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I. BEVEZETES

A biolégiai nitrogénkStés az a folyamat, amely sordn a
levegd dinitrogénje €18 szervezetek k&zremiikddésével ammd-
nidvad redukdlédik. A dinitrogén redukcidjat egy enzimrend-
szer, a nitrogendz-nitrogendz reduktdz komplex végzi.

Nitrogén fix&cibéra csak egyes prokaridta szervezetek ké-
pesek. Ezek a nitrogénkdtés formdja alapjadn alapvetden két
tipusba sorolhatdk: a szabadon élve nitrogénkdtésre képes
szervezetekre és a szimbiotikus nitrogénkdté organizmusokra.

A szimbiotikus nitrogénkdtd mikroorganizmusok egyik cso-
portjdt a Rhizobiumok alkotjédk. Gazdanbvényeik pillangds
virdgu ndvények. A baktérium dltal megkdtdtt nitrogén egy-
részt k&zvetlenil a gazdanbvény nitrogénutdnpétldsdt bizto-~
sitja, madsrészt ndveli a talaj nitrogéntartalmdt. Ezért a
nitrogénkétés folyamatdnak megismerése nemcsak elméleti, de
gazdasdgi szempontbdl is igen Jjelentds.

Munkacsoportunk célja a R.meliloti és gazdanbvénye, a lu-
cerna k&zdtt kialakuld szimbiotikus nitrogénkdtés folyamata-
nak molekuldris szinten vald megismerése. Ehhez kordbbi ki-
sérleteinkkel létrehoztuk a R.melilot? vizsgalatdra alkal-
mas genetikai rendszert. Jelenlegi kisérleteink elsdsorban
a szimbidzis kialakitdsdért felelSs gének és azok szabdlyo-
zasdnak megismerésére irdnyulnak. Ennek a kisérletsorozat-
nak egyik része a szimbiotikus nitrogénkdtésért felelds

gének lokalizdlésa.



II. IRODALMI ATTEKINTES

1. A Rhizobiumok genetikai vizsgdlata

A baktériumok genetikai vizsgdlatdhoz szilikség van nagy-
szadmu mutdns el8dllitdsdra és géndtviteli rendszer kidol-

~gozésara.

1.1. Mutagenezis

1.1.1. Kémiai mutagenezis

RhizobZiumokndl hatdsos mutagénnek bizonyult vegyliletek:
az etil-metdn-szulfondt, salétromossav, nitrozoguanidin
/NTG/ . Ezekkel szdmos Rhizobium fajban dllitottak eld
auxotrdf /Meade és mtsai., 1977; Kondorosi és mtsai.,

1977 ; Beringer és mtsai., 1978/ és szimbiotikus nitrogén-

k&tésben hibds mutdnsokat /Maier és Brill, 1976. - R.ja-
pontcumbdl; Beringer és mtsai., 1977. - R.leguminosarum-
bél; Forrai és mtsai., 1982. - R.melilotibdl/.

1.1.2. Transzpozicids mutagenezis

Eldnye: a transzpozonok antibiotikum rezisztencidjuk
dltal kdzvetlenlil szelektdlhatdé fenotipusu markerekkel
jeldlik meg a gént, amelybe beéplilnek. Fizikai médszerek-
kel /restrikciés enzimekkel t&rténd térképezéssel, hibri-
dizdcidéval, heteroduplex analizissel/ is felismerhetdk.
Ezdltal hagyomdnyos genetikai technikdkkal nem térképez-

hetd gének lokalizdldsdt is lehetdvé teszik.



A transzpozicids mutagenezis médjai Rhizobiumokban:

1. M"Suicide" plazmidok haszndlata. A transzpozon bevi-
tele egy olyan vektorplazmiddal tdrténik, amely nem

képes fennmaradni a recipiensben. A genomba inszertdlé-
dott transzpozont hordozdé mutdnsok a transzpozon antibi-
otikum rezisztencidjdra szelektdlva kOzvetleniil izoldl-
haték /Boucher és mtsai., 1977; Van Vliet és mtsai.,
1378 ; Beringer és mfsai., 1978/.

A pJBLJI plazmid /Beringer és mtsai., 1978/ a pPH1lJI
plazmid Mu fagot és TnS5 transzpozont hordozd szdrmazéka.
A Mu fag DNS jelenléte miatt a plazmid alkalmas a Rhizo-
biumok mutagenezisére, mind auxotrdf /R.leguminosarum,
R.trifolii, R.phaseolil az auxotrdéf megjelenési gyakori-
sdga: 0,5%/, mind szimbidzisban hibds mutdnsok el&&dlli-
tdsdra /Pl.: R.meliloti 2011-b61 Long és mtsai.,

1981y R.meliloti 41-b&1 Forrai és mtsai., 1982/.

2. Helyspecifikus mutagenezis. Egy-egy mdr izoldlt gén-
szakasz részletes genetikai vizsgdlatdt teszi lehetd-

vé. F& lépései a kdvetkezdk

1. Megfeleld vektor DNS-be klénozott Rhizobium DNS frag-
ment transzpozicids mutagenezise.

2. A mutagenizdlt plazmid bevitele RhizobZiumba.

3. A mutagenizdlt régid beépiilése a genomba homoldg re-
kombindcidval, ami hibds gén-funkcidt, azaz mutdns

fenotipust eredményez /Ruvkun és Ausubel, 1981/.



1.1.3. Plazmidelimindléas

A Rhizobiumok a kromoszémdlis DNS-en kiviil cirkulédris
DNS formdjdban endogén plazmidot, illetve plazmidokat is
hordoznak /ldsd: II.3. sz. fejezet/. Ezért az &ltaluk ké-
dolt funkcidkban hibds fenotipusu mutdnsok plazmidelimi-
ndlédsi médszerekkel is eldallithatdk.

H6kezeléssel a Rtrifoliibbél a baktérium log. fazisig
felnbvesztett folyadék tenyészetének a R.trifolii szadmd-
ra magas, 35°C-on vals tartdsédval, térzst8l fliggbden val-
tozbé, 1-75%-0s gyakorisdggal gilim6képzésben hibds, Nod
mutdnsok izol&lhatdk /Zurkowski és Lorkiewicz, 1978/.

Munkacsoportunk kordbbi kisérletei bizonyitottdk, hogy
hékezeléssel a kiildnbdzd R plazmidok /R68 .45, RP4, RPu41/
30-90%-0s gyakorisdggal térdlhetd8k az R.meliloti 41-b&1l.
Szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds, elsdsorban Nod
mutdnsok izoldldsdra is végeztlink hékezeléses kisérlete-
ket. Ennek eredményeként kaptunk néhdny olyan, a vad ti-
pustdl eltérd, nydlkds és transzlucens fenotipusu bakté-

rium telepet, amelyek elvesztették glimbkdtd képességliket.

1.2. Géndtvitel konjugdcidval
A Rhizobiumokban a géndtvitel mindhdrom formdja,
transzformdcidé, transzdukcid, konjugédcid, ismert. Ezek

k&zlil a genetikai térkép készitésére a konjugdcids rend-

szer bizonyult a legalkalmasabbnak.

1.2.1. Kromoszéma mobilizdcié, R68.45 (5

Kromoszémdlis gének konjugdcids térképezéséhez Kroﬁo§£é-
g ,»/



ma mobilizdcidra képes /Cma™/ plazmid sziikséges.

A Rhizobiumok kromoszémadjdnak térképezésére legdlta-
ldnosabban haszndlt plazmid a Haas és Holloway /1976/
dltal izolalt R68.45. A széles gazdaspecifitdsu plazmid
a Pseudomonas aeruginosa PAO t8rzsébdl szdrmazik, Cma’
tulajdonsédgdt az inszercids /IS/ elemekhez hasonlé szer-
kezetld /Leemans és mtsai., 1980/ 1,2 Md-nyi extra-DNS
szakasz biztositja /Jacob és mtsai., 1977/. A plazmid a
kromoszéma szinte barmely pontjdrdl képes 10_3 - 10—5
gyakorisdggal transzfert inditani, nagy génszakaszok at-

vitelére képes /a R.meliloti kromoszdémidjdnak 30%-ra is/,

és ezdltal arédnylag gyors térképezést tesz lehetdvé.

1.2.2. A R.melilot? 41 kromoszdéma térképének megszerkesz-

tése

Az R68.45 plazmid segitségével készitette el munka-
csopecrtunk a R.meliloti 41 kromoszdédmajadnak kor alaku ge-
netikai térképét /Kondorosi és mtsai., 1977/.

A térképezésnél tb&bbszdrbsen auxotrdf recipienseket
haszndltunk. Egy marker dtvitelére szelektdltunk, majd
megédllapitottuk a nem szelektdlt fenotipusu marker/ek/
dtjutdsi gyakorisdgat, azaz kapcsoltsdgdt a szelektdlt
markerhez. Két gén tavolsdgdt /d/ a Wu /1966/ &ltal a
transzdukdlé fagokra leirt képlet médositdsaval a
d =1 - }E alapjan szadmitottuk a kisérletileg meghataro-
zott kapcsoltsdgi /c/ értékekb&1l. Az igy elkészitett

R.melilot?t 41 kromoszdéma térképlink jelenleg U4 auxotrdéfia

€s antibiotikum rezisztencia markert tartalmaz /1. &bra/.



1. dbra A R.melilot? 41 kromoszdéma térképe

cys -16

: cy6 -0 tr-4
brp-3 Y > aov-
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pur - 19

pur-3
pur -4

wr-168, pur-15
¥ narD- 240

navrC - 194 et 24
adt - 16-3
met-§

par -6

met -13
pyr-29 pyr:2, pyr-4

met - 33
tyr - 1 arq-4
glt - A4
gln- 24 5240 hig o w1
his -4
trp-168, trp-6
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A kromoszdédmdra nem lokalizdlhatd mutdcidkat egy kildn
kérben tilintettem fel.

A markerek k&zti tdvolsdg "d" értékben van kifejezve.

A gyorstérképezéshez haszndlt markereket bekeretezéssel

jeldltem.



1.2.3. Gyorstérképezési mbédszer kbzvetlenlil nem szelek-

tdlhatdé fenotipusu mutdcidk térképezésére

A szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds fenotipust ered-
ményezd mutdcidk kdzvetlenlil nem szelektdlhatd fenotipusu
markereket jelentenek. Lokalizdldsukra egy speciélis,
gyorstérképezésre alkalmas médszert dolgoztunk ki. Ehhez
elészdr egy egymdssal kapcsoltsdgot mutatd auxotrdfia mar-
kerekbSl 4116 recipiens sorozatot dllitottunk el /1lésd:
1. dbra/. Az R68.45 plazmiddal a térképezendd mutdns tel-
jes kromoszdémd jat prototréf rekombindnsokra szelektédlva 8
fragment formdjdban visszilk 4t a recipiensekbe. Az igy 1i-
zoldlt rekombindnsok utdlagos vizsgdlatdval &dllapitjuk meg,
melyik rekombindns kategdéridban Jjelenik meg a térképezen-
dé mutdns fenotipus /Vincze, 1981/.

Mivel a R.melilotiban a tobbszdrds crossing overek gya-
korisdga alacsony, a médszer megbizhatd eredményt ad, mint

ahogy ezt az ismert térképhelyzetl mutdcidk /pur-1l, pyr-24,

his-1, S5FU-1/ vizsgdlata is bizonyitotta /Vincze, 1981/.

A gyorstérképezési médszer segitségével 4 NTG mutage-
nezissel és 3 Tn5 transzpozicidéval izoldlt Fix mutdnsrél
megdllapitottuk, hogy k&ziilik kettédben a mutdcidé helye a

pur-15 ~ str-1 régidéban, masik kettében a leu-4 - gly-1,

illetve a leu-4 - trp-15 markerek k&zdtt taldlhatd, mig a

t8bbi hdrom mutdnsban nem lokalizdlhaté a kromoszdéméra. A
megvizsgdlt egy nod mutdcidé szintén nem térképezdddtt

a kromoszdémdra. A gyorstérképezéssel kapott eredmények te-
hdt egyes fix és nod gének extrakromoszémédlis elhelyezkedé-

sére utaltak /Forrai és mtsai., 1982/ /1. &bra/.



