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I. BEVEZETÉS

A biológiai nitrogénkötés az a folyamat, amely során a 

levegő dinitrogénje élő szervezetek közreműködésével ammó­

niává redukálódik. A dinitrogén redukcióját egy enzimrend­

szer, a nitrogenáz-nitrogenáz reduktáz komplex végzi.

Nitrogén fixációra csak egyes prokarióta szervezetek ké­

pesek. Ezek a nitrogénkötés formája alapján alapvetően két 

tipusba sorolhatók: a szabadon élve nitrogénkötésre képes 

szervezetekre és a szimbiotikus nitrogénkötő organizmusokra.

A szimbiotikus nitrogénkötő mikroorganizmusok egyik cso­

portját a Rhizobiumok alkotják. Gazdanövényeik pillangós 

virágú növények. A baktérium által megkötött nitrogén egy­

részt közvetlenül a gazdanövény nitrogénutánpótlását bizto­

sítja, másrészt növeli a talaj nitrogéntartalmát. Ezért a 

nitrogénkötés folyamatának megismerése nemcsak elméleti, de 

gazdasági szempontból is igen jelentős.

Munkacsoportunk célja a R.metiloti és gazdanövénye, a lu­

cerna között kialakuló szimbiotikus nitrogénkötés folyamatá­

nak molekuláris szinten való megismerése. Ehhez korábbi kí­

sérleteinkkel létrehoztuk a R.metiloti vizsgálatára alkal­

mas genetikai rendszert. Jelenlegi kísérleteink elsősorban 

a szimbiózis kialakításáért felelős gének és azok szabályo­

zásának megismerésére irányulnak. Ennek a kisérletsorozat- 

nak egyik része a szimbiotikus nitrogénkötésért felelős 

gének lokalizálása.
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II . IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. A Rhizobiumők genetikai vizsgálata

A baktériumok genetikai vizsgálatához szükség van nagy­

számú mutáns előállitására és génátviteli rendszer kidol­

gozására .

Mutagenezis 

1.1.1. Kémiai mutagenezis

1.1.

Rhizobiumoknál hatásos mutagénnek bizonyult vegyületek: 

az etil-metán-szulfonát, salétromossav, nitrozoguanidin

/NTG/. Ezekkel számos Rhizobium fajban állitottak elő 

auxotróf /Meade és mtsai., 1977; Kondorosi és mtsai., 

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

kötésben hibás mutánsokat /Maier és Brill, 1976. - R.ja-

ponicumból-, Beringer és mtsai., 1977. - R. le gumino sarum­

ból', Forrai és mtsai., 1982. R.melilotihól/.

1.1.2. Transzpoziciós mutagenezis

Előnye: a transzpozonok antibiotikum rezisztenciájuk 

által közvetlenül szelektálható fenotipusu markerekkel 

jelölik meg a gént, amelybe beépülnek. Fizikai módszerek­

kel /restrikciós enzimekkel történő térképezéssel, hibri­

dizációval, heteroduplex analízissel/ is felismerhetők. 

Ezáltal hagyományos genetikai technikákkal nem térképez­

hető gének lokalizálását is lehetővé teszik.
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A transzpoziciós mutagenezis módjai Rhizob г um okban: 

"Suicide" plazmidok használata. A transzpozon bevi­

tele egy olyan vektorplazmiddal történik, amely nem 

képes fennmaradni a recipiensben. A genomba inszertáló- 

dott transzpozont hordozó mutánsok a transzpozon antibi­

otikum rezisztenciájára szelektálva közvetlenül izolál­

hatok /Boucher és mtsai., 1977; Van Vliet és mtsai., 

1978; Beringer és mtsai., 1978/.

A pJB4JI plazmid /Beringer és mtsai., 1978/ a pPHIJI 

plazmid Mu fágot és Tn5 transzpozont hordozó származéka. 

A Mu fág DNS jelenléte miatt a plazmid alkalmas a Rhizo- 

Ъгитok mutagenezisére, mind auxotróf /R.leguminosarum, 

R.tvifol-L-L, R.-phaseol-L az auxotróf megjelenési gyakori­

sága: 0,5%/, mind szimbiózisban hibás mutánsok előállí­

tására /Pl.: R.meliloti 2011-ből Long és mtsai 

1981; R.meliloti 41-bői Forrai és mtsai., 1982/.

1.

• )

Helyspecifikus mutagenezis. Egy-egy már izolált gén­

szakasz részletes genetikai vizsgálatát teszi lehető­

vé. Fő lépései a következők :

1. Megfelelő vektor DNS-be klónozott Rhizobium DNS frag­

ment transzpoziciós mutagenezise.

2. A mutagenizált plazmid bevitele Rhizobiumha..

3. A mutagenizált régió beépülése a genomba homológ re­

kombinációval, ami hibás gén-funkciót, azaz mutáns 

fenotipust eredményez /Ruvkun és Ausubel, 1981/.

2 .
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1.1.3. Plazmideliminálás

A Rh-Lzobiumok a kromoszómális DNS-en kívül cirkuláris

DNS formájában endogén plazmidot, illetve plazmidokat is 

hordoznak /lásd: II.3. sz. fejezet/. Ezért az általuk kó­

dolt funkciókban hibás fenotipusu mutánsok plazmidelimi-

nálási módszerekkel is előállithatók.

Hőkezeléssel a R+trifoliibó 1 a baktérium log. fázisig 

felnövesztett folyadék tenyészetének a számá­

ra magas, 35°C-on való tartásával, törzstől függően vál­

tozó, 1-75%-os gyakorisággal gümőképzésben hibás, Nőd 

mutánsok izolálhatok /Zurkowski és Lorkiewicz, 1978/.

Munkacsoportunk korábbi kísérletei bizonyították, hogy 

hőkezeléssel a különböző R plazmidok /R68.45, RP4, RP41/ 

30-90%-os gyakorisággal törölhetők az R.meliloti 41-bői. 

Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás, elsősorban Nőd 

mutánsok izolálására is végeztünk hő.kezeléses kísérlete­

ket. Ennek eredményeként kaptunk néhány olyan, a vad tí­

pustól eltérő, nyálkás és transzlucens fenotipusu bakté­

rium telepet, amelyek elvesztették gümőkötő képességüket.

Génátvitel_konjugációval 

A Rhizobiumokban a génátvitel mindhárom formája, 

transzformáció, transzdukció, konjugáció, ismert. Ezek 

közül a genetikai térkép készítésére a konjugációs rend­

szer bizonyult a legalkalmasabbnak.

1.2.

1.2.1. Kromoszóma mobilizáció, R68.45

Kromoszómális gének konjugációs té
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ma mobilizációra képes /Cma+/ plazmid szükséges.

A Rhizobiumok kromoszómájának térképezésére legálta­

lánosabban használt plazmid a Haas és Holloway /1976/ 

által izolált R68.45. A széles gazdaspecifitásu plazmid 

a Pseudomonas aeruginosa РАО törzséből származik, Cma+ 

tulajdonságát az inszerciós /IS/ elemekhez hasonló szer­

kezetű /Leemans és mtsai., 1980/ 1,2 Md-nyi extra-DNS

szakasz biztosítja /Jacob és mtsai., 1977/. A plazmid a
-3 -5kromoszóma szinte bármely pontjáról képes 10 - 10

gyakorisággal transzfert inditani, nagy génszakaszok át­

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

és ezáltal aránylag gyors térképezést tesz lehetővé.

1.2.2. A R.meliloti 41 kromoszóma térképének megszerkesz-

tése

Az R68.45 plazmid segítségével készítette el munka­

csoportunk a R.meliloti 41 kromoszómájának kör alakú ge­

netikai térképét /Kondorosi és mtsai., 1977/.

A térképezésnél többszörösen auxotróf recipienseket 

használtunk. Egy marker átvitelére szelektáltunk, majd 

megállapítottuk a nem szelektált fenotipusu marker/ek/ 

átjutási gyakoriságát, azaz kapcsoltságát a szelektált 

markerhez. Két gén távolságát /d/ a Wu /1966/ által a 

transzdukáló fágokra leirt képlet módosításával a
3

1 - /с alapján számítottuk a kisérletileg meghatáro­

zott kapcsoltsági /с/ értékekből. Az igy elkészített 

R.meliloti 41 kromoszóma térképünk jelenleg 44 auxotrófia 

és antibiotikum rezisztencia markert tartalmaz /1. ábra/.

d
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1. ábra A R.те1гloti 41 kromoszóma térképe

fix -5
{i X - 6 
fix - 8

cys- 46 
cy& -ДО str-4

noot- <nov - Д

'Ифкм
у pur * 49

pu.r-168, pur-15 
«wD - 2 4 0

рлг - 3
7
'«! 

hatt -8 
* pur - 6

ъсыС - 494
lr,ar&-<S[

lt.rp-15]

>r>et -13
чГ PHr-í3 , pyr-2., f>4r- 4 

met- 33 
' <xrq- <
1 p h •• 15^

■tyr - 4

SPu.- -In 1S - no
hi’s - Z. 

wis - 4Tmet-Z I
met-ЗИ met-168____.leu. -6,'trp - 168 trp-6

[Ceu-ii[lea-<i|i

0,5 d

A kromoszómára nem lokalizálható mutációkat egy külön

körben tüntettem fel.

A markerek közti távolság "d" értékben van kifejezve.

A gyorstérképezéshez használt markereket bekeretezéssel

jelöltem.
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1.2.3. Győrstérképezési módszer közvetlenül nem szelek­

tálható fenotipusu mutációk térképezésére

A szimbiotikus nitrogénkötésben hibás fenotipust ered­

ményező mutációk közvetlenül nem szelektálható fenotipusu 

markereket jelentenek. Lokalizálásukra egy speciális, 

gyorstérképezésre alkalmas módszert dolgoztunk ki. Ehhez 

először egy egymással kapcsoltságot mutató auxotrófia mar­

kerekből álló recipiens sorozatot állítottunk elő /lásd:

1. ábra/. Az R68.45 plazmáddal a térképezendő mutáns tel­

jes kromoszómáját prototróf rekombinánsokra szelektálva 8 

fragment formájában visszük át a recipiensekbe. Az igy i- 

zolált rekombinánsok utólagos vizsgálatával állapítjuk meg, 

melyik rekombináns kategóriában jelenik meg a térképezen­

dő mutáns fenotipus /Vincze, 1981/.

