze, 1981) az, hogy a

térképezendő markért hordozó baktériumba bevezetjük az R68.45 

plazmidot, és az így előállított donor törzse(ke)t keresztezzük

külön-külön a 7 recipiens törzzsel, majd a kettős rekombinánsokat

ellenőrizzük a térképezendő markerre.
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Fenti stratégiát követve hoztunk létre donor törzseket a szim

biózisban hibásnak talált Rhizobium meliloti 41 mutánsokból, majd

a keresztezéseket elvégezve a kapott rekombinánsokat növényi

tesztben ellenőriztük.

A kontrollként elvégzett kísérletekben azt tapasztaltuk, hogy 

a recipiensként használt törzsek mindegyike Nod+ fenotípusú, bár 

néhányuk szimbiotikus aktivitása csökkent (2. ábra). A vadtípusú

donorral elvégzett keresztezésekkor azonban mindegyikük aktivitá

sa tökéletesen helyreállt. A kromoszómális auxotrófia és rezisz

tencia mutációk hatását a szimbiotikus aktivitásra a 2. ábrán fog

laltam össze. A Nőd térképezések eredményeit az 5. táblázat tar

talmazza.

5 táblázat. Rhizobium meliloti 41 Nőd mutánsok térképe

zése.

Szelektált markerpárok Nőd tulajdonság megjelenése 

a rekombinánsokban (%)

mutánsok Nod-3Nod-1 Nod-2

str-l+ cys-46
cys-46 phe-15
phe-15 leu-4
leu-4 gly-1
gly-1 trp-13
trp-15 narB-15
narB-15 pur-15
pur-15 str-l+

0 0 0
0 00

0 0 0
0 00
0 0 0
0 00
0 00
0 0 0
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A vizsgált Nőd mutációk térképezésénél nem kaptam kapcsoltsá

got egyetlen kromoszómális régióval sem, ami valószínűsíti azok

extrakromoszómális elhelyezkedését. A szimbiotikus aktivitásokat

a Fix donorral képzett kettős rekombinánsok esetén az acetilén

redukciós értékekből számoltam. Az értékelés ezen módja nehezebb

volt mint a Nőd -ok esetében mert az acetilén redukciós módszer

rel nyert adatok természetüknél fogva jóval nagyobb szórással ren

delkeznek. A 6. táblázatban foglaltam össze a Fix mutánsok térké

pezésének eredményeit. A táblázatban szereplő 5FU-1 marker térké

pezési adatai a rendszer kontrolljaként szolgálnak. Az 5FU-1 egy

szelektálható fenotípusú rezisztencia marker, melynek térképezése

nem csak ebben a rendszerben történt meg, hanem ismertek más mar- 

kerekhez viszonyított kapcsoltsági adatai is. (Az 5FU-1 térképezé

sére vonatkozó adatok Vincze Éva doktori disszertációjából szár

maznak. ).

A 6. táblázat adataiból látható, hogy a Fix-7 mutációt a leu-4

gly-1 kromoszómális régióba lokalizáltam. Az adatok szerint a

Fix-5 mutáció nem térképeződik kromoszómára. Hasonlóképpen nem ta

láltam kromoszómális kapcsoltságot a Fix-6 és Fix-8 NTG indukált

mutációk esetén sem.

2.2. Tn5 transzpozicióval előállított mutánsok térképezése.

A transzpozíciós technika alkalmazása (Beringer és mtsi, 1978/b) 

lehetőséget ad arra, hogy nem szelektálható fenotípusú mutációkat 

a Tn5 által hordozott kanamycin rezisztencia marker segítségével



“Л
О
146. táblázat. Szimbiózisban hibás Rhizobium meliloti 41 Fix mutánsok térképezése. 14
CÜ
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markerpárok
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7Г

(%) H-o
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СП+str-1 

cys-46 

phe-13 

leu-4
giy-i
trp-15
narB-13
pur-15

cys-46
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giy-i
trp-15
narB-15
pur-15
str-l+

Ш0 14 19 00 0 800 N
fD
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10016 58 58 0 20 1391 I
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CD
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CD
7Г0 10 100 100 4 37 5229

Kromoszómális
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phe-15
leu-4

leu-4 pur-15 pur-15 

gly-1 str-1 str-1
leu-4
trp-15

*(Vincze, 1981)
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nyomon tudjunk követni. Kondorosi Ádám és Bánfalvi Zsófia vizsgá

latai bizonyították, hogy Rhizobium melilotiban a transzpozíci

óval beépült DNS darabok másodlagos transzpozíciója gátolt.