1.2.4. Kliloénbbz8 RhZzobium tdrzsek k&zti homoldgia

Jelenleg négy Rhizobium t8rzs kromoszéma térképe is-
mert. A R.meliloti 41-en kivll a R.melilot? GR4¢-é /Casa-
desus és Olivares, 1979/, a R.leguminosarum 300-& /Berin-
ger és mtsai., 1978/, ugyancsak az R68.45, mig a R.melzi-
loti 2011-& /Meade és Signer, 1977/ az RP4 plazmid se-
gitségével készllt.

Interspecifikus keresztezésekkel megdllapithaté volt,
hogy a R.leguminosarum, R.trifolii és R.phaseoli tdrzsek
ko6z6tt fajon beliili értékekhez hasonld gyakorisdggal
nyerhet8k haploid rekombindnsok, tehdt ezek kromoszdmdi

k&zel homoldégnak tekinthetdk /Johnston és Beringer, 1977/.
A R.meliloti és R.leguminosarum esetében igen alacsony
gyakorisaggal és csak egyes kromoszémdlis régidkban /pl.:

str-1 ~ rif-1/ izol&dlhatdk haploid rekombindnsok /Johnston

é€s mtsai., 1978/. A két kromoszdéma térkép Osszehasonlitésa
alapjé&n azonban a génelrendezbdés szempontjdbdl ezek a tor-
zsek 1s nagyfoku hasonlésdgot mutatnak /Kondorosi és

mtsali., 1980/.

2. A nitrogénk8tésben szerepet jadtszd gének

A szimbidzis kialakuldsa a ndvény és baktérium &ltal
egyardnt meghatdrozott, bonyolult, t8bb 1épéses folyamat.

Az egyes Rhizobium tdrzsek csak meghatdrozott ndvényfa-
jokkal képesek szimbidzisos kapcsolat kialakitdsdra. A

gazdaspecifitds Jjelenségének magyardzatdban a ndvényi lek-



tineknek /glikoproteinek/ és a baktérium felliletén 1évé
specidlis szénhidrédt strukturdknak /receptoroknak/ tu-
lajdonitanak nagy jelentéséget, amelyek az antigén-anti-
testhez hasonléan felismerik egymdst é&s nem kovalens,
reverzibilis k8t8déssel egymdshoz kapcsoldédnak. Ez a
kapcsolat a szimbidzis kialakuldsdnak feltétele és egy-
ben egyik kezdeti 1lépése is /Bhuvaneswari és mtsai.,
1977; Bhuvaneswari és Bauer, 1978/.

A gydkér kdzelében elszaporodott és a gydkér felileté-
hez k&té6dstt baktériumok hatdsdra a hajszdlgyodkerek el-
dgazédnak, meggdrbilnek, kialakul az infekcids fondl,
megindul a gim8 képzédése és differencidcidéja. A bakté-
riumok kiszabadulva az infekcidés fondlbdl &talakulnak
bakteroidokkd. A nitrogén amménidvd tdrténd redukdldsa
a bakteroidokban t&rténik.

A szimbiézis kialakuldsa tehdt egy tobb 1épésbdl 41l1é
folyamat, az ebben résztvevd gének azonban alapvetden
két csoportba sorolhatdék : a gliméképzésben /noduldcid/

és a nitrogénkdtésben /fixdcid/ szerepet jdtszd génekre.

A nitrogendz a nitrogén amménidvéd redukdlédsdt kata-
1iz416 enzim. A nitrogendz enzim szintéziséhez szikséges
informdciét a baktériumok hordozzdik.

A kiilénbdzd mikroorganizmusokbdl izoldlt nitrogendz
enzimek igen nagy szerkezeti hasonlésdgot mutatnak /Eady

és Postgate, 1974/.



A szabadon élve nitrogénkdtésre képes baktériumok
/pl.: Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurtanum,
Azotobacter vinelandii/ nitrogendz enzime két f6 kompo-
nemsb81l &11. Az I-es komponens négy alegysége /uZBZ/

2 Mo-t és 28-34 nem hem vasat tartalmaz, 200-250 ezer
molekulasulyu, ez végzi a N, redukcidéjédt. A II-es kompo-
nens két monomerbdl épilil fel /az/ 4 Fe atomot tartalmaz,
55-65 ezer molekulasulyu. Ez szolgdltatja az I-es kom-
ponens mik8déséhez sziikséges elektronokat /nitrogendz
reduktdz/ /Eady és Postgate, 1974; Kennedy és mtsai.,
1976/.

Az enzim miikddéséhez ATP, redukdlé kapacitds /e /, és
alacsony oxigén szint szilikséges. A nitrogendz hidrogén-
fejlédést is katalizdl /Fisher és Brill, 1969/. A hidro-
gén fejlédéshez elhaszndlt elektronok reciklizdldséra
képes enzim az "uptake" hidrogendz /Dixon, 1972/. A hid-
rogendz miikddése fokozza a nitrogénkdtés effektivitdsdt

/Shubert és Evans, 1976/.

2.3. A_nif gének _szerkezete é&s_klénozisa

A nitrogendz enzim szintéziséért felelds gének a nif
gének.

A szabadon élve nitrogénkdtésre képes K.pneumoniae-
ban a nif gének a kromoszémira, a hisztidin bioszintézi-
sében szerepet jatszd génszakaszhoz lokalizdlhatdk
/Streicher és mtsai., 1972/.

A nif gének adtvitele K.prneumoniaebdl E.coliba,

Salmonellaba konjugativ plazmidok segitségével tdrtént.



Az igy atvitt nif gének az eredetileg nem nitrogénké&td
baktériumokban is funkcidképes enzimet eredményeztek
/Dixon és Postgate, 1972; Postgate és Krisnapillai,
1977/ . A konjugativ nif plazmidok k&ziil kiemelt jelen-
t6sége van a pRDl-nek /Dixon és mtsai., 1976/, amely a
teljes his-nif régidét széles gazdaspecifitdsu vektoron
hordozza és ezdltal lehet8vé teszi ennek a géncsoport-
nak bevitelét szinte bdrmelyik Gram-negativ baktériumba.
A nif régidnak, illetve egyes szakaszainak génsebé-
szeti technikdkkal torténd dtvitele amplifikdlhatd kis
molekulasulyu klénozé vektorokba /Cannon és mtsai., 1977;
1979; Riedel és mtsai., 1979/ lehetdséget adott a nif ré-
gid részletes fizikai térképezésére, helyspecifikus mu-
tagenezisére, a pontos génsorrend, a transzkripcids egy-
ségek, a nif expresszié szabdlyozdsdnak megdllapitédsdra.
Ezdltal valt ismertté, hogy a K.pneumoniae nif régid-
ja 24 kb-nyi folytonos DNS szakasz, amelyen bellil 7 transz-
kripcids egység és 17 gén kiildnithetd el /MacNeil és
mtsai., 1978; ManNeil é&s Brill, 1980/. Ezek k&zll a nitro-
gendz enzim I. komponensének strukturgénjei a nifKD, a
II. komponensé a nifH /2. &bra/. A strukturgéneket hor-
dozé pACYC184 szdrmazék a pSA30 plazmid, amelyet Cannon

és munkatdrsai /1979/ &dllitottak eléd.



. dbra A K.pneumoniae nif génjeinek sorrendje, transzkrip-

cids egységei és funkcidja /Brill, 1980/
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A K.pneumoniae nifD és H génjei DNS-DNS hibridizdcid-

val homoldégiadt mutatnak mds nitrogénkdtd mikroorganizmu-
sok, k&ztlk a Rhizobiumok nif génjeivel /Ruvkun és
Ausubel, 1980/. Ez a felismerés adta meg a lehetdséget
az egyébként csak szimﬁiézis sordn megnyilvdnulé és igy
klasszikus genetikai mdédszerekkel nehezen tanulményoz-
haté Rhtzobium nif gének génsebészeti technikdkkal tor-
ténd lokalizdldsdra és klénozasdra.

A R.melilott 2011 nif régidéjanak & EcoRI fragmentjét
hordozé plazmidot, a pRmRl-et, majd ennek szdrmazékait
a K.pneumoniae nifDH génjeivel homolég 3,9 kb-nyi
/PRmR2/ és az evvel szomszédos 5 kb-os DNS szakaszt hor-
dozé pRmR3-at Ruvkun és Ausubel /1980/ &llitottdk eld.

A R.meliloti 41-b&1 a klbénozdst Koncz Csaba végezte
ugy, hogy a R.melilot?i 41 extrakromoszdmdlis DNS-ének
részleges emésztésébSl szarmazd Pstl fragmenteket épi-
tett be a pHC79-es cosmid vektorba. 410 rekombindns klén
k&zll kettd mutatott hibridizdcidt a pSA30 plazmiddal.
Ezek k&zlill a tovabbi kisérletekhez a pKJ2u43 jellit hasz-
ndltuk. Vehary Sakanyan megdllapitotta, hogy a pKJ2u43-
nak csak egy 4,8 kb-nyi PstI fragmentje tartalmazza a
K.pneumoniaeval homolég nif régiét. A Rhizobium nif
génjeinek részletes vizsgdlatdhoz ezért ezt a szakaszt
ujra klénoztuk egy mdsik vektor DNS-be, a pBR322-be
/Dusha Ilona/. Ennek eredményeként kaptuk a pIDl-es
plazmidot, amelyrdl Kiss Antal a pSA30-b6l szdrmazd
szubfragmentekkel hibridizaltatva kimutatta, hogy egy

~ 0,7 kb-nyi szakasza a K.pneumoniae nifH, és egy



~ 2 kb-nyi pedig a nifD génjével homoldg /3. &bra/. Az
igy eldédllitott pKJ243 és pIDl plazmidokat haszndltam

a dolgozatban szerepld kisérletekhez is.

3. dbra A R.meliloti 41 nif régidja /Banfalvi és

mtsai., 1981/

BXSa B XS5SaH P

nifH

Hp Sm H

R
nifD

R

1 kb

P Sm Sa

1 L

Réviditések: P - Pstl; Sm - SmaI; Sa - Sall; R - EcoRI;
Hp - Hpal; H - HindIII; B - BglII; X - Xhol



3. Rhizobium plazmidok

A Rhizobiumok genetikai informdciéjédnak 5-20%-4t plaz-
midok hordozzdk. A plazmidok szdma és mérete a klildnbdzd
Rhizobiumfajokban, st még ugyanazon faj geografiailag
eltérd helyrdl szarmazé varidnsaiban, t8rzseiben is elté-

r6 /1. tdblazat/.

1. tdbldzat Néhdny gyorsan ndvé Rhizobium térzsben kimu-

tathaté endogén plazmidok /Prakash és mtsai., 1980;
1981; Rosenberg és mtsai., 1981l; adatai alapjan/

Plazmid
T 6r 2z s Plazmid neve Y.

R.leguminosarum 1001 pRZel001la 150
b > 250

300 PR Ze 300a 100

b 165

c 205

R.trifolit s PRtrba > 180
b > 300

0403 pRtrO403 > 250
R.phaseoli 3622 pRph3622a 100
b > 250

R.meliloti L5-30 pRmeL5-30a 90
b > 300

V7 PRmeV7a ~ 160

b > 300

Rf22 pRmeRfa 90

b 120

2 > 300

RCR2011 pRmeRCR2011 > 300

A Rhizobium plazmidok &ltal hordozott genetikai informa-
cidék k&zilil csak néhédny és ez is els8sorban a R.leguminogsarum

t8rzsek esetében ismert. Ezek a kdvetkezdk



1. Bakteriocin termelés. A R.leguminosarum tdrzsekben

Hirsch /1979/ transzferabilis, k&zepes szintl bak-
teriocin termelésre képes plazmidokat mutatott ki
/pRL1JI, pRL3JI, pRL4JI/. A kildnbbzd plazmidok &ltal
termelt bakteriocinok hasonléak, DNS szekvencidjuknak

ez a szakasza homoldg /Brewin és mtsai., 1980/.

2. Alacsony szinti bakteriocin termelés represszdlésa.

A R.leguminosarum 300 alacsony szintid bakteriocin
termelésére képes. A pRL1JI, pRL3JI, pRLSJI plazmidok
dtvihet8k ebbe a tbrzsbe, k&zepes bakteriocin termeld
képességiik megnyilvdnul, mig a torzs sajdt bakteriocin
termelésének gadtldsat idézik elé /Johnston és mtsai.,

1978/.