Mivel a R.melilobiban a többszörös crossing overek gya­

korisága alacsony, a módszer megbízható eredményt ad, mint 

ahogy ezt az ismert térképhelyzetü mutációk /pur-1, pyr-24, 

his-1, 5FU-1/ vizsgálata is bizonyította /Vincze, 1981/.

A gyorstérképezési módszer segítségével 4 NTG mutage- 

nezissel és 3 Tn5 transzpozicióval izolált Fix mutánsról 

megállapítottuk, hogy közülük kettőben a mutáció helye a 

pur-15 - str-1 régióban, másik kettőben a leu-4 - gly-1,

illetve a leu-4 - trp-15 markerek között található, mig a

többi három mutánsban nem lokalizálható a kromoszómára. A

megvizsgált egy nőd mutáció szintén nem térképeződött 

a kromoszómára. A gyorstérképezéssel kapott eredmények te­

hát egyes fix és nőd gének extrakromoszómális elhelyezkedé­

sére utaltak /Forrai és mtsai., 1982/ /1. ábra/.
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1.2.4. Különböző Rhizobium törzsek közti homológja

Jelenleg négy Rhizobium törzs kromoszóma térképe is­

mert. A R.meliloti 41-en kivül a R.meliloti GR4-é /Casa-

desus és Olivares, 1979/, a R.teguminosarum 300-é /Berin- 

ger és mtsai., 1978/, ugyancsak az R68.45, mig a R.meli­

loti 2011-é /Meade és Signer, 1977/ az RP4 plazmid se­

gítségével készült.

Interspecifikus keresztezésekkel megállapítható volt, 

hogy a R.leguminosarum, R.trifolii és R.phaseoli törzsek 

között fajon belüli értékekhez hasonló gyakorisággal 

nyerhetők haploid rekombinánsok, tehát ezek kromoszómái 

közel homológnak tekinthetők /Johnston és Beringer, 1977/.

A R.meliloti és R.leguminosarum esetében igen alacsony 

gyakorisággal és csak egyes kromoszómális régiókban /pl.: 

str-1 - rif-1/ izolálhatok haploid rekombinánsok /Johnston 

és mtsai., 1978/. A két kromoszóma térkép összehasonlítása 

alapján azonban a génelrendeződés szempontjából ezek a tör­

zsek is nagyfokú hasonlóságot mutatnak /Kondorosi és 

mtsai., 1980/ .

A nitrogénkötésben szerepet játszó gének2 .

2.1. A_szimbiózis_kialakitásáért_felelős_gének

A szimbiózis kialakulása a növény és baktérium által 

egyaránt meghatározott, bonyolult, több lépéses folyamat.

Az egyes Rhizobium törzsek csak meghatározott növényfa­

jokkal képesek szimbiózisos kapcsolat kialakítására. A 

gazdaspecifitás jelenségének magyarázatában a növényi lek-
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tineknek /glikoproteinek/ és a baktérium felületén lévő 

speciális szénhidrát struktúráknak /receptoroknak/ tu­

lajdonítanak nagy jelentőséget, amelyek az antigén-anti­

testhez hasonlóan felismerik egymást és nem kovalens, 

reverzibilis kötődéssel egymáshoz kapcsolódnak. Ez a 

kapcsolat a szimbiózis kialakulásának feltétele és egy­

ben egyik kezdeti lépése is /Bhuvaneswari és mtsai.,

1977; Bhuvaneswari és Bauer, 1978/.

A gyökér közelében elszaporodott és a gyökér felületé­

hez kötődött baktériumok hatására a hajszálgyökerek el­

ágazódnak, meggörbülnek, kialakul az infekciós fonál, 

megindul a gümő képzédése és differenciációja. A bakté­

riumok kiszabadulva az infekciós fonálból átalakulnak

bakteroidokká. A nitrogén ammóniává történő redukálása

a bakteroidokban történik.

A szimbiózis kialakulása tehát egy több lépésből álló 

folyamat, az ebben résztvevő gének azonban alapvetően' 

két csoportba sorolhatók : a gümőképzésben /noduláció/ 

és a nitrogénkötésben /fixáció/ szerepet játszó génekre.

2.2. A_nitrogenáz

A nitrogenáz a nitrogén ammóniává redukálását kata­

lizáló enzim. A nitrogenáz enzim szintéziséhez szükséges 

információt a baktériumok hordozzák.

A különböző mikroorganizmusokból izolált nitrogenáz 

enzimek igen nagy szerkezeti hasonlóságot mutatnak /Eady 

és Postgate, 1974/.
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A szabadon élve nitrogénkötésre képes baktériumok 

/pl.: Klebsiella pneumoniae3 Clostridium pasteurianum,

Azotobacter vinelandii/ nitrogenáz enzime két fő kompo- 

nemsből áll. Az I-es komponens négy alegysége /a/

2 Mo-t és 28-34 nem hem vasat tartalmaz, 200-250 ezer

molekulasulyu, ez végzi a N2 redukcióját. A Il-es kompo­

nens két monomerből épül fel /a / 4 Fe atomot tartalmaz, 

55-65 ezer molekulasulyu. Ez szolgáltatja az I-es kom­

ponens működéséhez szükséges elektronokat /nitrogenáz

Kennedy és mtsai.,/Eady és Postgate, 1974;reduktáz/

1976/ .

Az enzim működéséhez ATP, redukáló kapacitás /e /, és 

alacsony oxigén szint szükséges. A nitrogenáz hidrogén­

fejlődést is katalizál /Fisher és Brill, 1969/. A hidro­

gén fejlődéshez elhasznált elektronok reciklizálására 

képes enzim az "uptake" hidrogenáz./Dixon, 1972/. A hid- 

rogenáz működése fokozza a nitrogénkötés effektivitását

/Shubert és Evans, 1976/.

2.3. A_nif_gének_szerkezete_és_klónozása

A nitrogenáz enzim szintéziséért felelős gének a nif

gének.

A szabadon élve nitrogénkötésre képes К.pneumoniae- 

ban a nif gének a kromoszómára, a hisztidin bioszintézi­

sében szerepet játszó génszakaszhoz lokalizálhatok 

/Streicher és mtsai., 1972/.

A nif gének átvitele K.pneumoniaeból E.coliЬал 

Salmonellaba. konjugativ plazmidok segítségével történt.
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Az igy átvitt nif gének az eredetileg nem nitrogénkötő 

baktériumokban is funkcióképes enzimet eredményeztek 

/Dixon és Postgate, 1972; Postgate és Krisnapillai,

1977/. A konjugativ nif plazmidok közül kiemelt jelen­

tősége van a pRDl-nek /Dixon és mtsai., 1976/, amely a 

teljes his-nif régiót széles gazdaspecifitásu vektoron 

hordozza és ezáltal lehetővé teszi ennek a géncsoport­

nak bevitelét szinte bármelyik Gram-negativ baktériumba.

A nif régiónak, illetve egyes szakaszainak génsebé­

szeti technikákkal történő átvitele amplifikálható kis 

molekulasulyu klónozó vektorokba /Cannon és mtsai., 1977; 

1979; Riedel és mtsai., 1979/ lehetőséget adott a nif ré­

gió részletes fizikai térképezésére, helyspecifikus mu- 

tagenezisére, a pontos génsorrend, a transzkripciós egy­

ségek, a nif expresszió szabályozásának megállapítására.

Ezáltal vált ismertté, hogy а К.pneumoniae nif régió­

ja 24 kb-nyi folytonos DNS szakasz, amelyen belül 7 transz­

kripciós egység és 17 gén különíthető el /MacNeil és 

mtsai., 1978; ManNeil és Brill, 1980/. Ezek közül a nitro- 

genáz enzim I. komponensének strukturgénjei a nifKD, a 

II. . komponensé a nifH /2. ábra/. A Strukturgéneket hor­

dozó pACYC184 származék a pSA30 plazmid, amelyet Cannon 

és munkatársai /1979/ állítottak elő.
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A К.pneumoniae nifD és H génjei DNS-DNS hibridizáció­

val homológiát mutatnak más nitrogénkötő mikroorganizmu­

sok, köztük a Rhizobiumdk nif génjeivel /Ruvkun és 

Ausubel, 1980/. Ez a felismerés adta meg a lehetőséget 

az egyébként csak szimbiózis során megnyilvánuló és igy 

klasszikus genetikai módszerekkel nehezen tanulmányoz­

ható Rhizobium nif gének génsebészeti technikákkal tör­

ténő lokalizálására és klónozására.

A R.meliloti 2011 nif régiójának 6 EcoRI fragmentjét 

hordozó plazmidot, a pRmRl-et, majd ennek származékait 

a K.pneumoniae nifDH génjeivel homológ 3,9 kb-nyi 

/pRmR2/ és az evvel szomszédos 5 kb-os DNS szakaszt hor­

dozó pRmR3-at Ruvkun és Ausubel /1980/ állították elő.

A R.meliloti 41-bői a klónozást Koncz Csaba végezte 

úgy, hogy a R.meliloti 41 extrakromoszómális DNS-ének 

részleges emésztéséből származó PstI fragmenteket épí­

tett be a pHC79-es cosmid vektorba. 410 rekombináns klón 

közül kettő mutatott hibridizációt a pSA30 plazmiddal. 

Ezek közül a további kísérletekhez a pKJ243 jelüt hasz­

náltuk. Vehary Sakanyan megállapította, hogy a pKJ243- 

nak csak egy 4,8 kb-nyi PstI fragmentje tartalmazza a 

K.pneumoniaeva.1 homológ nif régiót. A Rhizobium nif 

génjeinek részletes vizsgálatához ezért ezt a szakaszt 

újra klónoztuk egy másik vektor DNS-be, a pBR322-be 

/Dusha Ilona/ . Ennek eredményeként kaptuk a plDl-es 

plazmidot, amelyről Kiss Antal a pSA30-ból származó 

szubfragmentekkel hibridizáltatva kimutatta, hogy egy 

~ 0,7 kb-nyi szakasza a K.pneumoniae nifH, és egy
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~ 2 kb-nyi pedig a nifD génjével homológ /3. ábra/. Az 

igy előállított pKJ243 és pIDl plazmidokat használtam 

a dolgozatban szereplő kísérletekhez is.