Nagyon nagy gyakoriságú (0.1-1.0) plazmid átvitel mellet is a
_9kanamycin rezisztencia kisebb mint 10 -es gyakorisággal volt ké

pes helyet változtatni. (Ugyanilyen körülmények között a 

kanamicin rezisztencia E. coliban 10~^-es gyakorisággal változtat

helyet!)

A fenti eredmények azt igazolják, hogy a Rhizobium melilotiban

a Tn5 (és az a DNS szakasz amibe beépült) egyszerű kanamycin re

zisztencia markerként kezelhető. A vizsgálatok szerint 13 esetből

8-ban a kanamycin rezisztencia és a szimbiotikus mutáció 100%-os

kapcsoltságot mutatott, azaz 13 esetből 8-ban a Tn5 beépülése o-

kozta a Fix mutációt.

Az NTG kezelt szimbiotikus mutációk térképezéséhez hasonló

technikát alkalmazva meghatároztam a Fix-2 jelű Tn5 indukált mu

táns térképhelyzetét is, mely a leu-4 - gly-1 kromoszómális régi

óra lokalizálható (6. táblázat). A Bánfalvi Zsófia által függetle

nül elvégzett kanamycin rezisztencia térképezése a Tn5 beépülési

helyét ugyanerre a régióra mutatta ki.

A szintén Tn5-el indukált Fix-3 és a Fix-4 mutánsok térképhely

zete a pur-15 - str-1 régióban található.
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3. A gümőfejlődés vizsgálata Rhizobium meliloti 41 - Medi-

cago sativa szimbiózis kialakulásakor

3.1 A vad típusú gümő szerkezete.

Fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztem annak meg

állapítására, hogy a Rhizobium meliloti 41 által indukált gümők

fejlődése és szerkezete mutat-e eltérést más Rhizobiumok által in

dukált gümőktől.

A Vincent féle felosztást (1. táblázat) követve vizsgáltam a 

gümőfejlődés egyes lépéseit. A módosított Fahraeus technikát al

kalmazva jól megfigyelhetők a preinfekciós- (3 ábra), és az infek- 

ciós lépések (4. ábra) Rhizobium meliloti 41-el fertőzött lucerna

növények gyökerén, ill. fény- és elektronmikroszkóppal a baktero- 

id képződés és a gümő szerkezet (3. 6. 7. 8. 9. 10 ábrák).

Megállapítottam, hogy a Rhizobium meliloti 41 vad tipusú bakté

rium által indukált gümők struktúrája lényegileg nem különbözik

más szimbiotikus baktériumok által létrehozott gümők szerkezeté

től. Megtalálható az infekciós fonalak rétege a bakteroidokkal

zsúfolt korai nitrogénkötő és késői nitrogénkötő zóna, valamint

az elöregedett funkcionálisan leépülő sejtek zónája.

Az 5. ábrán egy 6 hetes, vadtípusú Rhizobium meliloti 41 (AK

631) által indukált gümő hosszmetszetét láthatjuk (N: 40x).
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3. ábra: Preinfekciós jelenségek a Rhizobium meliloti 41

Medicago sativa szimbiózis kialakulásakor.

a./ Lucerna növény gyökérszőrök Rhizobium meliloti 41-el 

"fertőzve" 0. nap. (N: 20x)

b./ Sötét látóteres felvétel. Lucerna növény gyökérszőrök 

Rhizobium meliloti 41-el "fertőzve" 3. nap. Jól látható

a gyökérszőrök csúcsánál elszaporodott baktérium felhő

(R0C/R0A - nyil) (N: 40x)

c./ A baktérium adszorpciója a gyökérszőr csúcsához (ROA)