3. Glméképzés. A R.leguminosarum Al71 tdrzs legkisebb

plazmidjédnak elimindldsa egylUttjart a tdrzs nodu-
lidcidés képességének elvesztésével /Casse és mtsai.,
1979/, akdrcsak a R.trifolii esetében, ahol a hdékezelés,
mint plazmidkurdldsi eljérds nagy szdzalékban Nod mu-
tansokat eredményezett /Zurkowski és Lorkiewicz, 1978/.
A glim8képzés a R.leguminosarum esetében mids R.legumino-
sarum t&rzsb8l szdrmazdé plazmidok, pl.: a pRL1JI bevite-

lével helyredllithaté /Johnston és mtsai., 1978/.



4, Gazdaspecifitdst meghatdrozd gének. A R.leguminosarum

plazmidok &tvihetd8k mé&s Rhizobium tdrzsekbe - is. A
R.leguminosarum plazmidot hordozé R.trifolii és R.pha-
geol transzkonjugénsok eredeti gazdanévényikén kivil a
borsén is gimét képeznek, ami arra utal, hogy szamos no-
duldcidért felelSs gén mellett a gazdaspecifitdst megha-
tdrozé gének is plazmidon taldlhaték /Johnston és mtsai.,

1978/.

5. Nitrogénkdtés. A R.leguminosarum 248-ban a pRL1JI, a

300-as térzsben pedig a 205 Md-os plazmidra lokalizdl-
haték a nod géneken kiviil . fix gének is. Erre utal t&bbek
ko6z6tt az a kisérleti eredmény is, hogy a 300-as tdrzs e-
gyik deléciés Nod mutdnsdban a pRL1JI plazmid egyes muta-
genizdlt szdrmazékainak bevitele utdn Fix transzkonjugdn-
sokat lehetett kimutatni /Buchanan-Wollaston és mtsai.,
1980/ . A K.prneumoniae NifKDH génjeivel végzett hibridiza-
cidés kisérlet alapjén a R.leguminosarumban a nitrogendz
enzim strukturgénjeit kédold DNS szakasz plazmidon taldl-
haté /Nuti és mtsai., 1979/.
Prakash és munkatdrsai /1980/ t8bb Rhzzobium térzs plazmid
DNS-ét ugyancsak a K.pneumontiae nif strukturgénjeivel hib-
ridizdltatva nif géneket a pR1lel00la, PRph3622b, pRtrba és
a pRtrO403 plazmidokon /1. tdblazat/ taldltak.
A R.meliloti 2011-ben és az L5-30-ban a nif gének a tdrzs
> 300 Md-os plazmidjdra lokalizdlhatdk /Rosenberg és mtsai.,
1981/, akdrcsak a tobbi 16 R.meliloti tdrzsben, ahol hasonld

méreti plazmidot lehetett kimutatni. Mivel az L5-30-as térzs



spontdn Nod mutdnsaiban a nifDH gének is elvesztek, fel-
tételezhetSen ezek a plazmidok még mds, a szimbidzis ki-
alakitdsaban szerepet jadtszd géncsoportokat is hordoznak.
Erre utal a plazmidok legujabb k&6z8s elnevezése is

"Sym-plazmidok" /pSym/.

6. Sejtfal poliszaharidok. Pl.: R.leguminosarumban plaz-

midvesztés hatdsdra megvdltozik a telepek morfoldgia-

ja /Prakash és mtsai., 1980/.

7. Pigment termelés. R.phaseoliban a pigment termelés

és a noduldcids képesség azonos plazmidra lokalizdl-

haté /Beynon és mtsai., 1980/.

8. Transzfer képesség. A R.leguminosarum plazmidok ge-

netikai vizsgdlatdt nagyban eldsegitette transzferké-
pességilik felismerése. A pRL plazmidok konjugativak, de

2 10'6/,

vdltozd transzfergyakorisdgot mutatnak /10
/Hirsch, 1979; Brewin és mtsai., 1980/.
A R.meliloti tOrzsek esetében csak a R.meliloti GR%

é€s 11 térzsek esetében ismert, hogy tartalmaznak konju-

gativ endogén plazmidot /pEZl/ /Bedmar és Olivares, 1980/.

9. Inkompatibilitds. A pRL plazmidok azonos inkompatibi-

litédsi csoportba tartoznak /Brewin és mtsai., 1980/,
de eltérdek pl.: a 300-as tdrzs plazmidjaitdl és mds

Rhizobium fajokétdl.



III. CELKITUZES

A szimbiézis kialakitdsdért felelSs gének genetikai
vizsgdlatdnak egyik 1lépése a gének lokalizdldsa a bak-
tériumban. |

Munkacsoportunknak a R.meliloti 41 Fix és Nod
pontmutdnsaival végzett korabbi genetikai térképezési
eredményei egyes fix és nod géﬁek extrakromoszémdlis
elhelyezkedésére utaltak /lasd: II. fejezet,

1.2.3. pontja/. Mivel kimutattuk, hogy a R.meliloti 41

két endogén plazmidot is tartalmaz /1lédsd: V.1l. fejezet/,

feltételezhettiik, hogy egyikikk, vagy esetleg mindegyi-

kiik hordoz szimbidzisban szerepet jadtszd géneket.

Ezt a feltételezést a kdvetkezd kisérletekkel akartam

igazolni

1. A nif gének lokalizdldsa DNS - DNS hibridizdciéds
kisérletekkel a klénozott R.melilot? 41 nif gének

segitségével.

2. Plazmid tdrlésre alkalmas eljarédssal /hékezeléssel/
szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mutdnsok izola-

ldsa. A mutdcidé helyének lokalizdlasa, Osszefliggés ke-

resése a mutdns fenotipus és a R.melilotz 41 valamelyik

endogén plazmidjdnak elvesztése kdzdtt.

3. Szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mutdnsok izold-
ladsa transzpozicidés mutagenezissel. A transzpozon

beéplilési helyének lokalizdldsa DNS - DNS hibridizdcids

kisérletekkel.



IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. A dolgozatban szerepld genetikai

markerek

. Auxotr6fia markerek

cys
glt
gly
his
leu

met

arginin
cisztein
glutaminsav
glicin
hisztidin
leucin

metionin

phe
pro
pur
pyr
trp

tyr

fenilalanin
prolin
purin
pirimidin
triptofén

tirozin

. Antibiotikum rezisztencia markerek

Kromoszémdlis markerek

nov
rif
str

SFU

att

cma
fix

nar

nif

nod

16-3

novobiocin
rifampicin
streptomicin

5-fluoro-~-uracil

helye

Plazmid markerek

Ap
Cb
Gm
Km
Sm

Tec

ampicillin
karbenicillin
gentamicin
kanamicin
streptomicin

tetraciklin

a R.melilot?i 41 16-3 fagjdnak ko&tddési

- kromoszdéma mobilizdcids képesség

- nitrogénk&tésért felelds gének

- a nitrdt reduktdz enzim szintéziséért

felelSs gének

- a nitrogendz enzim szintéziséért felelds

gének

- glmSképzésért felelds gének



2. Baktérium tdrzsek és plazmidok

2.1. Baktérium tdrzsek

R.melilot? 41 tbrzsek

TORZS JELLEMZES
AK352 narB-15 pur-15 rif-8
AK551 his=-210 leu-4 str-3
AK631 R.meliloti 41 vad tipus /kompakt telep mor-
folégia/

AK627,AK635 ,AK64]1 ,AK6L?2 AK631 hékezeléséb8l szarmazd Nod mutdnsok

AKbB82 AK68L4 trp-20::Tnb

AK68Y AK631 Strt

AK704 AK631 RifR

AK1282 AK631 nifH::Tn5 /pPH1JI/

EV88 gent-2 narB-15 trp-15

EVil2 his-1 5FU~1 /R68.45/

EV119 cys=-46 rif-3

EV1i71 cys-46 phe-15 str-3

EV180 gly-1 pur-4 trp-15 str-3 /R68.45/

EVigl gly-1 leu-4 str-3

EV18h gly=-1 met-2 pur-4 str-3

EV197 leu-4 phe-15 rif-5 str-3

QY561 AK631 "fagyasztds" utdn izoldlt Nod mutdnsa
GY832 AK684 NTG kezelés utdn izoldlt Nod mutdnsa
JA7 AK631 TnS-mutagenezis utdn izoldlt Fix

/fix-4/ mutdnsa

TF178 AK68Y4 fix-2::Tnb

7B72,ZB73,ZB74,ZB75,2B76 . PP .
ZB79.7B83,ZB8Y ,ZB85 AK631::Tn5 /TnS beépililési helye ismeretlen/



ZB121 7B78 hékezelésébd8l szarmazd Nod , KmS
mutans

ZB125 7B73 h8kezeldsébdl szarmazéd Nod mutdns

7ZB126 7ZB75 hékezeldséb&1l szarmazé Nod muténs

ZB135,ZB138 7ZB78 hékezelésébdl szarmazd Nod_, KmS
mutdnsok

ZB139 7ZB78 h&kezelésébd1l szarmazd Nod mutdns

ZB1u7 7ZB8L4 hékezeléséb8l szarmazd Nod , KmS
mutans

ZB155 ZB139 his-1 5FU-1 /R68.45/

ZB156 ZB125 his-1 5FU-1 /R68.45/

ZB157,7ZB158 ,Z2B159 ZB72-85 tbrzseket tartalmazd populdcid

hékezeléséb&1l szdrmazé Nod~ ,KmS mutdnsok
Z2B273,72B274,7ZB276, ” . . " .-
7B277.ZB278.7B313. AK631 TnS-mutagenezis utédn izolalt Fix

7B314,7ZB315,%B316 T el el

ZB306,ZB308 ,ZB310 AK631 Tnb-mutagenezis utdn izoldlt Nod ™
mutdnsai

Az AK-val jeldlt tdrzsek Kondorosi Adédm, az EV-vel
Vincze Eva, a GY-nal Kiss Gydrgy, a JA-val Jacek Plazinski,
a TF-fel Forrai Tamds tdrzsgylijteményébdl szadrmaznak. A
ZB-vel jeldlt tdrzseket az V. fejezetben szerepld kisérle-

tekkel izolaltam.

TORZS JELLEMZES SZARMAZAS

1A-113 R.melilot? 102F51 Nod mutdnsa W. Leps

6015 R.leguminosarum phe-1 trp-12
rif-392 str-37 nod-6007

Johnston és mtsai.,
/1978/

AK1103 6015 /pJB5JI/




E.coll tbrzsek:

TORZS JELLEMZES

AKB87 NF859 /pJdBu4JI/

GY611 HB10O1 RifR /pGY1l/

HB101 hsdS hsdM pro leu thi gal lacY recA str

NF859 argA metB relX' rela’

ZB189 HB10Ol /pJdB3JI1/

2.2. Plazmidok
PLAZMID JELLEMZES SZARMAZAS

R R R + ~

R68.45 Cb" Km© Tc Cma Inc-P1l Haas és Holloway /1976/
pJdB3JI CbR Kkm® TeR cma' Ine-P1 Brewin és mtsai.,/1980/
pJBLJI GmR SmR::Mu::Tn5 Beringer és mtsai.,

pJB5JI

pBR322

pHC79

pKJ 243

pID1

pGY1

pHMs

a R.leguminosarum nod, fix

géneket és Tn5 transzpozont

hordozdé pRLl-es plazmidja

ApR TcR

ApR TcR

a pHC79 R.meliloti 41 nif
strukturgéneket hordozd
szdrmazéka

a pBR322 R.meliloti 41 nif
strukturgéneket hordozé
szdrmazéka

Az R68.45 cys-2U4-attig-3

R.meliloti 41 kromoszdémdlis

régidét hordozé szirmazéka

pJC307::Tnb

/1978/

Johnston és mtsai., /1978/

Bolivar és mtsai., /1972/

Hohn és Collins /1980/

Bénfalvi és mtsai., /1981/

Banfalvi és mtsai., /1981/

Kiss és mtsai., /1980/

Meade és mtsai.,/1982/




3. Tédptalajok és higitdk

3.1. Taptalajok

Komplett tdpfolyadékok és tdptalajok

YTB

YTA

TY

a R.meliloti és E.coli tdrzsek ndveszté-
sére hasznidlt élesztdkivonatot és trip-
tont tartalmazé tépfolyadék /Orosz és
mtsai., 1973/

YTB + 2% Bacto Agar /Difco/

a R.leguminosarum tdrzsek ndvesztésére
haszndlt éleszt8kivonatot és triptont
tartalmazd tdpfolyadék, illetve tdptalaj
/Beringer, 1974/.