A R.meliloti 41 nif régiója /Bánfalvi és 

mtsai . , 1981/
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3. Rhizobium plazmidok

A RhizobiumoY genetikai információjának 5-20%-át plaz­

midok hordozzák. A plazmidok száma és mérete a különböző 

Rhizobiumfajokban, sőt még ugyanazon faj geográfiailag 

eltérő helyről származó variánsaiban, törzseiben is elté­

rő /1. táblázat/.

1. táblázat Néhány gyorsan növő Rhizobium törzsben kimu-
1980;tatható endogén plazmidok /Prakash és mtsai 

1981; Rosenberg és mtsai., 1981; adatai alapján/
• 5

Plazmid 

mérete /Md/Plazmid neveTörzs

pRZelOOla 150R. leguminosarum 1001
> 250b

100pRle 300a300
165b
205c

R.trifolii 5 > 180 
> 300

pRtr 5a
b

> 250pRtr04030403

R.phaseoli 3622 pRph36 2 2a 100
> 250b

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

pRmeV 7 a 160V7
> 300b

pRmeRfaRf22 90
120b

> 300c

> 300pRmeRCR2011RCR2011

A Rhizobium plazmidok által hordozott genetikai informá­

ciók közül csak néhány és ez is elsősorban a R.leguminosarum

törzsek esetében ismert. Ezek a következők :



16

1. Bakteriocin termelés. A R. leguminosarum törzsekben

Hirsch /1979/ transzferábilis, közepes szintű bak­

teriocin termelésre képes plazmidokat mutatott ki 

/pRLIJI, pRL3JI, pRL4JI/. A különböző plazmidok által 

termelt bakteriocinok hasonlóak, DNS szekvenciájuknak 

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

Alacsony szintű bakteriocin termelés represszálása.2 .

A R.leguminosarum 300 alacsony szintű bakteriocin

termelésére képes. A pRLIJI, pRL3JI, pRL5JI plazmidok

átvihetők ebbe a törzsbe, közepes bakteriocin termelő 

képességük megnyilvánul, mig a törzs saját bakteriocin 

termelésének gátlását idézik elő /Johnston és mtsai.,

1978/ .

3. Gümőképzés. A R.leguminosarum A171 törzs legkisebb 

plazmidjának eliminálása együttjárt a törzs nodu- 

lációs képességének elvesztésével /Casse és mtsai., 

1979/, akárcsak a R.trifolii esetében, ahol a hőkezelés, 

mint plazmidkurálási eljárás nagy százalékban Nőd mu­

tánsokat eredményezett /Zurkowski és Lorkiewicz, 1978/.

A gümőképzés a R.leguminosarum esetében más R.legumino­

sarum törzsből származó plazmidok, pl.: a pRLIJI bevite­

lével helyreállítható /Johnston és mtsai., 1978/.
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4. Gazdaspecifitást meghatározó gének. A R.leguminosarum

plazmidok átvihetők más Rhizobium törzsekbe•is . A 

R. leguminosarum plazmidot hordozó R.trifolii és R.pha- 

seoli transzkonjugánsok eredeti gazdanövényükön kivül a 

borsón is gümőt képeznek, ami arra utal, hogy számos no- 

dulációért felelős gén mellett a gazdaspecifitást megha­

tározó gének is plazmidon találhatók /Johnston és mtsai.,

1978/ .

Nitrogénkötés. A R .le gumino sarum 248-Ъа.п a pRLIJI, a 

300-as törzsben pedig a 205 Md-os plazmidra lokalizál­

hatok a nőd géneken kivül fix gének is. Erre utal többek

5 .

között az a kisérleti eredmény is, hogy a 300-as törzs e- 

gyik deléciós Nőd mutánsában a pRLIJI plazmid egyes muta- 

genizált származékainak bevitele után Fix transzkonjugán- 

sokat lehetett kimutatni /Buchanan-Wollaston és mtsai., 

1980/. A K.pneumoniae nifKDH génjeivel végzett hibridizá­

ciós kisérlet alapján a R.leguminosarumban a nitrogenáz 

enzim strukturgénjeit kódoló DNS szakasz plazmidon talál­

ható /Nuti és mtsai., 1979/.

Prakash és munkatársai /1980/ több Rhizobium törzs plazmid 

DNS-ét ugyancsak а К.pneumoniae nif strukturgénjeivel hib- 

ridizáltatva nif géneket a pRlelOOla, pRph3622b, pRtr5a és 

a pRtr0403 plazmidokon /1. táblázat/ találtak.

A R.meliloti 2011-ben és az Ь5-30-Ъап a nif gének a törzs

> 300 Md-os plazmidjára lokalizálhatok /Rosenberg és mtsai., 

1981/, akárcsak a többi 16 R.meliloti törzsben, ahol hasonló

méretű plazmidot lehetett kimutatni. Mivel az L5-30-as törzs
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spontán Nod mutánsaiban a nifDH gének is elvesztek, fel­

tételezhetően ezek a plazmidok még más, a szimbiózis ki­

alakításában szerepet játszó géncsoportokat is hordoznak. 

Erre utal a plazmidok legújabb közös elnevezése is :

"Sym-plazmidok" /pSym/.

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

midvesztés hatására megváltozik a telepek morfológiá­

ja /Prakash és mtsai ., 1980/.

Pigment termelés . R.phaseoliban a pigment termelés 

és a nodulációs képesség azonos plazmidra lokalizál­

ható /Beynon és mtsai., 1980/.

7 .

Transzfer képesség. A R.leguminosarum plazmidok ge­

netikai vizsgálatát nagyban elősegítette transzferké­

pességük felismerése. A pRL plazmidok konjugativak, de
_ о _ g

változó transzfergyakoriságot mutatnak /10 - 10 /,

/Hirsch, 1979; Brewin és mtsai., 1980/.

8 .

A R.melilot'L törzsek esetében csak a R .meliloti GKh

és 11 törzsek esetében ismert, hogy tartalmaznak konj.u- 

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

Inkompatibilitás. A pRL plazmidok azonos inkompatibi­

litási csoportba tartoznak /Brewin és mtsai., 1980/, 

de eltérőek pl.: a 300-as törzs plazmidjaitól és más 

Rhizobium fajokétól.

9 .
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III. CÉLKITŰZÉS

A szimbiózis kialakításáért felelős gének genetikai 

vizsgálatának egyik lépése a gének lokalizálása a bak­

tériumban .

Múnkacsoportunknak a R.meliloti 41 Fix és Nőd 

pontmutánsaival végzett korábbi genetikai térképezési

eredményei egyes fix és nőd gének extrakromoszómális

fejezet,II.elhelyezkedésére utaltak /lásd:

pontja/. Mivel kimutattuk, hogy a R.meliloti 411.2.3.

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

feltételezhettük, hogy egyikük, vagy esetleg mindegyi­

kük hordoz szimbiózisban szerepet játszó géneket.

Ezt a feltételezést a következő kísérletekkel akartam

igazolni :

A nif gének lokalizálása DNS - DNS hibridizációs 

kísérletekkel a klónozott R.meliloti. 41 nif gének 

segítségével.

Plazmid törlésre alkalmas eljárással /hőkezeléssel/ 

szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izolá­

lása. A mutáció helyének lokalizálása, összefüggés ke­

resése a mutáns fenotipus és a R.meliloti 41 valamelyik 

endogén plazmidjának elvesztése között.

Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izolá­

lása transzpoziciós mutagenezissel. A transzpozon 

beépülési helyének lokalizálása DNS - DNS hibridizációs 

kísérletekkel.

1.

2 .

3 .
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IV . ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

1. A dolgozatban szereplő genetikai markerek

1.1. Auxotrófia markerek

phe - fenilalaninarg - arginin

pro - prolin 

pur - purin 

pyr - pirimidin

cis zteincys

glt - glutaminsav

gly - glicin

trp - triptofá.nhis - hisztidin

tirozinleucinleu tyr

met - metionin

1.2. Antibiotikum rezisztencia markerek

Plazmid markerek :Kromoszómális markerek :

Ap - ampicillinnovobiocinnov

Cb - karbenicillinrif - rifampicin 

str - streptomicin Gm - gentamicin

Km - kanamicin5-fluorо-uracil5FU

Sm - streptomicin

Te - tetraciklin

1.3. Egyéb markerek_és_röviditések

- а Е.теЪгЪоЫ 41 16-3 fágjának kötődési 
helye

- kromoszóma mobilizációs képesség

- nitrogénkötésért felelős gének

- a nitrát reduktáz enzim szintéziséért 
felelős gének

- a nitrogenáz enzim szintéziséért felelős 
gének

- gümőképzésért felelős gének

att16-3

cma

fix

nar

nif

nőd
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2. Baktérium törzsek és plazmidok

2.1. Baktérium törzsek

R.meliloti 41 törzsek

TÖRZS JELLEMZÉS

narB-15 pur-15 rif-8AK352

his-210 leu-4 str-3AK551

R.meliloti 41 vad tipus /kompakt telep mor­
fológia/

AK6 31

AK631 hőkezeléséből származó Nőd mutánsokAK62 7 ,AK63 5 ,AK6 41,AK64 2

AK684 trp-20::Tn5AK6 8 2
RAK631 StrAK684
RAK631 RifAK704

AK631 nifH::Tn5 /pPHIJI/AKI 28 2

gent-2 narB-15 trp-15EV88

his-1 5FU-1 /R68.45/EV112

cys-46 rif-3EV119

cys-46 phe-15 str-3EV 171

gly-1 pur-4 trp-15 str-3 /R68.45/EV 180

EV 181 gly-1 leu-4 str-3

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

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

EV 184

EV 19 7

AK631 "fagyasztás" után izolált Nőd mutánsaGY561

AK684 NTG kezelés után izolált Nőd mutánsaGY8 3 2

AK631 Tn5-mutagenezis után izolált Fix 
/fix-4/ mutánsa

JA 7

AK684 fix-2::Tn5TF178

ZB72,ZB73,ZB74,ZB75,ZB76 
ZB79,ZB83,ZB84,ZB85 AK631::Tn5 /Tn5 beépülési helye ismeretlen/
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ЯZB78 hőkezeléséből származó Nőd , Km 
mutáns

ZB73 hőkezeléséből származó Nőd mutáns

ZB121

ZB125

ZB75 hőkezeléséből származó Nőd mutáns
_ sZB78 hőkezeléséből származó Nőd , Km 

mutánsok

ZB126

ZB135,ZB138

ZB78 hőkezeléséből származó Nőd mutáns

ZB84 hőkezeléséből származó Nőd , Km^ 
mutáns

ZB139

ZB147

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

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

ZB72-85 törzseket tartalmazó populáció 
hőkezeléséből származó Nod",Kms mutánsok

ZB157,ZB15 8,ZB159

ZB273,ZB274,ZB276, 
ZB277,ZB278,ZB313, 
ZB314,ZB315,ZB316

AK631 Tn5-mutagenezis után izolált Fix 
mutánsai

AK631 Tn5-mutagenezis után izolált Nőd 
mutánsai

ZB306,ZB308,ZB310

Az AK-val jelölt törzsek Kondorosi Adám, az EV-vel 

Vincze Éva, a GY-nal Kiss György, a JA-val Jacek Plazinski, 

a TF-fel Forrai Tamás törzsgyüjteményéből származnak. A 

ZB-vel jelölt törzseket az V. fejezetben szereplő kísérle­

tekkel izoláltam.