(N: 160x)

d./ - e./ Gyökérszőr elágazási formációk (HAB). (N: 40x). Nem

csak a szimbionta partner idézi elő, más baktériumok, 

vagy mechanikai szennyeződések (pl. homokszem) is elői

dézheti .

f./ A gyökérszőr speciális görbülése (НАС) (N: 40x)

g./ Tipikus НАС reakció un. "sepherd's croocks". Fontos lé

pés, melyet csak a szimbionta partner képes előidézni.
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4. ábra Infekciós és gümőképződési jelenségek a Rhizobium meli-

loti 41 Medicago sativa szimbiózis kialakulásakor.

a./ A baktérium behatolása után a gyökérszőrben un. infekci

ós fonalat képez, melyen keresztül a gyökér merisztema-

tikus sejtjei felé halad (INF) (N: 40x).

b./ Infekciós fonal a gyökérszőrön belül (nyil) (N:160x)

c./ Megindul a merisztematikus sejtek differenciálódása

(N01) (N: 20x)

d./ Differenciálódott gümő (N: 20x)
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5. ábra Rhizobium meliloti 41 Medicago sativa szimbiózis során

kialakult nitrogénkötő giimő hosszmetszete.

(M) merisztéma; (IF) infekciós fonalak rétege; (ES) korai nitro
génkötő zóna; (LS) késői nitrogénkötő zóna; (NC) giimő kortikális 

sejtrétege; (SC) sclerenchyma sejtek.
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6. ábra: A Rhizobium meliloti 41-el fertőzött gümő szerkezete

Az infekciós fonalból (IF) a növényi sejtbe lefűződő Rhizobium 

meliloti 41 (BM) elektronmikroszkópos képe.



Forrai: Doktori disszertáció - eredmények 38.

' er Г4

r ак? 3 •»V
\ ■

,?л: ■ v *
■ V .V-- ". - 

;.v. .■.**$*. :

fi
4

'.'rí

7. ábra: A Rhizobium meliloti 41-el fertőzött gümő szerkezete

A korai nitrogénkötő zóna sejtrészlete a bakteroid (BD) és egy tu- 

buláris mitochondrium (MC) hosszmetszetével.
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8. ábra: A Rhizobium meliloti 41-el fertőzött gümő szerkezete

A késői nitrogénkötő zóna egy sejtje, melyen látható a sejtbe nyo
muló infekciós fonál (IF) valamint a bacteroiddá alakult baktériu
mok tömege (BD). A sejt közepén a vakuolum (VA), a vakuolum szé
lén a sejtmag (SM) látható (N: 400x)
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ff

9. ábra: A Rhizobium meliioti 41-el fertőzött gumó szerkezete

A késői nitrogénkötő zóna elektronmikroszkópos képe. Jól látható 

a bakteroidokat (BD) határoló bakteriális eredetű kettős membrán 

(BM), valamint a sokkal kompaktabb növényi sejtmembrán (NM).
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10. ábra: A Rhizobium meliloti 41-el fertőzött gümő szerkezete

Részlet a nitrogénkötő gümő bazális területéről. Jól megfigyelhe
tők a széteső növényi- (NM) és bakteriális membránok (BM), az 

rős vakuolizáció (VA) és a degradálódott mitochondriumok (MC).
e-
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3.2. A szimbiózisban hibás mutánsok morfológiai jellemzése.

A mutánsok előzetes karakterizálását a szerkezeti vizsgálatok

nál is követett Vincent féle rendszer szerint csoportosítva végez

tük. Megvizsgáltuk az eltérő módon előállított Nőd mutánsok ese

tében a gyökérszőrök elágazását és u.n. "speciális görbülését".