Minimal tdpfolyadékok és tdptalajok

GTS /alap/

FNO

NFDM

NH,Cl-dal, gliikézzal és Na-szukcindttal
kiegészitve a R.meliloti és E.colil tér-
zsek ndvesztésére haszndlt minimdl tép-
folyadék, illetve 2% agarral kiegészit-
ve tdptalaj /Kiss és mtsai., 1979/.

GTS + fumérsav és NaNo,; a nitrdtot,
mint egyediili nitrogén” forrdst nem
hasznositd mutdnsok tesztelésére hasz-
ndlt tédptalaj /Kiss és mtsai., 1979/.

nitrogén mentes tdpfolyadék /Cannon
és mtsai., 1974/

A tédptalajok kiegészitése :

A minimdl tdptalajokat a tdrzsek auxotrdf mutdcidinak

megfelelden 50 ug/ml amindésavval, illetve 25 ug/ml purin

vagy pirimidin bédzissal egészitettem ki.



A R.meliloti tbrzsek esetén haszndlt antibiotikum koncent-

récidk
kanamicin - 200 pg/ml
streptomicin - 250 upg/ml
tetraciklin - 15 ug/ml
5-fluoro-uracil - 5 ug/ml

Az E.col?i tbrzsek esetén haszndlt antibiotikum koncent-
rdcidk
kanamicin - 30 ug/ml
tetraciklin - 15 ug/ml
Novényi taptalaj
Gibson - 4&svédnyi sékat és nyomelemeket tartalmazd
nitrogén mentes tdptalaj, 1,2% agarral

/Gibson és Nutman, 1960/.

3.2. A_baktériumok higitdsdra_haszndlt_ folyadék

Fizioldgids sdoldat /0,9% NaCl/

4. A baktériumok szaporitdsa és eltartdsa

A R.meliloti tdrzseket levegbztetéssel, BHOC—on, a
R.leguminosarum tdrzseket BOOC-on, az E.coli-t 37°C-on
ndvesztettem.

A toérzseket 20 : 80 arényu glicerin : komplett tépfo-

lyadék elegyben -20°C-on tartottam fenn.



5. A mutdnsok el&allitésa

5.1. HGkezelés

A hbékezelést Zurkowski és Lorkiewicz /1978/ &altal le-
irt médszer médositdsdval végeztem.

A hékezeléshez a R.meliloti 41 t8rzseket 5 x 107 -
- 1x lO8 sejt/ml-ig komplett tadpfolyadékban /YTB/ leve-
géztetéssel ndvesztettem, majd 10-14 napig 39,5 - 40°C-on

tartottam, a levegdztetést /rdzatast/ 2 x 5°’-re csdkken-

tettem.

5.2. Transzpozicifs _mutagenezis

A transzpoziciés mutagenezishez a pJB4JI plazmidot
/Beringer és mtsai., 1978/ haszndltam.

A R.meliloti 41 TnS transzpozont hordozd szarmazékait
az AK687 x R.meliloti 41 keresztezds /30°C-on/ elvégzése
utédn a TnS R.melilotiban megnyilvdnulé Km és Sm rezisz-
tencidjdra /Nagy Anikd, 1981/ szelektdlva GTSKmSm leme-
zen izoldltam. A "testvér"-telepek megjelenésének elkerii-
lésére révid ideig tartd keresztezéket /6, illetve 12 h/
haszndltam.

A szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutdnsok izola-
ldsdhoz a prototréf KmR SmR baktérium telepeket kétszer
komplett /YTA/, majd szelektiv lemezen /GTSKmSm/ 1 te-
lepre tisztitottam. Mindegyik teleppel kiildn-kildn 1-1
két lucerna ndvényt tartalmazd csédvet fertSztem. Az elsé
ndvényi teszt elvégzése utdn kapott Nod &s Fix mutdnso-

kat egy masodik 5 parhuzamosban végzett ndvényi teszttel



ellenbriztem.

6. Konjugédcid, genetikai térképezés

6.1. Konjugdcio

A keresztezéseket a donor és recipiens 5 x 108 -
- 1 x lO9 sejt/ml folyadék tenyészetének 1 : 1 ardnyu ke-
verékével szildrd komplett tdptalajon /YTB/ 34°C-on éj-
szakdn &t végeztem /kivéve a R.leguminosarum és R.meli-
loti 41 k&zti keresztezéket, ahol TY tdptalajt és 30°C
hémérsékletet haszndltam/.

A keresztezés utdn a baktériumot fizioldgids sdoldat-
ban felszuszpenddltam és a megfeleld higitdsban szelek-

tiv lemezekre szélesztettem /Kondorosi és mtsai., 1977/.

6.2. A Nod mutdcidk_gyorstérképezése

Donor térzs_elSallitdsa: ’
A Nod mutidnsokba az R68.45 plazmidot az EV112 /his-1,
S5FU-1, R68.45/ tdrzsbdl az SPUR dtvitelére szelektdlva
vittem be. Mivel az 5FU-1 és a his-1 markerek 50%-os
kapcsoltsdgot mutatnak, az SFUR rekombindnsok GTS és
GTShis lemezre t6rténd csikozdsa utdn olyan uj donor tor-
zseket is izoldlhattam, amelyek az SFUR-én kiviil a his-1
mutdciét is hordoztdk. Ez az auxotrdéfia mutdcid a tovébbi
keresztezésekben a donor elleni szelekcidét biztositotta.
Mivel az R68.45 ardnylag nagy gyakorisdggal spontan el-
veszti Cma’ tulajdonsdgdt /Kondorosi és mtsai., l977/,>

az uj donor tdrzsek Cma képességét is ellendrizni kellett.
Y4



Ehhez 6t 1 telepre tisztitott donor tdrzs és az EV119
/cys-46/ k&z6tt keresztezéseket végeztem /"csépp-teszt"/
gz§+ rekombindnsokra szelektdltam. A rekombindnsok meg-
jelenési gyakoriééga alapjan dltaldban 1-2 megfeleld Cma
képességgel rendelkezd donor térzset taldltam.

A Nod~ donor tdrzset kereszteztem a megfeleld t8bbszdrd-
sen auxotrdéf recipiensekkel. Prototrdéf rekombindnsokra
szelektdaltam. A donor elleni szelekcidét a his-1 /nem re-

vertdldé/ mutdcid biztositotta, a phe-15 - leu-i régid ki-

vételével, ahol ellenszelekcidként rifampicint haszndl-

tam.

A trp-15 - narB-15 és narB-15 - pur-15 régid vizsgl-

latkor trp+, illetve ade+ rekombindnsokra szelektdltam,
.majd a rekombindnsok utdlagos vizsgdlatdval nitrdt re-
duktdz teszt alapjén trp+ narB+, illetve ade’ narB® fe-
notipusu telepeket kerestem.

Nitrdt reduktdz teszt: a nitrdt reduktdz mikddését a

NO3 -+ NO

/1% szulfanilsav 30%-o0s ecetsavban és 0,3% l-naftilamin

2 dtalakitds alapjadn Griess-Ilosvay reagenssel

30%-0s ecetsavban oldva, 1 : 1 ardnyu elegye/, szinre-
akciéval mutattam ki. A vizsgdlandd baktériumot YTA le-
mezre csikozva felnSvesztettem, 10 mM NaNos—tal nedvesi-
tett szlrépapirral légmentesen lefedve 15°-ig szobahd-
mérsékleten tartottam, majd 1 ml Griess-Ilosvay reagenst
éntdttem rd. A szinreakcidé alapjén felismerhetSvé valtak
az aktiv nitrdt reduktdzzal rendelkezd baktérium telepek

/Kiss és mtsai., 1979/.



A keresztezésekbdl szdrmazd prototréf rekombindnsokat
kétszer komplett, majd minimdl tdptalajon tisztitottam,
és egyenként névényi tesztben vizsgidltam meg gimékstd

képesség szempontjabdl.

7. Novényi teszt

A Rhizobtum tOrzsek effektivitdsdanak vizsgdlatédhoz
lucernat /Medicago sativa L./ haszndltam.

96% etanol 15’; 0,2% HgCl, 3’; 3 x mos&s steril desz-
till4dlt vizben; 30’ rdzatds steril desztilldlt vizben;

3 x mosds steril desztilldlt vizben; 12,5% hipo 37;

5 x mosds steril desztillalt vizben.

1%-0s desztilldlt vizes agaron Petri csészében szo-
bahémérsékleten, s8tétben, 1 napig.

A csirandvényeket vattdval lezdrt 12 ml ferdén merevi-
tett Gibson tdpagart tartalmazdé steril kémcsdvekbe he-
lyeztem. A baktériumokat szildrd taptalajon névesztettem,
1 ml NFDM folyadékban felszuszpenddltam, és 0,1 ml/csé
!/ ~ lO8 sejt/csé / baktériummal fertSztem. Altaldban egy

baktérium térzzsel 3-5 ndvényt fertdztem.

Az elsé glim6k 10-14 nap utdn jelentek meg, a névényi

teszteket 4 hét utdn értékeltem. Megszamoltam a giimék



szdmdt és vizsgdltam a tdrzsek effektivitdsat. Az effek-

tivitdst két mdédon hatdroztam meg

1. a névény szdrazsulydnak mérése alapjan;

2. a nitrogendz enzim &dltal katalizdlt acetilén re-
dukcié alapjan /Dilworth, 1966/, Perkin-Elmer 3920B

gédzkromatografon Poropak R oszloppal.

8. Agardz gélelektroforézis

A klildénb6z8 DNS-ek elektroforéziséhez Helling és mun-
katdrsai /1974/ mdédszere alapjan fliggéleges /17 cm X
x 14 cm x 0,3 cm/ 0,7-1% agardz /Sigma Type V/ géleket
készitettem.

Tisztitott DNS-ek elektroforéziséhez haszndlt puffer:
.50 mM Tris; 20 mM NaCl; 2 mM EDTA; 20 mM Na-acetdt;
pH 8,05.

Futtatds: 20 mA éjszakdn &t vagy 40 mA 8 h.

Elektroforézis utdn a gélt 1 ug/ml etidium-bromidot
tartalmazdé pufferben tartottam 20’-ig, majd UV fényben

fényképeztem.

9. DNS-ek kimutatdsa és i1zoldldsa

9.1. Plazmidkimutatds
A klild6nb&zé méretli plazmidok kimutatdsdra az Eckhardt
/1978/ &ltal leirt médszert haszndltam.

A baktériumokat korai log. fdzisig YTA lemezen 12 6ran

keresztlil nbvesztettem. Kis mennyiséget /-~ 107 sejt/



Eppendorf csében felszuszpenddltam 100 ul lizozim tartal-
mu oldatban, majd ebbdl azonnal 40 pl-t felvittem az aga-
ré6z gélre /10 mm x 8 mm x 3 mm-es lyukakba/. 10’ lizis

idé utdn 40 ul, majd 120 ul SDS tartalmu oldatokat réte-
geztem ra, és lefedtem agardzzal. A futtatdst 1 Sran ke-

resztiil 8 mA-en, majd 3 6ran keresztiil 40 mA-en végeztem.

9.2. Ussz-DNS-ek_izoldldsa

Az 6ssz-DNS-eket Dhaese és munkatdrsai /1979/ &altal

leirtak szerint izoldltam.

9.3. Plazmid DNS-ek_ izoldlédsa

A pRmella és pKJ243 plazmid DNS-eket Hirsch és munka-
tarsai /1980/ mdédszere szerint izol&ltam.

A pHMS plazmid DNS izoldlédsédra Birnboim és Doly /1979/
médszerét alkalmaztam, de nagyobb térfogatu /1 liter/ bak-
térium stac. fdzisu kulturdjédbdél ki}ndulva. A prepardlés
elvégzése utdn a CCC plazmid DNS-t CsCl-etidium-bromid
egyensulyi grddiens ultracentrifugdldssal /Clewell és

Helinski, 1970/ vdlasztottam el a linedris kromoszdéma,

illetve plazmid tOredékektdl.

A restrikecidés enzimmel emésztett tisztitott DNS-t
0,6%-0s agardz /Sigma Type VII/ gélbdl izolaltam. A meg-
felels DNS-csik kivdgdsa utdn a gélt 65°C-on felolvasz-
tottam és 3 ml térfogatra feltdltdttem TE /10 mM Tris;

1 mM EDTA pH 7,4/ pufferrel. Az agardzt fenolos és klo-



roformos kirédzédssal eltavolitottam. A DNS-t alkoholos

kicsapds utdn TE pufferben feloldottam.