TÖRZS SZÁRMAZÁSJELLEMZÉS

1A-113 R.meliloti 102F51 Nőd mutánsa W. Leps

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

6015 Johnston és mtsai., 
/1978/

AK1103 6015 /pJB5JI/

/Ä4
,(&' % % 
l'v d 4Q. a

StП
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E.coli törzsek:

TÖRZS JELLEMZÉS

NF859 /pJB4JI/ 

HB101 RifR /pGY.l/

AK687

GY611

hsdS hsdM pro leu thi gal lacY recA str 

argA metB relX+ r>elA+

EB101

NF859

HB101 /pJB3JI/ZB189

2.2. Plazmidok

PLAZMID JELLEMZÉS SZÁRMAZÁS

R Cma+ Inc-Pl 

CbR KmS TcR Cma+ Inc-Pl

R R Haas és Holloway /1976/R68.45 Cb Km. Te

Brewin és mtsai.,/1980/pJB3JI
R RpJB4JI Beringer és mtsai., 

/1978/
Gm Sm ::Mu::Tn5

a R. le gumin о sav urn nod, fix 
géneket és Tn5 transzpozont 
hordozó pRLl-es plazmidja

ApR TcR

ApR TcR

Johnston és mtsai., /1978/pJB5JI

Bolivar és mtsai., /1972/pBR3 22

Hohn és Collins /1980/pHC79

a pHC79 R.meliloti 41 nif 
strukturgéneket hordozó 
származéka

Bánfalvi és mtsai., /1981/pKJ 24 3

a pBR322 R.meliloti 41 nif 
strukturgéneket hordozó 
s zármazéka

Bánfalvi és mtsai., /1981/pIDl

Az R68.45 cys-24-attifi-ч 
R.meliloti 41 kromoszómális 
régiót hordozó származéka

pGYl Kiss és mtsai., /1980/

pHM5 Meade és mtsai.,/1982/pJC307::Tn5
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3. Táptalajok és higitók

3.1. Táptalajok

Komplett tápfolyadékok és táptalajok :

a R.meliloti és E.coli törzsek növeszté­
sére használt élesztőkivonatot és trip- 
tont tartalmazó tápfolyadék /Orosz és 
mtsai . , 1973/

YTB + 2% Bacto Agár /Difco/

a R. legum-inosarum törzsek növesztésére 
használt élesztőkivonatot és triptont 
tartalmazó tápfolyadék, illetve táptalaj 
/Beringer, 1974/.

YTB

YTA

TY

Minimál tápfolyadékok és táptalajok :

NH^Cl-dal, glükózzal és Na-szukcináttal 
kiegészítve a R.meliloti és E.coli tör­
zsek növesztésére használt minimál táp­
folyadék, illetve 2% agarral kiegészít­
ve táptalaj /Kiss és mtsai., 1979/.

GTS + fumársav és'NaNo^; a nitrátot, 
mint egyedüli nitrogén forrást nem 
hasznosító mutánsok tesztelésére hasz­
nált táptalaj /Kiss és mtsai., 1979/.

nitrogén mentes tápfolyadék /Cannon 
és mtsai., 1974/

GTS /alap/

F№3

NFDM

A táptalajok kiegészítése i

A minimál táptalajokat a törzsek auxotróf mutációinak 

megfelelően 50 yg/ml aminósavval, illetve 25 yg/ml purin 

vagy pirimidin bázissal egészitettem ki.
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A R.melbloti törzsek esetén használt antibiotikum koncent­

rációk :

- 200 yg/ml

- 250 yg/ml 

15 yg/ml

5 yg/ml

Az Е.соЪг törzsek esetén használt antibiotikum koncent-

kanamicin

streptomicin

tetraciklin

5-fluoro-uracil

rációk :

kanamicin 30 yg/ml

15 yg/mltetraciklin

Növényi táptalaj :

ásványi sókat és nyomelemeket tartalmazó 

nitrogén mentes táptalaj, 1,2% agarral 

/Gibson és Nutman, 1960/.

Gibson

3.2. A_baktériumok_higitására_használt_folyadék 

Fiziológiás sóoldat /0,9% NaCl/

4. A baktériumok szaporítása és eltartása

A R .melilot-í törzseket levegőztetéssel, 34°C-on, a 

R. leguminosarum törzseket 30°C-on, az Е.соЪг-'t 37°C-on 

növesztettem.

A törzseket 20 : 80 arányú glicerin : komplett tápfo­

lyadék elegyben -20°C-on tartottam fenn.



26

5. A mutánsok előállítása

5.1. Hőkezelés

A hőkezelést Zurkowski és Lorkiewicz /1978/ által le­

irt módszer módosításával végeztem.
7

A hőkezeléshez a R.meliloti 41 törzseket 5 x 10
8 sejt/ml-ig komplett tápfolyadékban /YTB/ leve­

gőztetéssel növesztettem, majd 10-14 napig 39,5 - 40°C-on 

tartottam, a levegőztetést /rázatást/ 2 x 5’-re csökken-

1 x 10

tettem.

5.2. Transzpoziciós_mutagenezis

A transzpoziciós mutagenezishez a pJB4JI plazmidot 

/Beringer és mtsai., 1978/ használtam.

A R.meliloti 41 Tn5 transzpozont hordozó származékait 

az AK687 x R.meliloti 41 keresztezés. /30°С-оп/ elvégzése 

után a Tn5 R.теlilotib&n megnyilvánuló Km és Sm rezisz­

tenciájára /Nagy Anikó, 1981/ szelektálva GTSKmSm 

zen izoláltam. A "testvér"-telepek megjelenésének elkerü­

lésére rövid ideig tartó keresztezéket /6, illetve 12 h/

leme-

has ználtam.

A szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izolá- 

lásához a prototróf Km Sm baktérium telepeket kétszer 

komplett /YTA/, majd szelektiv lemezen /GTSKmSm/ 1 te­

lepre tisztítottam. Mindegyik teleppel külön-külön 1-1 

két lucerna növényt tartalmazó csövet fertőztem. Az első 

növényi teszt elvégzése után kapott Nőd és Fix 

kát egy második 5 párhuzamosban végzett növényi teszttel

mutánso-



27

ellenőriztem.

6. Konjugáció, genetikai térképezés

6.1. Konjugáció

A keresztezéseket a donor és recipiens 5 x 10 

9- 1 x 10 sejt/ml folyadék tenyészetének 1 : 

verékével szilárd komplett táptalajon /YTB/ 34°C-on éj­

szakán át végeztem /kivéve a R.leguminosarum és R.meli- 

loti 41 közti keresztezéket, ahol TY táptalajt és 30°C 

hőmérsékletet használtam/.

8

1 arányú ke-

A keresztezés után a baktériumot fiziológiás sóoldat­

ban felszuszpendáltam és a megfelelő higitásban szelek- 

tiv lemezekre szélesztettem /Kondoros! és mtsai., 1977/.

6.2. A_Nod__mutációk_gyorstérképezése 

Donor törzs előállítása:

mutánsokba az R68.45 plazmidot az EV112 /his-1, 

5FU-1, R68.45/ törzsből az 5FUR átvitelére szelektálva

A Nőd

vittem be. Mivel az 5FU-J. és a his-1 markerek 50%-os

az 5FUR rekombinánsok GTS éskapcsoltságot mutatnak,

GTShis lemezre történő csíkozása után olyan uj donor tör-

amelyek az 5FUR-án kivül a his-1zseket is izolálhattam,

mutációt is hordozták. Ez az auxotrófia mutáció a további

keresztezésekben a donor elleni szelekciót biztosította. 

Mivel az R68.45 aránylag nagy gyakorisággal spontán el­

veszti Cma+ tulajdonságát /Kondorosi és mtsai., 1977/,.
N
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Ehhez öt 1 telepre tisztított donor törzs és az EV119 

/cys-46/ között keresztezéseket végeztem /"csöpp-teszt"/ 

cys+ rekombinánsokra szelektáltam. A rekombinánsok meg­

jelenési gyakorisága alapján általában 1-2 megfelelő Crna 

képességgel rendelkező donor törzset találtam.

Térképezés:

donor törzset kereszteztem a megfelelő többszörö­

sen auxotróf recipiensekkel. Prototróf rekombinánsokra 

szelektáltam. A donor elleni szelekciót a his-1 /nem re-

A Nőd

vertáló/ mutáció biztosította, a phe-15 - leu-4 régió ki­

vételével, ahol ellenszelekcióként rifampicint használ­

tam .

A trp-15 - narB-15 és narB-15 - pur-15 régió vizsgá­

latkor trp+, illetve ade+ rekombinánsokra szelektáltam, 

majd a rekombinánsok utólagos vizsgálatával nitrát re- 

duktáz teszt alapján trp+ narB+, illetve ade+ narB+ fe- 

notipusu telepeket kerestem.

Nitrát reduktáz teszt: a nitrát reduktáz működését a

átalakítás alapján Griess-Ilosvay reagensselN03 -*• N02

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

30%-os ecetsavban oldva, 1 : 1 arányú elegye/, szinre- 

akcióval mutattam ki. A vizsgálandó baktériumot YTA le­

mezre csíkozva felnövesztettem, 10 mM NaNo^-tal nedvesí­

tett szűrőpapírral légmentesen lefedve 15’-ig szobahő­

mérsékleten tartottam, majd 1 ml Griess-Ilosvay reagenst 

öntöttem rá. A szinreakció alapján felismerhetővé váltak 

az aktiv nitrát reduktázzal rendelkező baktérium telepek 

/Kiss és mtsai., 1979/.
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A keresztezésekből származó prototróf rekombinánsokat 

kétszer komplett, majd minimál táptalajon tisztítottam, 

és egyenként növényi tesztben vizsgáltam meg gümőkötő 

képesség szempontjából.