Ez a jelenség a baktériumok gyökérszőrhöz való tapadásának 

(ROA), ill. a gyökérszőrbe való behatolásának (INF) következmé-

és bizonyítja az u.n. preinfekciós tulajdonságok meglétét.nye,

Tipikusan növényi reakció. A vad tipusú baktériummal végzett vizs-

"fertőzés"gálatok azt mutatták, hogy a gyökérszőrök görbülése a

utáni 3. - 4. naptól kezdve biztonsággal kimutatható és még a nö

vény 4 hetes korában is hasonló módon értékelhető.

A mutánsok vizsgálatának eredményeit az alábbi táblázat tartal

mazza .

hibás (Nőd ) baktériumok7. táblázat. A szimbiózisban

gyökérszőr görbülést előidéző (НАС) fenotipus

vizsgálata.

NTG Tn5 Hőkezelt*Mutagenezis

Fenotipus

Hac+ 2 2 8
Hac- 1 1 41

* A mutánsokat Bánfalvi Zsófia állította elő (Bánfalvi és mtsi., 

1981)
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A táblázat adataiból látható, hogy az eltérő technikával muta-

genizált Nőd fenotipusú mutánsok tovább csoportosíthatók. Ugyan

csak további csoportosításra ad lehetőséget a gümőszerkezet vizs

gálata fény és elektronmikroszkóppal.

A Fix-2::Tn5 fenotipusú mutáns strukturális vizsgálata való

színűsíti, hogy a mutáció a baktérium - bakteroid átalakulás lépé

sét érintette. A vad típussal ellentétben nem található meg a zo-

nális felépítés, és a sejteket vizsgálva nem láthatunk átalakult

bakteroidokat sem. (11. ábra).



Forrai: Doktori disszertáció - eredmények 44.

11. ábra A szimbiózisban megváltozott (Fix ) és vad típusú gümő-

szerkezet összehasonlítása.

Vad típusú baktériummal fertőzött gümő keresztmetszete a korai 
nitrogénkötő zóna magasságában (a.); a Fix-2::Tn5 mutánssal fertő
zött gümő keresztmetszete (b.).
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VI. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

1. Mutagenezis.

Míg az NTG mutagenezis főképpen revertáltatható pontmutációkat 

eredményez, addig a Tn5 inszerciós mutagenezis erősen poláris ha

tású, mutációk képződését indukálja (Berg, 1977; Forrai és mtsi., 

1983). A kétféle mutagén technika alkalmazásával feltehető, hogy

eltérő génekben hibás mutációkat sikerült nyerni.

A kapott Fix mutánsok száma a mutagenezisek egészét tekintve 

kb. 10x-ese a Nőd mutánsok számának. Korábbi, ugyancsak NTG-vel 

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

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

tánsok elemzéséből kapott eredményei azt mutatták, hogy különbsé

gek vannak a kapott Nőd és Fix mutánsok számában. Egyes szerzők 

vizsgálatai (Bánfalvi és mtsi., 1981; Kondorosi és mtsi., 1981; 

Long és mtsi., 1982; Kondorosi és mtsi., 1983/b; Putnoky és Kondo

rosi, 1986) azt mutatják, hogy a nodulációért felelős gének a Rhi

zobium megaplazmid relatíve kis régióját foglalják el, ami arra

utal, hogy a nodulációért csak kevés gén felelős.

A számbeli eltérés azonban nem szükségszerűen jelenti, hogy ha

sonló mértékű az eltérés a Rhizobiumok nőd és fix génjei között 

(Beringer és mtsi., 1980). Míg a Nőd fenotípus a vizsgálatokban
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"igen-nem" típusú választ ad eredményül (és így egyetlen nod+ re- 

vertáns Nod+ fenotípust eredményezhet), addig a Fix fenotipus 

vizsgálatakor statisztikus értékelést alkalmazunk, amit kevésbé 

zavar a Fix+ revertánsok megjelenése.