10. DNS-ek emésztése restrikcidés enzimekkel

Restrikecids enzimek : HindIII /Dusha Ilona &altal
készitett prepardtum/

PstI /Boehringer, Mannheim/
Az emésztést a Boehringer Mannheim /1981/ enzim katald-

gusban taldlhatdé eldirdsok alapjan végeztem.

11. DNS - DNS hibridizdcid

11.1. Hibridizdcids_préba_készitése

32

A tisztitott DNS-eket a-"“P-ATP felhaszndlds&val nick-

-transzldciéval /Righby és mtsai., 1977/ jelbltem.

11.2. Southern hibridizdcid

Az agardz gélben megfuttatott DNS-eket nitrocellulédz
/Millipore, HAW?/ filterre vittem 4t /Southern, 1975/. Az
Eckhardt gélben megfuttatott nagy molekulasulyu plazmidok
filterhez k&tédését a DNS molekuldk UV fénnyel tdrténd
torésével /Desaga MinUVS lampa, 10’, 10 cm-es besugir-
zasi tévolsdg/ és 0,25 N HC1l /15°/ kezeléssel segitettem
eld.

A hibridiz4cié elStt a filtereket 5-6 6ran at 37°C-on

5 x SSC—f, 50% formamidot és 0,02% bovin serum albumint,

polivinilpirrolidint és ficollt tartalmazd oldatban &z-



tattam.
A hibridiz4dldst 24 6ran keresztiil 37°C-on végeztem. A
hibridizdcidés prdéba 1-5 x lO5 cpm/ml jeldlt DNS-t tartal-
mazott, Osszetétele megegyezett a hibridizdcid elltt
haszndlt oldat 8sszetételével.

Hibridizdcid utdn a filtereket 2 x SSC-vel mostam
37°C-on, majd szdritottam. Az expozicidhoz Kodak X-omat
rontgen filmet és Ilford Tungstate "screen'-t haszndltam.

Az expozicidés id8 a kisérletektél fliggben 2-15 nap volt.

A gélbe szaritott DNS-sel végzett hibridizdcidhoz
Shinnick é&s munkatdrsai /1975/ és Tsao és munkatdrsai
/k8z1lés alatt/ &4ltal médositott médszerét haszndltam.

Az agaréz gélben megfuttatott DNS denaturdldsa és ne-
utralizdcidéja utdn a gélt 1 liter desztilldlt vizben mos-
tam /1-2?/ és liveglapra helyezve megnedvesitett celofén-
nal lefedve infra-lédmpa alatt ventilldtorral hilitve 2-3
6rdig szdritottam.

A hibridizédcid eld8tti kezelés és a prdba Osszetétele
megegyezett a Shouthern hibridizdcidéndl haszndlttal. A
DNS-eket 42°C-on 0,5 ml/cm2 mennyiségi prébdval 24 orén
&t hibridizdltattam.

A gélt mosds /65°C, 1 liter 2 x SSC + 0,5% SDS; 4 x
1 liter 2 x SSC; 1 liter 1,5 x SSC, 1 liter 1 x SSC/ utéan
megszdritottam. A rdntgen film expozicids ideje 2-3 nap
volt. A gélbe szdritott DNS-hez valdé hibridizdcid nagy mo-
lekulasulyu plazmidok esetében a Shouthern hibridizdcidndl

hatdsosabbnak bizonyult.



V. EREDMENYEK

1. Két nagy molekulasulyu plazmid kimutatdsa a RhZzobium

meliloti 41-ben

A Currier és Nester /1976/, Casse és munkatdrsai /1979/,
Hirsch és munkatdrsai /1980/ &ltal leirt médszerekkel a
R.melilot? 41-b81 csak egy 140 Md-os plazmid izoldlhatd.
Ezzel szemben egy olyan plazmid kimutatdsi mdédszerrel
/Eckhardt, 1978/, amellyel a cirkuldris DNS-ek mechanikai
térése szinte teljesen elkeriilhetS, két nagy molekulasulyu
plazmidot tudtam kimutatni a R.meliloti 41-ben /4. &bra/.

Osszehasonlitva elektroforetikus mobilitdsukat ismert
molekulasulyu plazmidokkal megédllapitottam, hogy az alséd
csik megfelel a 140 Md-os plazmidnak, mig a felsd egy ed-
dig ismeretlen, nagyobb, mint 300 Md-os plazmid jelenlété-
re utal.

A Rhizobzum plazmidokra javasolt elnevezés szerint
/Casse és mtsai., 1979/ a 140 Md-os plazmidot pRmel4la-nak,
mig a nagyobbat pRmeldlb-nek Jjeldltem.

4. &bra Plazmidkimutatds Eckhardt /1978/ szerint

— pRme41b

—pRmelfa
pGY1

p3BIN

1. ZB189 /pJB3JI, 36,8 Md/ 2. GY61ll /pGY¥l, 54,4 Md/
3. AK631 /pRmel4la, 140 Md; pRmellb, >300 Md/



2. Szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds R.meliloti 41

mutdansok izolaldsa

A R.melilot?i 41 szimbiotikus nitrogénkdtésért fele-
18s génjeinek lokalizalasdhoz célunk volt eldszdr a gé-
nek hagyomdnyos mikrobiolégiai technikékkal k&zvetle-
nil szelektdlhaté fenotipusu, és fizikai médszerekkel
/pl.: DNS-DNS hibridizacidéval/ is felismerthetd marker-
rel, transzpozonnal, tdrténd jeldlése.

Ezt a transzpozicidés mutagenezist a pJB4JI plazmid-
dal /1l4sd: II. fejezet 1.1.2. pontja/ végeztem. A Tnb5
antibiotikum rezisztencidjara /KmR Sm/ szelektdlva
transzpozicidés szirmazékokat ]_O-7 gyakorisdggal kaptam.

A mutagenezis hatésosségénak ellenSrzésére megvizs-
gédltam az auxotr6f és a nitrdtot, mint egyediili szén-
forrast nem hasznosité mutdnsok megjelenési gyakori-
sdgdt /2. tadbladzat/. Ez a vart értékkel /Beringer és
mtsai., 1978/ azonos, illetve az auxotrdéfok esetében
még jéval magasabb is volt.

A szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutdnsok izo-
laldsédra, 11 fliggetlen keresztezésbdl szarmazd 3 400
baktérium telepet vizsgdltam meg nbvényi tesztben.

Usszesen 12 Fix és 3 Nod mutdnst kaptam.



2. téblazat A transzpozicidés mutagenezis hatdsossédga

Mutagenizdlt Mutdns Mutans fenotipus
tdrzs fenotipusa hegjelenési gyakorisdg %
AK704 auxotrdédf 10
AK631 No,-t nem 0,2

hasznositd
Fix 0,u
Nod ™ 0,1

2.2. Hokezelés

A szimbiotikus gének lokalizdldsdra a masik kiindu-
18si lehetéség szimbiotikus mutdnsok hékezeléssel t6rténd
eléallitasa volt.

A hékezelés R faktor t&6rld hatdsa ismert volt a
R.meliloti 41-ben /ldsd: II. fejezet 1.1.3. pontja/. Fel-
tételeztiik, hogy a médszer alkalmas lesz a t&rzs endogén
plazmidjainak kurdldsédra is.

Szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mutdnsok 1zo0ldlé-
sdra a genom ismeretlen helyein Tn5 transzpozont hordozd
mutdnsokbél indultam ki. A hékezelés elvégzése utdn Ossze-
fliggést kerestem a Tn5 dltal hordozott KmR elvesztése és
a Nod , vagy Fix fenotipus megjelenése kdzd6tt. Igy olyan
szdrmazékokat is izoldlhattam, amelyekben a Tn5 a szimbio-

tikus nitrogénk&tésben szerepet jatszd géneket hordozéd

plazmidon taldlhatdk.



A hékezelést Zurkowski és Lorkiewicz /1978/ a
R.trifoliira leirt médszerének médositdsdval végeztem.
Megemeltem a hémérsékletet a R.meliloti szdmdra szuble-
talis 39,5 - 40°C-ra és meghosszabbitottam a kurdldsi
id8t, amit a R.melilotit jobb hétlrése indokolt.

Tiz napos hékezelés utdn a véletlenszerilien kivdlasz-
t6tt 13 prototrdéf, Tn5 transzpozont hordozé baktériumbdl
szdrmazd populdcidkbdél mintdt vettem. Komplett téptala-
jon felndvesztett 100 - 1 000 k&zti baktérium telepet
replikdcids technikdval vizsgdlva megdllapitottam a KmR
elvesztési gyakorisdgdt. Nagy gyakorisdgot /50 - 100%/
hdrom térzs esetében kaptam. Ezek k&zilil kettdben delé-
ciés pJBWJI szérmazékot tudtam kimutatni Eckhardt gélen,
valészinlileg a Tn5 is ezen a plazmidon taldlhaté. A harma-
dik toérzsben /ZB78/ pJB4JI szarmazék nem volt.

Szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mutdnsok 1zoldla-
sdra a klilénbdzé6 hbékezelt populdcidkbél 10-10 baktérium
telepet vizsgdltam meg ndvényi tesztben. Mutdnsokat val-
tozd szadmban, de szinte mindegyik kurdlt t&rzsbdl kap-
tam. Osszesen 32 Nod és 8 Fix mutdnst izoldltam.

Feltlin6en magas gyakorisédggal egy t6rzsbél, a ZB78-
b6l jelentek meg Nod mutdnsok /3. tdbldzat/. A TnS
elvesztése mindig Nod fenotipust eredményezett. Ennek
alapjédn feltételezheté volt, hogy a Tn5 beépiilési helye

szerepet jdtszhat a Nod mutdnsok megjelenédsében.



3. tdbladzat A hdékezelés hatdsa a kiildnbdzé RhizobZium

meliloti 41 tdrzsekre

" TnbS Megvizsgdlt - Fenotipus
TORZS jelenléte telepszam - . -
Je p Km rezisztencia | Nod Fix
7878 + 47 Km} 23 12 | o
Kms 24 24 0]
R
AKG682 + L8 Km 38 3
KmS 10 0
TF178 + 49 Kk 49 1
KmS 0
R
JA7 + 49 Km 49 0]
KmS 0
AKB631 - 4g 0 5

3. A h6kezelésbSl szdrmazd Nod mutdnsok genetikai

analizise

- ———— v — - e e - a o o o o ] e - ———

Annak elddntésére, hogy volt-e a Nod mutdnsoknak sze-
lektiv elénylk a kiinduldsi t8rzzsel szemben a hékezelés
folyamén, &sszehasonlitottam a vad tipusu R.meliloti 41,
egy Tn5-8s szdrmazéka &s Nod mutdnsdnak szaporoddsi gor-

béit /5. &bra/.



5. &bra A R.meliloti 41 és szadrmazékainak szaporoddsa

magas hémérsékleten

seytszam /ml
l
8
x
7 AKE3 ¢
ZB318
ZB 157
4 3 8 iy hep

Mivel a szaporoddsi gorbék lefutdsa mindhdrom eset-

ben hasonlé volt, megdllapitottam, hogy a Nod

mutdnsoknak nem volt szaporoddsi eldnyilkk a magas

hémérsékleten. EbbS1 kdvetkezik, hogy nem elSzetesen meg-
1évé spontéan Nod mutdciéval rendelkezd egyedek dusultak
fel a baktérium populdcidéban, hanem a hékezelés alatt, a

hé hatdsdra jSttek létre a Nod tdrzsek.

3.2. Reverzids_analizis
A hékezelésb6l szdrmazé Nod mutdnsokbél Nod' rever-
tdnst nem kaptam.A ZB1l57-es t&rzzsel lO1O sejt/csé mennyi-

séggel fert&ztem 10 két-két lucerna n&vényt tartalmazd csd-

vet, de giimék egyik ndvényen sem Jjelentek meg.



3.3. A Nod_ _mutdcick_genetikai_térképezése

Két Nod mutdns, ZB125, ZB139 térképezésére a munka-
csoportunk &ltal kidolgozott gyorstérképezési mddszert
haszndltam /II. fejezet, 1.2.3. pont/.