7. Növényi teszt

A Rhizobium törzsek effektivitásának vizsgálatához 

lucernát /Medioago sativa L./ használtam. \

M§g§terilezés •

96% etanol 15’; 0,2% HgC^ 3’; 3 x mosás steril desz­

tillált vizben; 30’ rázatás steril desztillált vizben;

3 x mosás steril desztillált vizben; 12,5% hipo 3’;

5 x mosás steril desztillált vizben.

Magok^siráztatása :

1%-os desztillált vizes agaron Petri csészében szo­

bahőmérsékleten, sötétben, 1 napig. 

Növények_fertőzése_.ff?z<£2obiu/7?mal :

A csiranövényeket vattával lezárt 12 ml ferdén mereví­

tett Gibson tápagart tartalmazó steril kémcsövekbe he­

lyeztem. A baktériumokat szilárd táptalajon növesztettem,

1 ml NFDM folyadékban felszuszpendáltam, és 0,1 ml/cső 
0

10 sejt/cső / baktériummal fertőztem. Általában egy 

baktérium törzzsel 3-5 növényt fertőztem.

M2YÍí}Y§]S_í}§Y§il§§ :

20-25°C-os üvegházban, 16 h napi megvilágitással. 

Ü2YIdYÍ_£§§5£_ÍSÍ!í]Í§!s§íI§§ :

Az első gümők 10-14 nap után jelentek meg, a növényi 

teszteket 4 hét után értékeltem. Megszámoltam a gümők

/
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számát és vizsgáltam a törzsek effektivitását. Az effek- 

tivitást két módon határoztam meg :

a növény szárazsulyának mérése alapján; 

a nitrogenáz enzim által katalizált acetilén re-

1.

2 .

dukció alapján /Dilworth, 1966/, Perkin-Elmer 3920B

gázkromatográfon Poropak R oszloppal.

8 . Agaróz gélelektroforézis

A különböző DNS-ek elektroforéziséhez Helling és mun­

katársai /1974/ módszere alapján függőleges /17 cm x 

x 14 cm x 0,3 cm/ 0,7-1% agaróz /Sigma Туре V/ géleket

készítettem.

Tisztított DNS-ek elektroforéziséhez használt puffer:

50 mM Tris; 20 mM NaCl; 2 mM EDTA; 20 mM Na-acetát;

pH 8,05.

20 mA éjszakán át vagy 40 mA 8 h. 

Elektroforézis után a gélt 1 yg/ml etidium-bromidot 

tartalmazó puff erben tartottam .20’-ig, majd UV fényben 

fényképeztem.

Futtatás:

9 . DNS-ek kimutatása és izolálása

9.1. Plazmidkimutatás

A különböző méretű plazmidok kimutatására az Eckhardt

/1978/ által leirt módszert használtam.

A baktériumokat korai log. fázisig YTA lemezen 12 órán
^ 7

keresztül növesztettem. Kis mennyiseget /- 10 sejt/
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Eppendorf csőben feiszuszpendáltam 100 yl lizozim tartal­

mú oldatban, majd ebből azonnal 40 yl-t felvittem az aga- 

róz gélre /10 mm x 8 mm x 3 mm-es lyukakba/. 10’ lizis 

idő után 40 ul, majd 120 у 1 SDS tartalmú oldatokat réte- 

geztem rá, és lefedtem agarózzal. A futtatást 1 órán ke­

resztül 8 mA-en, majd 3 órán keresztül 40 mA-en végeztem.

9.2. össz-DNS-ek izolálása

Az össz-DNS-eket Dhaese és munkatársai /1979/ által

leirtak szerint izoláltam.

9.3. Plazmid DNS-ek izolálása

A pRme41a és pKJ243 plazmid DNS-eket Hirsch és munka­

társai /1980/ módszere szerint izoláltam.

A pHM5 plazmid DNS izolálására Bimbóim és Doly /1979/ 

módszerét alkalmaztam, de nagyobb térfogatú /1 liter/ bak­

térium stac. fázisú kultúrájából kiindulva. A preparálás 

elvégzése után a CCC plazmid DNS-t CsCl-etidium-bromid 

egyensúlyi grádiens ultracentrifugálással /Clewell és 

Helinski, 1970/ választottam el a lineáris kromoszóma, 

illetve plazmid töredékektől.

9.4. DNS_fragmentek_izolálása

A restrikciós enzimmel emésztett tisztitott DNS-t

0,6%-os agaróz /Sigma Туре VII/ gélből izoláltam. A meg­

felelő DNS-csik kivágása után a gélt 65°C-on felolvasz­

tottam és 3 ml térfogatra feltöltöttem TE /10 mM Tris;

1 mM EDTA pH 7,4/ pufferrel. Az agarózt fenolos és kló-
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roformos kirázással eltávolitottam. A DNS-t alkoholos

kicsapás után TE pufferben feloldottam.

10. DNS-ek emésztése restrikciós enzimekkel

Restrikciós enzimek : HindlII /Dusha Ilona által
készitett preparátum/

Pstl /Boehringer, Mannheim/

Az emésztést a Boehringer Mannheim /1981/ enzim kataló­

gusban található előirások alapján végeztem.

11. DNS - DNS hibridizáció

11.1. Hibridizációs_próba_készitése
32A tisztított DNS-eket a- P-ATP felhasználásával nick-

-transzlációval /Righby és mtsai., 1977/ jelöltem.

11.2. Southern hibridizáció

Az agaróz gélben megfuttatott DNS-eket nitrocellulóz 

/Millipore, HAWP/ filterre vittem át /Southern, 1975/. Az 

Eckhardt gélben megfuttatott nagy molekulasulyu plazmidok 

filterhez kötődését a DNS molekulák UV fénnyel történő 

törésével /Desaga MinUVS lámpa, 10s, 10 cm-es besugár­

zási távolság/ és 0,25 N HC1 /15’/ kezeléssel segítettem 

elő.

A hibridizáció előtt a filtereket 5-6 órán át 37°C-on

5 x SSC-t, 50% formamidot és 0,02% bovin serum albumint,

polivinilpirrolidint és ficollt tartalmazó oldatban áz-
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tattam.

A hibridizálást 24 órán keresztül 37°C-on végeztem. A 

hibridizációs próba 1-5 x 10^ cpm/ml jelölt DNS-t tartal­

mazott, összetétele megegyezett a hibridizáció előtt 

használt oldat összetételével.

Hibridizáció után a filtereket 2 x SSC-vel mostam 

37°C-on, majd szárítottam. Az expozícióhoz Kodak X-omat 

röntgen filmet és Ilford Tungstate "screen"-t használtam. 

Az expozíciós idő a kísérletektől függően 2-15 nap volt.

11.3 . Hibridizáció_gélbe_száritott_DNS-hez

A gélbe szárított DNS-sel végzett hibridizációhoz 

Shinnick és munkatársai /1975/ és Tsao és munkatársai

/közlés alatt/ által módosított módszerét használtam.

Az agaróz gélben megfuttatott DNS denaturálása és ne- 

utralizációja után a gélt 1 liter desztillált vizben mos­

tam /1-2’/ és üveglapra helyezve megnedvesitett celofán­

nal lefedve infra-lámpa alatt ventillátorral hütve 2-3 

óráig szárítottam.

A hibridizáció előtti kezelés és a próba összetétele 

megegyezett a Shouthern hibridizációnál használttal. A 

DNS-eket 42°C-on 0,5 rnl/cm^ mennyiségű próbával 24 órán 

át hibridizáltattam.

A gélt mosás /65°С, 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/ után 

megs záritottam. A röntgen film expozíciós ideje 2-3 nap 

volt. A gélbe szárított DNS-hez való hibridizáció nagy mo- 

lekulasulyu plazmidok esetében a Shouthern hibridizációnál

hatásosabbnak bizonyult.
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V. EREDMÉNYEK

1. Két nagy molekulasulyu plazmid kimutatása a Rhizobium

meliloti 41-Ъеп

A Currier és Nester /1976/, Casse és munkatársai /1979/, 

Hirsch és munkatársai /1980/ által leirt módszerekkel a

R.meliloti 41-bői csak egy 140 Md-os plazmid izolálható. 

Ezzel szemben egy olyan plazmid kimutatási módszerrel 

/Eckhardt, 1978/, amellyel a cirkuláris DNS-ek mechanikai 

törése szinte teljesen elkerülhető, két nagy molekulasulyu 

plazmidot tudtam kimutatni a R.meliloti 42-ben /4. ábra/. 

Összehasonlitva elektroforetikus mobilitásukat ismert

molekulasulyu plazmidokkal megállapítottam, hogy az alsó 

esik megfelel a 140 Md-os plazmidnak, mig a felső egy ed­

dig ismeretlen, nagyobb, mint 300 Md-os plazmid jelenlété­

re utal.

A Rhizobium plazmidokra javasolt elnevezés szerint 

/Casse és mtsai., 1979/ a 140 Md-os plazmidot pRme41a-nak, 

mig a nagyobbat pRme41b-nek jelöltem.

Plazmidkimutatás Eckhardt /1978/ szerint4. ábra

.—. p Я m e 4 / a
РШ

Р35Ш _

1. ZB189 /pJB3JI, 36,8 Md/ 2. GY611 /pGYl, 54,4 Md/ 
3. AK631 /pRme41a, 140 Md; pRme41b, >300 Md/
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Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás R.meliloti 412.

mutánsok izolálása

2.1. Transzpoziciós_mutagenezis

A R.mel-Clot-L 41 szimbiotikus nitrogénkötésért fele­

lős génjeinek lokalizálásához célunk volt először a gé­

nek hagyományos mikrobiológiai technikákkal közvetle­

nül szelektálható fenotlpusu, és fizikai módszerekkel 

/pl.: DNS-DNS hibridizációval/ is felismerthető marker- 

rel, transzpozonnal, történő jelölése.