Más részről ismert, hogy nagyon sok biokémiai mutáns (aminosav 

auxotrofok, antibiotikum rezisztensek) rendelkeznek Fix fenotí- 

pussal (Schwinghammer, 1964; Schwinghammer, 1968; Scherrer és Oe-

narié, 1971; Denarié és mtsi., 1976; Zelezna-Kowalska, 1977; Zel- 

ezna-Kowalska, 1978). Saját vizsgálataimban is azt tapasztaltam,

hogy a térképezéshez használt auxotrof recipiens párok meglehető

változatos aktivitást mutattak szimbiotikus tesztben (ld. 2.sen

ábra). Mivel a mutagenizált populációkat a Flolliday tesztben csak

aminosav auxotrofiákra ellenőriztem, a nagyszámú Fix fenotipus

megjelenését az antibiotikum rezisztens mutánsok is okozhatták. 

Éppen ez okból a térképezésben használt mutánsokat előzetesen a

genetikai térképen már szereplő rezisztencia markerekre is ellen

őriztem.

A szimbiotikus nitrogénkötésért felelős gének nem rendelkeznek

szelektálható fenotípussal, a rekombinánsok genetikai analízise a

növényi teszt alkalmazása miatt lassú és nehézkes. A nehézségeket 

elsősorban a Tn5 technika alkalmazásával kerülhetjük ki (Beringer 

és mtsi. 1978/a), ami a Kmr követésével a vizsgált mutációt sze- 

lektálhatóvá teszi. A Tn5 módszer alkalmazása azonban megköveteli 

a vizsgált tulajdonság és a Kmr kapcsoltságának bizonyítását.
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Forrai és mtsi. leírták, hogy a növényi tesztben, Fix vagy

fenotípust mutató Tn5 indukált mutánsok 40%-ban nem mutattak 

kapcsoltságot a Kmr markerral (Forrai és mtsi., 1983). A jelenség-

Nod

re többféle magyarázatot találhatunk. Ismert, hogy a transzpozíci

ós elemek jelenléte a genomban növeli deléciók kialakulásának va

lószínűségét (Berg, 1977), ill., hogy a Tn5 jelenléte aktivizálja

a Rhizobium meliloti megaplazmidokon jelenlévő ISRm2 szekvenciá

kat (Dusha és mtsi., 1987), melyek a szimbiotikus génekbe épülve

azok funkciójának megszűnését okozzák. A Tn5 használatának másik

problémája, hogy a Tn5-el együtt a Mu fág szekvenciák is transzpo- 

ami instabillá teszi a regiót és gyakran indukál de- 

léciókat (Bánfalvi és mtsi., 1981; Meade és mtsi., 1982).

nálódhatnak,

2. A mutánsok genetikai analízise

Felhasználva a Rhizobium meliloti különböző technikákkal izo

lált szimbiózisban hibás mutánsait és a korábban megalkotott gene

tikai térképét 3 Nőd és 7 Fix mutációt térképeztem az R68.45

plazmid használatára épített konjugációs rendszerben. Tekintetbe

véve a csoportban mások által is térképezett Fix mutációkat úgy 

látszik, hogy a szimbiotikus gének csak egy (kisebbik) része loka

lizálható a baktérium kromoszómájára, túlnyomó többségük extrakro-

moszómálisan helyezkedik el. A kromoszómára térképezett mutációk
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nem egy csoportban helyezkednek el. Ezek a vizsgálatok bizonyítot

ták első ízben, hogy a szimbiózisban kromoszómális gének is részt- 

vesznek (Forrai és mtsi., 1983). A mutagenezisek után kapott auxo-

trófok vizsgálata a szimbiózisban, valamint az auxotrófok és a

szimbiózisban hibás mutánsok számának összehasonlítása azt való

színűsíti, hogy igen nagyszámú Rhizobium gén vesz részt a nitro

génkötő bakteroidok fejlődésében és a szimbiózis egyes folyamata

iban a gümő működése folyamán.

3. A gümőfejlődés lépéseinek vizsgálata.

A vad típusú Rhizobium meliloti 41 esetében az - elvileg is

mert - alpvető jelenségek tisztázása adott lehetőséget a megfele

lő technikák elsajátítására, mely a mutánsok csoportosításában is 

nélkülözhetetlen volt. A vizsgálatok eredményei bizonyították, 

hogy a Rhizobium meliloti 41 esetében is érvényesek a már koráb

ban tett megállapítások a gümőfejlődés lépéseit illetően (Vincent

1980).