A ZB125 és ZB139 tdrzsekbSl az R68.45 plazmid bevi-
telével donor t&rzseket /ZB156, ZB155/ dllitottam el és
kereszteztem a megfeleld recipiensekkel /a kisérlet rész-
letes leirdsa a IV. fejezet 6.2. pontjdban/. Az igy ka-
pott rekombindnsokat ndvényi tesztben vizsgdltam meg

giméképzés szempontjédbdl. Ennek eredményét a 4. tabléa-

zatban foglaltam Ossze.

4. tdblédzat Nod mutdnsok genetikai térképezése

Nod  rekomb. szam

RECIPIENS VIZSGALT REGIG vizsgdlt rekomb. szém

Donor: ZB156 | Donor ZB155
EV119 rif-1 - cys-46 0/5 0/2
EV171 cys-46 - phe-15 0/5 0/4
EV197 phe-15 - leu-i 0/5 0/5
Ev18l leu-4 = gly-1 0/5

AK551 leu-4 - his-210 0/5
EV1i8u met-2 - ade-iL 0/3
ade-4 - gly-1 0/5
EV180 gly-1 - twp-15 0/5 0/3
EV 88 trp-15 - narB-15 0/1 0/2
AK352 narB-15- rif-1 0/5 0/5

Mindkét donor Nod , minden recipiens Nod* fenotipusu
volt. Minden rekombindnst harom, 2-2 lucerna ndvényt

tartalmazé csében vizsgdltam.




A gyorstérképezési rendszer alapjén egy vizsgdlt mu-
tdcid arra a régidéra lokalizdlhatd, amelyik rekombindns
kategéridban a mutdns fenotipusa kimutathaté. A Nod~
mutdnsok /ZB125, ZB139/ térképezésénél Nod fenotipu-
su rekombindns kategdéridt nem taldltam. EbbS1 arra
kbvetkeztettem, hogy a Nod ™ tulajdonsdg extrakromo-

szémdlis mutdcid eredménye.

e - = —————

A komplementdcids analizishez egy mdsik RhiZzobium
faj, a R.leguminosarum noduldcids génjeit haszndltam.
Bir a R.melilot?i és R.leguminosarum gazdandvénye el-
térd, de a giiméképzés lépéseinek, folyamatdnak hason-
lésdga alapjan feltételezhetd volt, hogy szdmos no-
duldcidban szerepet jadtszd gén, a gazdaspecifitdst meg-
hatdrozé gének kivételével, k8z8s vagy igen hasonld
lehet. Ezért vdrhatdé volt az is, hogy a R.leguminosarum
nod génjeinek a R.meliloti Nod mutdnsaiba térténd
bevitele bizonyos mutdnstipusokban a glindképzés helyre-
41ll4sdt fogja eredményezni.

A R.leguminosarum 248 nod génjeit szamos fix
génnel egyltt egyik transzferdbilis endogén plazmidja
a pRL1JI hordozza /II. fejezet 3.5. pontja/. A pRL1JI
Tn5-tel jeldlt szdrmazéka a pJB5JI. Ezt a plazmidot
vittem 4t konjugdcidéval a R.leguminosarumbdl a R.meli-
loti Nod pontmutdnsaiba és hékezelésbdl szdrmazé Nod

torzseibe. /A plazmid-transzfer gyakorisdga az 1A-113



tdrzsnél 10-5, a R.meliloti 41 szdrmazékokndl 10_7 nagy-
sdgrendld volt./ A transzkonjugdnsokat lucerna gazdandvé-
nyen vizsgdltam glimSképzés és effektivitds szempontijabdl,
ugy, hogy a szelektiv tédptalajon kapott 8sszes teleppel
egy populdciéként fertSztem 3 csbvet, illetve 2-2 kiildn-
4116 telepet elSzSleg egy telepre tisztitottam komplett
/TY/ téptalajon, majd szelektiv kdrilmények k&z&tt, és
ezzel fertSéztem 3-3 csdvet., A populdcidval és a tiszti-
tott telepekkel végzett kisérletek eredményei minden
esetben megegyeztek, ami arra utalt, hogy a pJB5JI sta-

bilan fennmarad a R.melzlotiban /5. tdbldzat/.

5. tadbldzat A pJBSJI plazmid bevitele a R.melilotz

kiildnbdz8 Nod mutansaiba

RECIPIENS TRANSZKONJUGANSOK FENOTIPUSA

Nod Fix
1A - 113 + +
GY832 + +
ZB157 + -

GY561, AK627, AK63S5. .
AK641, AK642, ZB1l21 - -
ZB135, ZB138, ZB1lu7
ZB158, ZB159

Mint az 5. tdblazat eredményei mutatjdk, a R.legumino-
sarum eredetili pJBSJI plazmid helyredllitotta a glimékép-
zést lucerna gazdandvényen hdrom R.meliloti Nod muténs-

ban. A R.meliloti 102F51 tdrzsében 1A-113 jelll Nod pont-



mutdnsdban és a R.meliloti 41 1823-as NTG-kezelésbs1l
szdrmazé mutdnsdban a glim6képzés helyredlldsa egylttjart
az effektivitds helyredlldasdval. A hékezelésbSl szdrmazd
mutdansok kozil csak a ZB157 volt komplementdlhatd, de az
itt megjelend gimék ineffektivek voltak. EbbS1l arra ko-
vetkeztettem, hogy a ZB157 t&rzsben a hdékezelés hatdsdra
nemcsak nod gének, hanem valdészinlileg fix gének is elvesz-
tek. A t&bbi 11 Nod mutdnsban a pJBSJI nem &llitotta
helyre a gim8képzést. Ezekrd8l feltételezhettem, hogy a
mutdcié gazdaspecifitdst meghatdrozd géneket is érint,
vagy a R.melilot? noduldcids génjeinek egy része nincs
jelen a pJdB4JI plazmidon, illetve nem homoldég a R.legu-

minosarum noduldcids génekkel.

4. Nod, nif gének lokalizdldsa a pRmellb plazmidra

A hékezelést, amellyel Nod mutdnsainkat izoldltuk,
plazmid elimindlé hatdsunak tartottuk. A plazmidelvesztést
Eckhardt-féle gélelektroforézissel prdébdltam meg kimu-
tatni.

11 Nod mutdnst vizsgdltam meg. Mindegyikben mindkét
R.meliloti 41 endogén plazmid jelen volt, de 4 mutdnsban
a pRmel4lb megndvekedett elektroforetikus mobilitdst mu-
tatott /6. dbra/, jelezve, hogy nagy méretd delécid ke-

letkezett rajta.



6. &bra Delécidé kimutatdsa a Nod tdrzsekben

/Plazmidkimutatds Eckhardt-mdédszerrel/

1. ZB1873 2. ZBI473; 3. AK63l; 4, ZB1263; &. ZB1Z1

Azokban a mutdnsokban, ahol a pRmellb mérete a delécid
kovetkeztében kisebb lett, idénként egy harmadik vékony
csikot is megfigyeltem az eredeti pRmellb-nek megfeleld
mobilitdssal. Igy nem zdrhatdé ki az a lehetbség sem,
hogy a R.meliloti 41 esetleg egy harmadik plazmidot is
hordoz és ennek jelenléte miatt nem taldlhatdk meg azok
a mutdnsok, amelyekben a pRmellb t8kéletesen elimindléd-
dott.

A kisérletbdl levonhaté legfontosabb kévetkeztetés
azonban az, hogy a pRmellb plazmidon valészinilileg nod
gének taldlhatdék, amelyek a hékezelés hatdsdra létrejdtt

delécidk k&vetkeztében elvesztek.



4.2. Nif_gének lokalizdldsa a_pRme4lb_plazmidra

Kordbbi kisérleteinkben Fix mutdnsok genetikai térké-
pezésével kSzvetett bizonyitékot szereztiink arra, hogy
nemcsak a nod gének, de a fix gének egy része, k&ztik ta-
lin a nif gének is extrakromoszémdlis elhelyezkedésiiek a
R.meliloti 41-ben /II. fejezet 1.2.3. pontja/.

Ennek aldtédmasztdsdra a R.meliloti 41 klénozott nif
génjeinek, a pIDl-es plazmidnaki/II. fejezet 2.3. pont/
felhasznaldsdval DNS - DNS hibridizdciés kisérletet végez-
tem.

A R.meliloti 41 vad tipusu térzsének plazmid DNS-eit
Eckhardt-gélen szétvdlasztva /7. dbra; a/l/ megfeleld
kezelés utdn nitrocelluléz filterre vittem. A pID1-bS1l
1zoldlt 4,8 kb-os nif fragmentumot nick-transzldcidval
32P—izot6ppal jeldéltem és hibridizdltam a filterhez kdtdtt
DNS-ekhez. A hibridizdcibés kép a 7. &bra b. oldalédn 1l4t-

hatd.

A nif fragmentum csak a pRmeu4lb plazmiddal hibridiz&lt,
tehdt a R.melilot? 41-ben a nif gének,legaldbbis a nitro-
gendz enzim strukturgéniei,a pRmeklb plazmidon taldlhatdk.
/A gél tetejénél erds hibridizdcidé lathatd, mivel a plaz-

mid DNS nagy része nem tud belépni a gélbe./



7. &bra Nif fragmentum hibridizdcidja a R.meliloti 41

vad tipusu tdrzséhez és két delécids Nod szidrmazékdhoz

a/ Eckhardt gél; b/ hibridizédcids kép

1., AKG&8l; 2. ZBlZl; 3. ZB138;

A hibridizdcids préba aktivitdsa 1,8 x 106 cpm volt, a
réntgen kép 14 napos expozicidval késziilt.

4.3. Nif_gének elvesztésének kimutatdsa Nod mutdnsokban
Az eldzé kisérletek eredményei /V.4.l.; V.4.2. fejezetek/
arra utaltak,hogy a pRmellb plazmidon noduldcids gének ta-
ld1lhatdék, a hbékezelés hatdsdra ebbdl a DNS régidébdl kisebb
nagyobb szakaszok elvesztek, a Nod td&rzsekben delécidk
keletkeztek. Hibridizdcids kisérlettel azt is kimutattuk,
hogy ugyanez a plazmid hordozza a nif strukturgéneket is.
Igy tehdt feltételezhettilk, hogy a Nod mutdnsokban a de-
lécidé a nif génekre is kiterjedhet.

A 7. dbradn lathatd, hogy valdéban taldltam olyan Nod
mutansokat, amelyekben a 4,8 kb-os nif fragmentum nem hib-
ridizdlt a pRmeldlb plazmiddal, jelezve, hogy ezekben a toér-

zsekben a nod génekkel egylitt nif gének is elvesztek.



A Nod mutdnsokban létrejdtt delécidk kiterjedésének
vizsgdlatdra felhaszndlhattuk a pKJ2u3-as cosmid klénun-
kat is /II. fejezet 2.3. pontja/, amely a 4,8 kb-os
nif fragmentumon kiviil még ardnylag nagy, 35,5 kb-nyi
R.meliloti 41 éxtrakromoszémélis DNS-t hordozott. Ezt a
DNS-t, mint hibridizdcids prébat hasznélva, eldszdr a
munkacsoportunkban dolgozé Vehary Sakanyan mutatott ki
delécidt a hékezelésbSl szarmazd Nod mutdnsok HindIII
enzimmel emésztett 8ssz-DNS-eiben. Az 8 eredményeit fel-
haszndlva, a delécibk kiterjedésének pontosabb megdlla-
pitasdra a kovetkezd kisérletet végeztem el : a R.meli-
loti 41 vad tipusu tdrzsének és néhdny Nod szdrmazéka-
nak 6ssz-DNS-ét Pstl enzimmel emésztettem, a fragmentu-
mokat agardz gélelektroforézissel elvdlasztottam egy-
méstdl., A gélbé} a DNS~t nitrocelluldéz filterre vittem
és hibridizdltattam a 32P—izotéppal jeldlt pKJ2u43-as
DNS-sel /8. &bra/.