Ezt a transzpoziciós mutagenezist a pJB4JI plazmid-

II. fejezet 1.1.2. pontja/ végeztem. A Tn5
R Rantibiotikum rezisztenciájára /Km Sm / szelektálva

_ 7
transzpoziciós származékokat 10 gyakorisággal kaptam.

A mutagenezis hatásosságának ellenőrzésére megvizs­

gáltam az auxotróf és a nitrátot, mint egyedüli szén­

forrást nem hasznositó mutánsok megjelenési gyakori­

ságát /2. táblázat/. Ez a várt értékkel /Beringer és 

mtsai., 1978/ azonos, illetve az auxotrófok esetében 

még jóval magasabb is volt.

A szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izo­

lálására, 11 független keresztezésből származó 3 400 

baktérium telepet vizsgáltam meg növényi tesztben, 

összesen 12 Fix és 3 Nőd mutánst kaptam.

dal /lásd:



36

A transzpoziciós mutagenezis hatásossága2 . táblázat

Mutagenizált Mutáns fenotipus 

megjelenési gyakoriság %

Mutáns

fenotipusatörzs

auxotrófAK704 10

AK631 No-j-t nem 
has znositó

0,2

Fix 0,4

Nőd 0,1

2.2. Hőkezelés

A szimbiotikus gének lokalizálására a másik kiindu­

lási lehetőség szimbiotikus mutánsok hőkezeléssel történő

előállítása volt.

A hőkezelés R faktor törlő hatása ismert volt a

R.meliloti 41-ben /lásd: II. fejezet 1.1.3. pontja/. Fel­

tételeztük, hogy a módszer alkalmas lesz a törzs endogén 

plazmidjainak kurálására is .

Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izolálá­

sára a genom ismeretlen helyein Tn5 transzpozont hordozó 

mutánsokból indultam ki. A hőkezelés elvégzése után össze- 

függést kerestem a Tn5 által hordozott Km 

a Nőd , vagy Fix fenotipus megjelenése között. így olyan 

származékokat is izolálhattam, amelyekben a Tn5 a szimbio­

tikus nitrogénkötésben szerepet játszó géneket hordozó 

plazmádon találhatók.

elvesztése és
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A hőkezelést Zurkowski és Lorkiewicz /1978/ a

R.trifoliira. leirt módszerének módosításával végeztem. 

Megemeltem a hőmérsékletet a R .meliloti számára szuble- 

tális 39,5 - 40°C-ra és meghosszabbítottam a kurálási 

időt, amit a R.meliloti jobb hőtürése indokolt.

Tíz napos hőkezelés után a véletlenszerűen kiválasz­

tott 13 prototróf, Tn5 transzpozont hordozó baktériumból 

származó populációkból mintát vettem. Komplett táptala­

jon felnövesztett 100 - 1 000 közti baktérium telepet
£

replikációs technikával vizsgálva megállapítottam a Km 

elvesztési gyakoriságát. Nagy gyakoriságot /50 - 100%/ 

három törzs esetében kaptam. Ezek közül kettőben delé- 

ciós pJB4JI származékot tudtam kimutatni Eckhardt gélen, 

valószínűleg a Tn5 is ezen a plazmidon található. A harma­

dik törzsben /ZB78/ pJB4JI származék nem volt.

Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok izolálá­

sára a különböző hőkezelt populációkból 10-10 baktérium 

telepet vizsgáltam meg növényi tesztben. Mutánsokat vál­

tozó számban, de szinte mindegyik kúrált törzsből kap­

tam. Összesen 32 Nőd és 8 Fix mutánst izoláltam.

Feltűnően magas gyakorisággal egy törzsből, a ZB78- 

ból jelentek meg Nőd mutánsok /3. táblázat/. A Tn5 

elvesztése mindig Nőd fenotipust eredményezett. Ennek 

alapján feltételezhető volt, hogy a Tn5 beépülési helye 

szerepet játszhat a Nőd mutánsok megjelenésében.
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3. táblázat A hőkezelés hatása a különböző Rhizobium

meliloti, 41 törzsekre

Megvizsgált 
teleps zám

F enotipus 

Km rezisztencia Nőd
Tn5

jelenléteTÖRZS
Fix

^ R KmZB78 47 23 12 0+

KmS 24 24 0

v R KmAK68 2 3848 3 9+
S 10 0 4Km

KmR 49TF17 8 49 1+
S 0Km

v RKmJA7 49 49 0+
S 0Km

AK6 31 49 0 5

3 . A hőkezelésből származó Nőd mutánsok genetikai

analizise

3.1. A_Nod__mutánsok_szagorodása_magas_hőmérsékleten

Annak eldöntésére, hogy volt-e a Nőd mutánsoknak sze- 

lektiv előnyük a kiindulási törzzsel szemben a hőkezelés 

folyamán, összehasonlítottam a vad tipusu R.meliloti 41л 

egy Tn5-ös származéka és Nőd mutánsának szaporodási gör­

béit /5. ábra/.
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A R.meliloti 41 és származékainak szaporodása 

magas hőmérsékleten

5. ábra

S ejt Szám/r»l
l3
8

:.

Z.B78
гЫ5Т

7

■i—>•

тар4*t8i &

Mivel a szaporodási görbék lefutása mindhárom eset­

ben hasonló volt, megállapítottam, hogy a Nőd 

mutánsoknak nem volt szaporodási előnyük a magas 

hőmérsékleten. Ebből következik, hogy nem előzetesen meg­

lévő spontán Nőd mutációval rendelkező egyedek dusultak 

fel a baktérium populációban, hanem a hőkezelés alatt, a 

hő hatására jöttek létre a Nőd törzsek.

3.2. Reverziós_analizis

A hőkezelésből származó Nőd mutánsokból Nod+ rever-
10 sejt/cső mennyi-tánst nem kaptam.A ZB157-es törzzsel 10 

séggel fertőztem 10 két-két lucerna növényt tartalmazó csö­

vet, de giimők egyik növényen sem jelentek meg.
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™^Íé2Í2lS_S§D§Íikai_ térképe zése

Két Nőd. mutáns, ZB125, ZB139 térképezésére a munka- 

csoportunk által kidolgozott gyorstérképezési módszert 

használtam /II. fejezet, 1.2.3. pont/.

A ZB125 és ZB139 törzsekből az R68.45 plazmid bevi­

telével donor törzseket /ZB156, ZB155/ állitottam elő és 

kereszteztem a megfelelő recipiensekkel /a kisérlet rész­

letes leirása a IV. fejezet 6.2. pontjában/. Az igy ka­

pott rekombinánsokat növényi tesztben vizsgáltam meg 

gümőképzés szempontjából. Ennek eredményét a 4. táblá­

zatban foglaltam össze.

3.3. A Nőd

mutánsok genetikai térképezése4. táblázat Nőd

Nőd rekomb. szám
RECIPIENS VIZSGÁLT RÉGIÓ vizsgált rekomb. szám

Donor: ZB156 Donor ZB155

rif-1 - cys-46 

cys-46 - phe-15 

phe-15 - leu-4 

leu-4 - gly-1 

leu-4 - his-210 

met-2 - ade-4 

ade-4 - gly-1 

- trp-15

0/5EV119 

EV171 

EV 19 7

0/2
0/5 0/4
0/5 0/5
0/5EV181

AK5 51 

EV 184
0/5
0/3
0/5

0/5EV 180 gly-1 

trp-15 - narB-15 

narB-15- rif-1

0/3
EV 88 0/1 0/2

0/5AK352 0/5

Mindkét donor Nőd , minden recipiens Nod+ fenotipusu 

volt. Minden rekombinánst három, 2-2 lucerna növényt 

tartalmazó csőben vizsgáltam.
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A gyorstérképezési rendszer alapján egy vizsgált mu­

táció arra a régióra lokalizálható, amelyik rekombináns 

kategóriában a mutáns fenotipusa kimutatható. A Nőd 

mutánsok /ZB125, ZB139/ térképezésénél Nőd fenotipu- 

su rekombináns kategóriát nem találtam. Ebből arra 

következtettem, hogy a Nőd tulajdonság extrakromo- 

szómális mutáció eredménye.

3.4. A_Nod__mutánsok_csoportositása_komplementációs 

analizissel

A komplementációs analizishez egy másik Rhizobium 

faj, a R. le gumino sarum nodulációs génjeit használtam. 

Bár a R.meliloti és R. íeguminosarum gazdanövénye el­

térő, de a gümőképzés lépéseinek, folyamatának hason­

lósága alapján feltételezhető volt, hogy számos no- 

dulációban szerepet játszó gén, a gazdaspecifitást meg­

határozó gének kivételével, közös vagy igen hasonló 

lehet. Ezért várható volt az is, hogy a R.íeguminosarum 

nőd génjeinek a R.meliloti Nőd mutánsaiba történő 

bevitele bizonyos mutánstipusokban a gümőképzés helyre­

állását fogja eredményezni.

A R.íeguminosarum 248 nőd génjeit számos fix 

génnel együtt egyik transzferábilis endogén plazmidja 

a pRLIJI hordozza /II. fejezet 3.5. pontja/. A pRLIJI 

Tn5-tel jelölt származéka a pJB5JI . Ezt a plazmidot 

vittem át konjugációval a R.le gumin о sarumból a R.meli­

loti Nőd pontmutánsaiba és hőkezelésből származó Nőd

törzseibe. /А plazmid-transzfer gyakorisága az 1A-113
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törzsnél 10 5, a R.meliloti 41 származékoknál 10 ^ 

ságrendü volt./ A transzkonjugánsokat lucerna gazdanövé­

nyen vizsgáltam gümőképzés és effektivitás szempontjából, 

úgy, hogy a szelektív táptalajon kapott összes teleppel 

egy populációként fertőztem 3 csövet, illetve 2-2 külön­

álló telepet előzőleg egy telepre tisztítottam komplett 

/TY/ táptalajon, majd szelektív körülmények között, és 

ezzel fertőztem 3-3 csövet. A populációval és a tisztí­

tott telepekkel végzett kísérletek eredményei minden 

esetben megegyeztek, ami arra utalt, hogy a pJB5JI sta­

bilan fennmarad a R.теlilotihan /5. táblázat/.

nagy-

5. táblázat A pJB5JI plazmid bevitele a R.meliloti

mutánsaibakülönböző Nőd

TRANSZKONJUGÄNSOK FENOTIPUSARECIPIENS

FixNőd

1A - 113 + +

GY8 3 2 ++

ZB157 +

GY561, AK627, AK635 
AK641, AK6 42, -ZB121 
ZB135, ZB138, ZB147 
ZB158, ZB159

Mint az 5. táblázat eredményei mutatják, a R.legumino- 

sarum eredetű pJB5JI plazmid helyreállította a gümőkép- 

zést lucerna gazdanövényen három R.meliloti Nőd mutáns­

ban. A R.meliloti 102F51 törzsében 1A-113 jelű Nőd pont-
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mutánsában és a R.meliloti 41 1823-as NTG-kezelésből

származó mutánsában a gümőképzés helyreállása együttjárt 

az effektivitás helyreállásával. A hőkezelésből származó 

mutánsok közül csak a ZB157 volt komplementálható, de az 

itt megjelenő gümők ineffektivek voltak. Ebből arra kö­

vetkeztettem, hogy a ZB157 törzsben a hőkezelés hatására 

nemcsak nőd gének, hanem valószínűleg fix gének is elvesz­

tek. A többi 11 Nőd mutánsban a pJB5JI nem állította 

helyre a gümőképzést. Ezekről feltételezhettem, hogy a 

mutáció gazdaspecifitást meghatározó géneket is érint, 

vagy a R.meliloti nodulációs génjeinek egy része nincs 

jelen a pJB4JI plazmidon, illetve nem homológ a R.legu- 

minosarum nodulációs génekkel.