A gyökérszőrők speciális görbülésének (НАС) vizsgálatával a 

mutánsok újabb - további - csoportosítása vált lehetővé (7.Nőd

táblázat).
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4. Gümőszerkezeti vizsgálatok.

A Rhizobium meliloti 41 vadtípusú baktérium által indukált gű-

mők szerkezete nem mutat lényeges eltérést a korábban más Rhizobi- 

fajóknál leírtakkal (Truchet és Dénarié, 1973; Newcomb és mtsium

1977; Tu, 1977; Patel és Yang, 1980; Hirsh és mtsi., 1982).

Az 5. ábrán látható Rhizobium meliloti 41-el fertőzött gümő

hosszmetszetén jól megkülönböztethető a zonális felépítés. Az iro

dalmi adatoktól eltérést itt sem tapasztaltam, de a konkrét Rhizo

bium faj gümőszerkezete eddig feltáratlan volt.

A 11. ábrán látható az AK 631 (Rhizobium meliloti 41 vad típu

sú) és a TF 178 (Fix-2::Tn5) mutánssal fertőzött gümő fénymikrosz

kópos összehasonlítása. Mint észrevehető a mutánssal indukált gü

mő nem tartalmaz bakteroidokat, és az infekciós fonálból kiszaba

duló néhány baktérium nem képes átalakulni.

A későbbi vizsgálatok bizonyították (Putnoky és mtsi., 1988), 

hogy a Fix-2 (TF 178) Tn5 mutagenezisből származó mutáns által in

dukált gümőben sem a nif gének, sem a növényi nodulinok (leghaemo- 

globin, nod-25) mRNS-ei nem mutathatók ki.

Az a tény, hogy a biológiai nitrogénkötés illetve a szimbioti

kus kapcsolat kialakításában mindkét partner genetikai állományá

ból származó, nagyszámú gén vesz részt, egyenlőre kérdésessé te

szi annak a régi vágynak a megvalósulását, hogy a természetes ú-

ton kialakult biológiai nitrogénkötési folyamatot a jelenleg isme

retes géntechnikai módszerekkel átvihessük a mezőgazdaságban fon-
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tos és nagy tömegben termesztett növényfajokba (búza, kukorica,

stb). A növényi oldalról felvetődő kérdések vizsgálata pedig csak

napjainkban kezdődött meg.
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VII. ÖSSZEFOGLALÁS

A Rhizobium meliloti 41 - Lucerna szimbiotikus kapcsolatának

vizsgálata során az alábbi fontosabb eredményeket értem el:

Kétféle mutagén technikát alkalmazva szimbiózisban hi

bás (Nőd és Fix ) mutánsokat állítottam elő a Rhizobi

um meliloti 41 baktériumból.

Használva a Rhizobium meliloti 41 genetikai rendszert

és térképezési eljárásokat, első ízben sikerült a Rhizo

bium meliloti 41 3 Nőd és 7 Fix mutánsának térképhe

lyét megállapítani. A Fix-2::Tn5 mutáns leu-4 - gly-1,

a Fix-3 és Fix-4 mutánsok a pur-15 - str-1, a Fix-7 mu

táns a leu-4 - trp-15 kromoszómális régióba térképező-

dik. A Nod-1 - Nod-3 és a Fix-5 és Fix-6 mutánsok nem

térképeződnek kromoszómára.

Vizsgáltam a vadtípusú baktérium - gazdanövény kapcso

lat során a szimbiózis kialakulásához vezető lépéseket.

Ennek alapján további csoportosítást végeztem a Nőd

mutánsokon.

Megállapítottam a vad típusú Rhizobium meliloti 41 ál

tal indukált gümó fény- és elektronmikroszkópos szerke

zetét, valamint összehasonlító vizsgálatokat végeztem a

Fix-2::Tn5 mutánssal.
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