Mivel az agardz gélben megfuttatott DNS-ek, akdr-
csak a pKJ2u43-ba épitett extrakromoszémalis DNS PstI
fragmentumokat tartalmazott, ezért a 8. &brdn bemu-
tatott kisérlet alapjédn megdllapithatd volt, hogy mely
PstI fragmentumok azok, amelyek a Nod mutdnsokbdl hi-

anyzanak.,



OO - L

8. dbra A R.meliloti 41 és Nod szdrmazékainak hibridi-

zdcidja a pKJ243-as prdbaval

a/ A kildnbdz&8 DNS-ek Pstl emésztésébdl szarmazd fragmentu-
mok 1l%-os Tris-acetdtos pufferrel készllt agardz gélben
20 mA 16 o6rds gélelektroforézis utén;
b/ Hibridizdcidé a pKJ243-as prdébaval;
1. pID1; 2. pKJ243; 3. pRmella; 4. AK631l; 5. ZB1l26;
6« ZB138; ¥ ZBLIWT; 8w A /HindIII/

A prdéba aktivitédsa 2,1 x 107 cpm volt, a rdntgen kép
l1.-2, oszlopa 10h, 3.-8. oszlopai pedig 2 napos expozi-
cidéval késziltek, /A 1 kb-os fragmentumok a képen nem

l&thatdék./

A 8, adbrardl leolvashatd

1. A pKJ2u3 13 Pstl fragmentumot tartalmaz /5,2; 4,8;
Wy3i We2s Bely 2483 2425 L1493 1,63 15235 1513 1,1

1,0 kb/. Ezek k&zlil a pRmeldla plazmidrdl szdrmazik a

4,13 1,95 1,23 az egyik 1,1 és az 1,0 kb-os fragmen-

tum, amelyek minden Nod mutdnsban jelen vannak.



2. Az Eckhardt gélen klldénb8z8 méreti delécidt mutatd
Nod mutdnsokbél /6. dbra/ a 4,8 kb-os nif fragmen-
tum egyformdn hidnyzik.
3. Mindegyik Nod mutansban jelen van egy nem pRmella
eredetll 2,2 kb-os fragmentum. Ennek két magyardza-
ta lehetséges
- A hidnyzé fragmentumokkal nem folytonos é 242 'Kb=08
DNS szakasz;
- a Nod ‘mutdnsokban a delécié egy meghatdrozott pont-
bél indul, és ez rajta van a pKJ243 DNS-en.
A két feltételezés k&zll az elsét tartom valdszinilinek,

de bizonyitdséra tovdbbi kisérletek szilikségesek.

5. A Tn5 inszercid helyének lokalizdldsa a transzpozici-

&

)

mutagenezisb8l szdrmazd szimbiotikus nitrogénkd-

tZ€sben hib&s mutdnsokban

A szimbiotikus nitrogénkdtésben szerepet jatszd gének
lokaliz&dlisdnak médsik utja a transzpozicibds mutagenezis-
sel elddllitott mutdnsok vizsgdlata volt. Az igy izoldlt
mutérnsokban a TnS5 inszercid helyének megdllapitdséra ge-
netikai és hibridizdcids médszereket egyardnt alkalmaz-
tunk. /A genetikai vizsgdlatokat a munkacsoportunkban
dolgozé Gursharan Randhawa végezte, ennek eredményét a
VI. fejezet 6. pontjdban foglaltam 8ssze./

A Tnb5 mutagenezisb&dl szdrmazdé szimbiotikus nitrogén-
k&tésben hibds mutdnsokban a Tn5 inszercidé helyének meg-

allapitdsa DNS - DNS hibridizdcidval



A szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mutdnsokat
Eckhardt gélre vittem, a gélt beszdritottam és hibridi-
zdltam a 32P—izotéppal jeldlt pHMS /=pdC307::Tn5/ plaz-

mid DNS-sel /9. &bra/.

9. dbra A Tn5 inszercid helyének lokaliz&dlédsa DNS - DNS

hibridizdcidval

a/ Eckhardt gél; b/ hibridizdcié a pHMS5 plazmid DNS-sel
1. ZB273; 2. ZB277; 3. ZB313; 4. AK631

A hibridizdcids prdba aktivitdsa 3 x 10° cpm volt, a rént-
gen kép 3 napos expozicidval késziilt.

A 9. &brédn bemutatott kisérlet alapjén megdllapitottam,
hogy a 7ZB273, ZB277 tdrzsekben a Tn5 a pRmeldlb plazmidba
épllt be, a ZB313-ban pedig, mivel a Tn5 egyik R.melilo-
t7i 41 plazmidhoz sem hibridizdl, a kromoszdémdra lokalizdl-

haté. /A kromoszdémédlis eredetli DNS csak linedris szakaszok
D T

.. . e ’ S Mz, N
formédjaban, kis mennyiségben van jelen az Eckhardtﬁgélgnyg
ezért nem mutathatdé ki hozzd hibridizdcié. A gél féﬁejéqji

R
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ldthatd erds hibridizdcid azonban arra utal, hogy a TnS

szekvencia jelen van a ZB3l3-as térzsben is./

A kisérletet 14 transzpozicids mutagenezis utdn izoldlt

szimbidzisban hibds mutdnssal elvégezve megdllapitottam,

hogy

1. A Tn5 a pRmeu#lb plazmidra lokalizdlhaté a ZB273,
ZB274, ZB277, ZB278, ZB31l4, JA7 és AK1282 Fix , vala-

mint a ZB306, ZB310 Nod é&s é ZB78 Nod+, Fix't /14sd: V.

fejezet 2.2. pontja/ mutdnsokban.

2. A Tn5 a kromoszdémdra lokalizdlhatdé a ZB313, ZB315,
ZB316 és a TF178 Fix , valamint a ZB308 Nod fenoti-

pusu térzsekben.



VI. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

1. Két nagy molekulasulyu plazmid a R.meliloti 41-ben

A R.meliloti 41-ben az Eckhardt-féle gélelektroforézissel
a mir Casse és munkatdrsai /1979/ &ltal megfigyelt plazmid
mellett egy eddig ismeretlen, > 300 Md-os plazmidot tudtam
kimutatni. A plazmidokat pRmeldla-nak /140 Md/ és pRmellb-
nek /> 300 Md/ jeldltem.

A pRmelilb-nek megfeleld elektroforetikus mobilitdsu plaz-
mid minden eddig &ltalunk vizsgdlt R.meliloti t&rzsben /L5-30,
GR4, 102F51, 2011/ jelen yan'/Bénfalvi és mtsai., 1981/.

M&s Rhizobium tdrzsekbdl is /R.leguminosarum, R.trifolii,
R.phaseoli/ hasonlé.nagy‘méretﬁ plazmiddk mutathatdék ki
/1. tablazat/. |

A pRmelldb plazmidot tdbb, nagy méretl plazmidok izoldldsa-
ra léirt médszert is kiprdébdlva, eddig még tiszta, cirkuléd-
ris DNS formd&jdban izoldlni nem tudtam /dolgozatban nem sze-
repld kisérletek/. Ondllé plazmid voltdra a kdvetkezd indi-
rekt bizonyitékok utalnak
1. A hékezeléssel elddllitott Nod mutdnsokban delécié csak

a pRmed4lb plazmidon mutathatdé ki, tehdt az Eckhardt gé-
len lathatdé kisebb mobilitdsu DNS nem tekinthetdé a pRmella
plazmid OC formé&jadnak /6. &bra/.

2. A R.meliloti nif strukturgének csak a pRmedlb-vel hib-
ridizdlnak /7. &bra/.

3. A R.meliloti L5-30 t8rzse Eckhardt gél alapjdn a pRmellb-
vel azonos elektroforetikus mobilitdsu plazmiddal is ren-

delkezik. Ebb&S1l a tdrzsbSl Rosenberg és munkatdrsai /1981/



a Swighamer /1980/ médszer médositdsdval a tbrzs 90 Md-os
plazmidjaval egylitt a pRmeL5-30b plazmidot is izoldlni
tudtédk. A prepardtum restrikcids enzimekkel td&rténd emész-
tése utdn a 90 Md-os plazmidra jellemzé csikozat mellett

halvény hdttér csikozat volt megfigyelhetd.

2. Nod és Nif gének lokalizdlhatdk a pRmeldlb plazmidra

A pRmellb plazmid szimbidzis kialakitdséban szerepet
jadtszé géneket hordoz, mivel
1. a Nod mutdnsok 30-40%-4ban a pRmeilb plazmidon de-

1écidé mutathatdé ki;
2. a klénozott R.meliloti 41 nif strukturgének homold-
gidt mutatnak a pRme4ldb plazmiddal DNS - DNS hibri-
dizdcidval.

Ezek az eredmények Osszhangban vannak mds kutatécso-
portok kisérleti eredményeivel is, amelyek alapjdn a Rhizo-
biumckra &dltaldnosan jellemzdnek tilnik, hogy genetikai in-
formdcidéjuk nagy része nagy molekulasulyu plazmidok forma-
jédban van jelen a sejtben, s a plazmidok egyike szimbidzis
kialakitdsdért felelds géneket hordoz /Sym plazmidok; II.
fejezet 3.5. pontja/.

A nod és nif gének a pRmellb plazmidon valdszinlileg

ardnylag k&zel helyezkedhetnek el egymdshoz. 11 megvizsgdlt
Nod mutdns k&ziil 6-ban a delécidé a nif génekre is ki-

terjed /6. tédbldzat/.



6. tadblazat R.meliloti 41-b8l szdrmazd szimbidzisban

hibds mutdnsok jellemzése

PRmel1b nif
TORZS KEZELES FENOTIPUS elektroforetikus régidban
mobilitds-vdltozds | delécid
AK631 - C Fix’ - -
ZB121 hé Nod~ o+ +
ZB125 hé Nod ™~ - -
ZB126 hé Nod~ + +
ZB138 hé Nod~ + +
ZB147 hé Nod ™~ - +
ZB157 hé Nod™ - -
AK635 hé Nod~ - -
AKEY41 hé Nod ™ - +
AK6Y42 hé Nod ™~ - +
GY561 | fagyasztds Nod~ + +
AK1212 | spontén Nod ™~ - +
ZB160 hé Fix~ n.v. -
ZB163 hé Fix n.v. -
ZB173 hé Fix n.v. -
+ = vadltozds, illetve delécid van; - = vdltozds, illetve
delécid nincs
n.v. = nem vizsgdlt;

A téblazat a dolgozatban szerepld kisérleteken kivill Vehary
Sakanyan hibridizdcids kisérleteinek eredményét is tartal-

mazza.

3. HBkezeléssel a R.melilot?i 41-b81 szimbidzisban hibés,

delécidés mutdnssorozat dllithatd eld

H8kezeléssel a R.melilot? 41-b&1l R plazmidok 30-90%-0s
gyakorisdggal t6rdlhetdk /II. fejezet 1.1.3. pontja/. Ennek
alapjan feltételezhetd volt, hogy ez az eljdrds alkalmas lesz

a R.meltlott 41 endogén plazmidjainak tdrlésére is.



A hékezelés elvégzése utdn izoldlt szimbiotikus nitro-
~génk6tésben hibds mutdnsok vizsgdlatdval azonban ezt a
feltételezést nem sikerlilt egyértelmien bizonyitani. T8bb
mutdnsrdl kimutathatdé volt, hogy bennilik a hékezelés hatd-
sdra a pRmeklld plazmidon nagy méretld delécid keletkezett,
de olyan szarmazékot, amelyben csak a pRmebla plazmid ma-
radt volna fenn, az eddig megvizsgdlt tdrzsek kdzdtt nem
taldltam. Ennek magyardzatdra feltételezhetem
1. A pRmeklb plazmidon a baktérium szdmdra életfontossdgu
génszakaszok taldlhatdk, igy a plazmid teljes elvesz-
tése egylttjar a baktérium sejt pusztuldsdval.
2. Néhany tdrzsben, amely a pRmellb plazmidon nagy mére-
tli delécidét hordoz, Eckhardt gélen az eredeti pRmel4lb
plazmiddal megegyez8 elektroforetikus mobilitdsu halvany
csik is megfigyelhetS /6. dbra/. Lehetséges, hogy ez a
csik a pRmelbla plazmid OC formdjdnak felel meg, de nem
zdrhatdé ki annak lehetSsége sem, hogy a R.meliloti 41-ben,
a pRmeldlb-vel megegyezd molekulasulyu, harmadik plazmid
is taldlhatd, s ennek a plazmidnak jelenléte teszi lehe-
tetlenné, hogy Eckhardt gél alapjdn megtaldljuk azokat a
szdrmazékokat, amelyekb8l a pRmellb t8kéletesen elimind -
16dott.
A h8kezeléssel izoldlt Nod mutdnsok klilénbbzdek, azaz a
hékezeléssel egy delécids Nod mutdnssorozatot sikeriilt
eld&dllitani. Ezt a kdvetkez8k bizonyitjdk
1. A Nod mutdnsoknak csak 30-40%-&ban mutathaté ki a
pRmelilb plazmidon delécid Eckhardt gélen, s ez a mole-
kulasuly csodkkenés is a kiilénb6z8 mutdnsokban eltérd mér-

tékl /6. &bra/.