Nőd, nif gének lokalizálása a pRme41b plazmidra4 .

4.1. Deléció_kimutatása_néhány_Nod 

midján

A hőkezelést, amellyel Nőd 

plazmid elimináló hatásúnak tartottuk. A plazmidelvesztést 

Eckhardt-féle gélelektroforézissel próbáltam meg kimu-

5 § _ i b _ p la z-

mutánsainkat izoláltuk,

tatni.

11 Nőd mutánst vizsgáltam meg. Mindegyikben mindkét 

R.meliloti 41 endogén plazmid jelen volt, de 4 mutánsban 

a pRme41b megnövekedett elektroforetikus mobilitást mu­

tatott /6. ábra/, jelezve, hogy nagy méretű deléció ke­

letkezett rajta.
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6. ábra Deléció kimutatása a Nőd törzsekben

/Plazmidkimutatás Eckhardt-módszerrel/

1. ZB157; 2. ZB147; 3. AK631; 4. ZB126; 5. ZB121

Azokban a mutánsokban, ahol a pRme41b mérete a deléció 

következtében kisebb lett, időnként egy harmadik vékony 

csikót is megfigyeltem az eredeti pRme41b-nek megfelelő 

mobilitással. így nem zárható ki az a lehetőség sem, 

hogy a R.meliloti 41 esetleg egy harmadik plazmidot is 

hordoz és ennek jelenléte miatt nem találhatók meg azok 

a mutánsok, amelyekben a pRme41b tökéletesen elimináló­

dott .

A kísérletből levonható legfontosabb következtetés 

azonban az, hogy a pRme41b plazmidon valószinüleg nőd 

gének találhatók, amelyek a hőkezelés hatására létrejött 

deléciók következtében elvesztek.
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4.2. Nif_gének_lokalizálása_a_pRme41b_2lazmidra

Korábbi kisérléteinkben Fix mutánsok genetikai térké­

pezésével közvetett bizonyitékot szereztünk arra, hogy 

nemcsak a nőd gének, de a fix gének egy része, köztük ta­

lán a nif gének is extrakromoszómális elhelyezkedésüek a 

R.meliloti 42-ben /II. fejezet 1.2.3. pontja/.

Ennek alátámasztására a R.meliloti 41 klónozott nif

génjeinek, a pIDl-es plazmidnak /II. fejezet 2.3. pont/ 

felhasználásával DNS - DNS hibridizációs kisérletet végez­

tem .

A R.meliloti 41 vad tipusu törzsének plazmid DNS-eit 

Eckhardt-gélen szétválasztva /7. ábra; а/l/ megfelelő 

kezelés után nitrocellulóz filterre vittem. A pIDl-ből 

izolált 4,8 kb-os nif fragmentumot nick-transzlációval 

P-izotóppal jelöltem és hibridizáltam a filterhez kötött 

DNS-ekhez. A hibridizációs kép a 7. ábra b. oldalán lát­

ható .

32

A nif fragmentum csak a pRme41b plazmiddal hibridizált, 

tehát a R.meliloti 41-ben a nif gének,legalábbis a nitro- 

genáz enzim strukturgénjei ,a pRme41b plazmidon találhatók. 

/А gél tetejénél erős hibridizáció látható, mivel a plaz­

mid DNS nagy része nem tud belépni a gélbe./



46

7. ábra Nif fragmentum hibridizációja a R.meliloti 41 

vad tipusu törzséhez és két deléciós Nőd származékához

ba

а/ Eckhardt gél; hibridizációs képb/

1. AK631; 2. ZB121; 3. ZB138;

A hibridizációs próba aktivitása 1,8 x 106 
röntgen kép 14 napos expozícióval készült.

cpm volt, a

4.3. Nif_gének_elvesztésének_kimutatása_Nod__mutánsokban 

Az előző kísérletek eredményei /V.4.I.; V. 4.2. fejezetek/ 

arra utaltak,hogy a pRme41b plazmidon nodulációs gének ta­

lálhatók, a hőkezelés hatására ebből a DNS régióból kisebb 

nagyobb szakaszok elvesztek, a Nőd törzsekben deléciók 

keletkeztek. Hibridizációs kísérlettel azt is kimutattuk, 

hogy ugyanez a plazmid hordozza a nif strukturgéneket is. 

így tehát feltételezhettük, hogy a Nőd mutánsokban a de- 

léció a nif génekre is kiterjedhet.

A 7 . ábrán látható', hogy valóban találtam olyan Nőd 

mutánsokat, amelyekben a 4,8 kb-os nif fragmentum nem hib- 

ridizált a pRme41b plazmiddal, jelezve, hogy ezekben a tör­

zsekben a nőd génekkel együtt nif gének is elvesztek.
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A Nod mutánsokban létrejött deléciók kiterjedésének 

vizsgálatára felhasználhattuk a pKJ243-as cosmid kiónun­

kat is /II. fejezet 2.3. pontja/, amely a 4,8 kb-os 

nif fragmentumon kivül még aránylag nagy, 35,5 kb-nyi

R.meliloti 41 extrakromoszómális DNS-t hordozott. Ezt a

DNS-t, mint hibridizációs próbát használva, először a 

munkacsoportunkban dolgozó Vehary Sakanyan mutatott ki

deléciót a hőkezelésből származó Nőd mutánsok HindlII

enzimmel emésztett össz-DNS-eiben. Az ő eredményeit fel­

használva, a deléciók kiterjedésének pontosabb megálla- 

pitására a következő kísérletet végeztem el : a R.meli­

loti 41 vad tipusu törzsének és néhány Nőd származéká­

nak össz-DNS-ét PstI enzimmel emésztettem, a fragmentu­

mokat agaróz gélelektroforézissel elválasztottam egy­

mástól. A gélből a DNS-t nitrocellulóz filterre vittem
%

és hibridizáltattam a 32 P-izotóppal jelölt pKJ243-as

DNS-sel /8. ábra/.

Mivel az agaróz gélben megfuttatott DNS-ek, akár­

csak a pKJ243-ba épitett extrakromoszómális DNS PstI 

fragmentumokat tartalmazott, ezért a 8. ábrán bemu­

tatott kisér let alapján megállapítható volt, hogy mely 

PstI fragmentumok azok, amelyek a Nőd mutánsokból hi­

ányzanak .
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8. ábra A R.meliloti 41 és Nod
zációja a pKJ243-as próbával

származékainak hibridi-

— 5,2.
— M 
= ‘1,3
— h,l-

M
— 1,8>

* ; — 1,2.
4.9

— 16*

- U
■ - «

<1

- 10

a/ A különböző DNS-ek PstI emésztéséből származó fragmentu­
mok 1%-os Tris-acetátos pufferrel készült agaróz gélben 
20 mA 16 órás gélelektroforézis után; 

b/ Hibridizáció a pKJ243-as próbával;
1. pID1; 2. pKJ243;

6. ZB138;
A próba aktivitása 2,1 x 10' cpm volt, a röntgen kép 

1.-2. oszlopa 10h, 3.-8. oszlopai pedig 2 napos expozi- 

cióval készültek. /А 1 kb-os fragmentumok a képen nem 

láthatók . /

3. pRme 4la ; 
7. ZB147;

4. AK631; 5. ZB126;
8. X /HindlII/

7

A 8. ábráról leolvasható :

A pKJ243 13 PstI fragmentumot tartalmaz /5,2; 4,8;1.

4,3; 4,2; 4,1; 2,8; 2,2; 1,9; 1,6; 1,2; 1,1; 1,1; 

1,0 kb/. Ezek közül a pRme41a plazmidról származik a 

4,1; 1,9; 1,2; az egyik 1,1 és az 1,0 kb-os fragmen­

tum, amelyek minden Nőd mutánsban jelen vannak.
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Az Eckhardt gélen különböző méretű deléciót mutató 

mutánsokból /6. ábra/ a 4,8 kb-os nif fragmen-

2 .

Kod

tűm egyformán hiányzik.

3. Mindegyik Nőd mutánsban jelen van egy nem pRme41a 

eredetű 2,2 kb-os fragmentum. Ennek két magyaráza­

ta lehetséges :
;;,Д . • <;/ • .-V'- t . -v

- A hiányzó fragmentumokkal nem folytonos a 2,2 kb-os

DNS szakasz;

- a Nőd mutánsokban a deléciő egy meghatározott pont­

ból indul, és ez rajta van a pKJ243 DNS-en.