2. A Nod mutédnsok egy részében a nod génekkel egyltt nif
~gének is elvesztek, a t&ébbiben a R.melilot? 41 nif gén-
jeit hordozé pKJ2u43 DNS-sel delécidé nem mutathatd ki /6.
tabléazat/.
3. A R.leguminosarum pRLl-es plézmidja egy hékezelésbdl
szdrmazé tdérzsben képes a gliméképzés helyredllitédsdra,
mig az Osszes tobbi eddig vizsgdlt mutdns a pRL1 plazmid
bevitele utdn is Nod fenotipust mutatott.
4. A hékezeléssel izoldlt Nod mutdnsok 80%-a hajszalgyd-
kérgdrbiilést nem idéz eldé a lucernan /Hac /, a t8bbi
Hac+ fenotipust mutat, vagyis a kildénb&zd mutdnsokban a
szimbidzis kialakuldsdnak klilénb8zd lépéseiben /II. feje-
zet, 2.2.1. pont/ mutathaté ki vadltozas, a Nod mutdnsok-
bd1 nem azonos génszakaszok vesztek el, vagy mikddnek hi-

bédsan /Forrai Tamds kisérleteinek eredménye//7. tablazat/.

7. tadbldzat Genetikai vdltozdsok 9 Nod mutdnsban

Delécié
mérete Nagy Kicsi Nem l&thatd
Fenotipus
Hac~  Nif 2 2 1
Hac~  Nif' 0 0 1
Hac+ Nif 0 0 2
Hac®  Nif® 0 0 1

A h8kezeléssel tehdt egy klilonb6zd géneket érints, kii-
16nb6z8 méretil delécidét hordozdé mutdnssorozatot kaptunk.
Az azonban, hogy ezek a delécidk egy pontbdl indulnak-e,

vagy a pRmellb plazmid kildnb&zé helyein kezd8dnek, az ed-



dig végzett kisérletek alapjdn még nem ddnthetd el.

A hékezeléssel eldadllitott szimbidzisban hibas mutdns-
sorozatot, els8sorban a kis delécidt hordozdé tdrzseket,
alkalmasnak tartom a szimbidzis kialakitdsdért felelds
~gének részletesebb genetikai vizsgalatdra, R.melilotibdl
szdrmazé rekombindns plazmidok komplementdcids analizis-
sel, vagy hibridizdcidés technikdval t8rténd tesztelésére

is.

4, A R.meltlot? 41 nod - nif régidjdnak instabilitédsa

A nod - nif régié elvesztése spontdn is bekOvetkezhet
a R.meliloti 4I-ben. Bar nem végeztink olyan kisérletet,
amelyb8l a spontdn Nod és Fix mutdnsok megjelenése gya-
korisdga pontosan megdllapithatdé lett volna, de rendelke-
zliink olyan mutdnsokkal, amelyek azt bizonyitjdk, hogy a
nod - nif régié elvesztése nemcsak hékezelés hatdsdra
kdvetkezhet be. A GYS6l-es tOrzs '"fagyasztds'" utdn, az
AK1212? spontdn médon keletkezett delécidt hordoz ugyan-
ebben a régiéban /6. tablazat/. A ZB306, ZB310 Nod tdr-
zsekbdl, amelyeket a pJB4JI plazmiddal végzett mutagene-
zis utdn izoldltam, szintén hidnyzik a nif régié /dolgo-
zatban nem szerepld kisérleti eredmény/.

A nod - nif régidé instabilitdsdt lehet, hogy valamilyen
IS /inszerciés szekvencia/, vagy az IS elemekhez hasonld
Rhizobium szekvencia okozza. /A R.meliloti 2011-ben Ruvkun
és mtsai., 1982; olyan IS szekvencidt tudtak kimutatni,

amely nagy gyakorisdggal a nif génekbe épilil be./



A nod - nif régié instabilitdsa a ZB78 tdrzsben az AK631 vad
tipusu és kromoszémdlis /AK682, TF178/ vagy a pRmellb plazmi-
don Tn5 inszercidét hordozd /JA7/ szdrmazékokhoz képest fokozott
mértékil /3. tdblézat/. Ez a fokozott instabilitds a ZB78
tdrzsben valdészinilileg a Tn5 nod génekhez kdzeli DNS szakaszra
tértént beéplilésével magyardzhatdé. /A ZB78-bdl a Tn5 elvesz-

tése mindig Nod fenotipust eredményezett; 3. tdblézat/.

5. A Tn5-tel jeldlt szimbiotikus nitrogénkdtésben hibds mu-

tdnsok jellemzése

TnS-tel jeldlt szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutén-
sok izoldlasdra a Beringer és munkatdrsai /1978/ 4dltal eld4l-
litott pJB4JI plazmidot haszndltam.

Szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutdnsokat 0,4% /Fix /
és 0,1% /Nod / gyakorisdggal kaptam. A Nod mutdnsoknak a Fix
mutdnsokhoz képest alacsonyabb megjelenési gyakorisdga lehet,
hogy a Nod® revertansok ndvényi tesztben érvényesiild szelekci-
6s eldnyével magyardzhaté, aminek kdvetkeztében tdbb Nod mu-
tédnst is "elveszthettlnk". Ezért az eltérd mutdcids gyakori-
sdgokbdl ebben az esetben nem k&vetkeztethetlink a gliméképzésért
felelds gének szaméra.

A transzpozicidés mutagenezissel izoldlt mutdnsokban a Tnb
lokalizdldsat genetikai térképezéssel és hibridizdcids techni-
ka segitségével végeztiikk. A szimbidzis kialakitdsdban szerepet
Jédtszé gének elhelyezkedésére a TnS5 beépiilési helyébdl k&vet-
keztettink azokban a tdrzsekben, ahol a Tn5 és a mutégsiféno-

tipus k&zdtt kapcsoltsdgot tudtunk kimutatni /8. tébiéiat/.
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tdbldzat TnS inszercid lokalizdldsa szimbiotikus

nitrogénkdtésben hibds mutdnsokban

ban dolgozé Gursharan Randhawa végezte.

n.v. =

nem vizsgdlt

) Feno- f2n2¥§;32 Tn5 inszercié lokalizdlédsa Mu-fag
torzs tipus és a Tn§ Genetikai Hibridizéa- .
P kapcsoltsédga térképezéssel cidval szekvencia
ZB273* | Fix 100% nem kromoszémdlis | pRmellb -
ZB274 Fix 100% nem kromoszémdlis | pRmel4lb pPRmellb
E ZB276 Fix 100% n.v. n.v. kromoszdma
\ ZB277 Fix 100% nem kromoszémdlis | pRmel4lb -
\ZB278 Fix 100% n.v. pRme 41b -
7ZB313 Fix 100% cys-4b6-tal kapcsolt |kromoszdma -
ZB31lk Fix 0% n.v. pRmeklb PRmellb
ZB315 | Fix 0% n.v. kromos zéma -
ZB316 Fix 0% trp-15-tel kapcsolt |kromoszdma | kromoszdma
TF131 Fix 100% gly-1l-gyel kapcsolt [kromoszdédma |kromoszdma
JA7 Fix 0% n.v. pRmellb -
AK1282 | Fix 100% n.v. pRme41b
ZB306 | Nod~ 100% n.v. pPRmellb pRmek41b
ZB308 | Nod % n.v. kromoszéma | kromoszéma
ZB310 | Nod 0% n.v. pRme41b pRmellb
*A Fix mutdnsok genetikai vizsgdlatdt a munkacsoportunk-

0t mutdns esetében a Tn5 inszercid és a szimbiotikus

nitrogénk&tésben hibds fenotipus k&z8tt kapcsoltsdgot ki-

mutatni nem tudtunk. Ezek spontdn mutdnsoknak tekinthetdk,

a nod - nif régié instabilitdsdnak figyelembevételével va-

l6szinlileg ezek is a nod - nif régidéban delécidt hordozd

mutdnsok k&zé tartoznak.



A transzpozon beépililési helyére vonatkozdan a genetikai
térképezéssel és hibridizdcibds technikdval nyert adatok
megegyezést mutattak. A transzpozicids mutagenezissel
iz0ldlt szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutansok
vizsgdlata tovdbbi bizonyitékot szolgdltatott arra, hogy
. @ pRmedlb plazmidon nod és fix gének taldlhatdk, illetve
egyes kromoszdmdlis régiék szintén szerepet jdtszanak az
effektiv nitrogénkdtés kialakitdséban.

A Tn5-86s mutadnsok vizsgdlata sordn felfigyeltiink a
pJB4JI plazmid haszndlatdnak néhdany ﬁétrényéra is
1. A pJdBWJI plazmidbdl ardnylag nagy gyakorisdggal ke-

letkeznek delécids szdrmazékok. Ezek képesek fenn-
maradni a Rhizobiumban és igy a KmR—t mutatd transzkon-
jugdnsoknak kb.: 80%-a tartalmazza csak a Tn5-t a Rhi-
zobium genomba integrdlédva. /V. fejezet 2.2. pont/
2. A pJB4JI-bS1 nagy gyakorisdggal a TnS-tel egylitt
Mu fag DNS is beéplll a RhizobZum genomba /8. tdb-
lazat/.

Azok a fix::Tn5 mutdnsok, amelyekbe a Tnb-tel egylitt
Mu fd4g DNS szekvencia nem épllt be /ZB273, ZB277, ZB278,
ZB313, AK1282/ kiindulépontot Jjelenthetnek egyes fix gé-
nek részletesebb vizsgdlatdhoz. A Tn5 antibiotikum re-
zisztencidjdra szelektdlva pl.: in vivo is eld4dllithatdk
lesznek szimbiotikus géneket hordozé R68.45 szarmazékok.
Ezeket az R’-okat aztadn bevive kiil¥nbdz8 szimbiotikus nit-
rogénkdtésben hibds mutdnsokba,alkalmasak lesznek a mu-
tdnsok komplementdcids analizissel t8rténd csoportositd-
sdra, illetve a R.meliloti 41 szimbiotikus génjeinek més

Gram-negativ baktériumtdrzsekbe vald &tvitelére.



VII. OSSZEFOGLALAS

Munkéam célja szimbibdzis kialakitdsdért felelds gének
lokalizaldsa volt R.meliloti 41-ben. Eredmények
1. A R.meliloti 41-ben kimutattam egy eddig ismeretlen
300 Md-os /pRmel4lb/ plazmidot.
2. AR.meliloti 41 klénozott nif génjeivel végzett hib-
ridizdcidés kisérletekkel bizonyitottam, hogy a nif
strukturgéneket a pRmeldlb plazmid hordozza.
3. E&kezeléssel és transzpozicids mutagenezissel szim-
biotikus nitrogénk&tésben hibds mutdnsokat izoldltam.
4, Két hSkezeléssel elddllitott Nod mutdns genetikai
térképezésével megdllapitottam, hogy a mutdcid nem lo-
kalizdlhaté a kromoszdémdra. A mutdnsok egy részében nif
génekre is kiterjedd kildnbdzé méreti delécidt mutattam
ki a pRme4lb plazmidon és ezzel bizonyitottam, hogy a nif
géneken kivil nod gének is taldlhaték a pRmed4lb plazmidon.
5. A transzpozicidés mutagenezissel izoldalt szimbiotikus
nitrogénkdtésben hibds mutdnsokban a Tn5 beéplilési
helyét /pRmeud4lb, illetve kromoszdéma/ hibridizdcidval alla-
pitottam meg. A mutdnsok egy részében a Tn5-6t a pRmellb
plazmidon mutattam ki, ami tovédbbi bizonyitékot szolgdlta-

tott arra, hogy szdmos nod és fix gén a pRmel4lb plazmidon

taldlhato.

A hékezeléssel és a transzpozicids mutagenezissel el8dlli-
tott szimbiotikus nitrogénk&tésben hibds mutdnsok felhasznal-
haték a glim6képzésért és nitrogénkdtésért feleldSs gének to-

vdbbi, részletes genetikal és biokémiai vizsgélatédra is.
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