A két feltételezés közül az elsőt tartom valószínűnek, 

de bizonyítására további kísérletek szükségesek.

m

5. A Tn5 inszerció helyének lokalizálása a transzpozici-

ós mutagenezisből származó szimbiotikus nitrogénkö-

tésben hibás mutánsokban

A szimbiotikus nitrogénkötésben szerepet játszó gének 

lokalizálásának másik útja a transzpoziciós mutagenezis- 

sel előállított mutánsok vizsgálata volt. Az igy izolált 

mutánsokban a Tn5 inszerció helyének megállapítására ge­

netikai és hibridizációs módszereket egyaránt alkalmaz­

tunk. /А genetikai vizsgálatokat a munkacsoportunkban 

dolgozó Gursharan Randhawa végezte, ennek eredményét a 

VI. fejezet 6. pontjában foglaltam össze./

A Tn5 mutagenezisből származó szimbiotikus nitrogén- 

kötésben hibás mutánsokban a Tn5 inszerció helyének meg- 

állapitása DNS - DNS hibridizációval :
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A szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsokat 

Eckhardt gélre vittem, a gélt beszáritottam és hibridi-
32záltam a P-izotóppal jelölt pHM5 /=pJC307::Tn5/ plaz-

í*
mid DNS-sel /9. ábra/.

\
ví? . «

9. ábra A Tn5 inszerció helyének lokalizálása DNS - DNS
hibridizációval

ba

í

а/ Eckhardt gél; b/ hibridizáció a pHM5 plazmid DNS-sel

1. Z В 2 7 3 ; 2. ZB277 ; 3. ZB313; 4. AK631
6A hibridizációs próba aktivitása 3 x 10 

gén kép 3 napos expozícióval készült.
cpm volt, a rönt-

A 9. ábrán bemutatott kisérlet alapján megállapítottam, 

hogy a ZB273, ZB277 törzsekben a Tn5 a pRme41b plazmidba 

épült be, a ZB313-ban pedig, mivel a Tn5 egyik R.melilo- 

ti 41 plazmidhoz sem hibridizál, a kromoszómára lokalizál­

ható. /А kromoszómális eredetű DNS csak lineáris szakaszok

formájában, kis mennyiségben van jelen az Eckhardt
c. §ezért nem mutatható ki hozzá hibridizáció. A gél te te j én &
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látható erős hibridizáció azonban arra utal, hogy a Tn5 

szekvencia jelen van a ZB313-as törzsben is./

14 transzpoziciós mutagenezis után izolált 

szimbiózisban hibás mutánssal elvégezve megállapítottam,

A kísérletet

hogy :

1. A Tn5 a pRme41b plazmidra lokalizálható a ZB273,

ZB274, ZB277, ZB278, ZB314, JA7 és AK1282 Fix , vala­

mint a ZB306, ZB310 Nőd“ és a ZB78 Nod+, Fix+ /lásd: V.

fejezet 2.2. pontja/ mutánsokban.

A Tn5 a kromoszómára lokalizálható a ZB313, ZB315,2 .

ZB316 és a TF178 Fix , valamint a ZB308 Nőd fenoti-

pusu törzsekben.
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VI. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

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

A R.meliloti 41-ben az Eckhardt-féle gélelektroforézissel 

a már Casse és munkatársai /1979/ által megfigyelt plazmid 

mellett egy eddig ismeretlen, > 300 Md-os plazmidot tudtam 

kimutatni. A plazmidokat pRme41a-nak /140 Md/ és pRme41b- 

nek /> 300 Md/ jelöltem.

A pRme41b-nek megfelelő elektroforetikus mobilitásu plaz­

mid minden eddig általunk vizsgált R.meliloti törzsben /L5-30,

GR4, 102F51, 2011/ jelen van /Bánfalvi és mtsai., 1981/.

Más Rhizobium törzsekből is /R.leguminosarum3 R.tvifolii, 

R.phaseoli/ hasonló nagy méretű plazmidok mutathatók ki

/1. táblázat/.

A pRme41b plazmidot több, nagy méretű plazmidok izolálásá­

ra leirt módszert is kipróbálva, eddig még tiszta, cirkulá­

ris DNS formájában izolálni nem tudtam /dolgozatban nem sze­

replő kisérletek/. Önálló plazmid voltára a következő indi­

rekt bizonyitékok utalnak :

A hőkezeléssel előállított Nőd mutánsokban deléció csak1.

a pRme41b plazmádon mutatható ki, tehát az Eckhardt gé­

len látható kisebb mobilitásu DNS nem tekinthető a pRme41a 

plazmid 0C formájának /6. ábra/.

A R .meliloti nif Struktur gének csak a pRme41b--vcl hib- 

ridizálnak /7. ábra/.

2 .

A R.meliloti L5-30 törzse Eckhardt gél alapján a pRme41b- 

vel azonos elektroforetikus mobilitásu plazmáddal is ren­

delkezik. Ebből a törzsből Rosenberg és munkatársai /1981/

3 .
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a Swighamer /1980/ módszer módosításával a törzs 90 Md-os 

plazmidjával együtt a pRmeL5-30b plazmidot is izolálni 

tudták. A preparátum restrikciós enzimekkel történő emész­

tése után a 90 Md-os plazmádra jellemző csikozat mellett 

halvány háttér csikozat volt megfigyelhető.

2. Nőd és Nif gének lokalizálhatok a pRme41b plazmádra

A pRme41b plazmád szimbiózis kialakításában szerepet 

játszó géneket hordoz, mivel :

1. a Nőd mutánsok 30-40%-ában a pRme41b plazmádon de- 

léció mutatható ki;

a klónozott R.meliloti 41 nif strukturgének homoló­

giát mutatnak a pRme41b plazmáddal DNS - DNS hibri-

2 .

dizációval.

Ezek az eredmények összhangban vannak más kutatócso­

portok kísérleti eredményeivel is, amelyek alapján a Rhizo- 

bi.umdk.va. általánosan jellemzőnek tűnik, hogy genetikai in­

formációjuk nagy része nagy molekulasulyu plazmidok formá­

jában van jelen a sejtben, s a plazmidok egyike szimbiózis 

kialakításáért felelős géneket hordoz /Sym plazmidok; II. 

fejezet 3.5. pontja/.

A nőd és nif gének a pRme41b plazmádon valószinüleg 

aránylag közel helyezkedhetnek el egymáshoz. 11 megvizsgált 

mutáns közül 6-ban a deléció a nif génekre is ki­

terjed /6. táblázat/.

Nőd
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R.meliloti 41-bői származó szimbiózisban 

hibás mutánsok jellemzése
6 . táblázat

nif
régióban
deléció

pRme41b
elektroforetikus 

mobilitás-változás
TÖRZS KEZELÉS FENOTIPUS

F ix+ 

Nőd" 

Nőd"

AK6 31
ZB121 hő ++
ZB125 hő
ZB126
ZB138

hő Nőd + +
hő Nőd ++

ZB147 hő Nőd +
ZB157 hő Nőd
AK635 hő NődI

AK641 hő Nőd +
AK642 hő Nőd +
GY561 

AKI 212 

ZB160

fagyas ztás 

spontán
Nőd + +
Nőd
Fix
Fix
Fix

+
hő n. v.

ZB163 hő n . V .
ZB173 hő n . V .

változás, illetve deléció van; változás, illetve 
deléció nincs

+

= nem vizsgált;
A táblázat a dolgozatban szereplő kísérleteken kivül Vehary 

Sakanyan hibridizációs kísérleteinek eredményét is tartal­
mazza .

n. v.

3. Hőkezeléssel а R.meliloti 41-bői szimbiózisban.hibás,

deléciós mutánssorozát állítható elő

Hőkezeléssel a R.meliloti 42-ből R plazmidok 30-90%-os 

gyakorisággal törölhetők /II. fejezet 1.1.3. pontja/. Ennek 

alapján feltételezhető volt, hogy ez az eljárás alkalmas lesz 

a R.meliloti 41 endogén plazmidjainak törlésére is.
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A hőkezelés elvégzése után izolált szimbiotikus nitro­

génkötésben hibás mutánsok vizsgálatával azonban ezt a 

feltételezést nem sikerült egyértelműen bizonyítani. Több 

mutánsról kimutatható volt, hogy bennük a hőkezelés hatá­

sára a pRmeHlb plazmádon nagy méretű deléció keletkezett, 

de olyan származékot, amelyben csak a pRme41a plazmád ma­

radt volna fenn, az eddig megvizsgált törzsek között nem 

találtam. Ennek magyarázatára feltételezhetem :

A pRme41b plazmádon a baktérium számára életfontosságú 

génszakaszok találhatók, igy a plazmád teljes elvesz­

tése együttjár a baktérium sejt pusztulásával.

Néhány törzsben, amely a pRme41b plazmádon nagy mére­

tű deléciót hordoz, Eckhardt gélen az eredeti pRme41b 

plazmiddal megegyező elektroforetikus mobilitásu halvány 

esik is megfigyelhető /6. ábra/. Lehetséges, hogy ez a 

esik a pRme41a plazmid OC formájának felel meg, de nem 

zárható ki annak lehetősége sem, hogy а К.теЪгЪоЬг 41-Ъеп, 

a pRme41b-vel megegyező molekulasulyu, harmadik plazmid 

is található, s ennek a plazmádnak jelenléte teszi lehe­

tetlenné, hogy Eckhardt gél alapján megtaláljuk azokat a 

származékokat, amelyekből a pRme41b tökéletesen eliminá-

1.

2 .

lódott.

A hőkezeléssel izolált Nőd mutánsok különbözőek, azaz a

hőkezeléssel egy deléciós Nőd mutánssorozatot sikerült 

előállítani. Ezt a következők bizonyítják :

1. A Nőd mutánsoknak csak 30-40%-ában mutatható ki a

pRme41b plazmádon deléció Eckhardt gélen, s ez a mole­

kulasúly csökkenés is a különböző mutánsokban eltérő mér­

tékű /6 . ábra/ .
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2. A Nod mutánsok egy részében a nod génekkel együtt nif 

gének is elvesztek, a többiben a R.meliloti 41 nif gén­

jeit hordozó pKJ243 DNS-sel deléció nem mutatható ki /6. 

táblázat/.

3. A R.leguminosarum pRLl-es plazmidja egy hőkezelésből 

származó törzsben képes a gümőképzés helyreállitására,

mig az összes többi eddig vizsgált mutáns a pRLl plazmid 

bevitele után is Nőd fenotipust mutatott.

4. A hőkezeléssel izolált Nőd mutánsok 80%-a hajszálgyö- 

kérgörbülést nem idéz elő a lucernán /Нас /, a többi

Hac+ fenotipust mutat, vagyis a különböző mutánsokban a 

szimbiózis kialakulásának különböző lépéseiben /II. feje­

zet, 2.2.1. pont/ mutatható ki változás, a Nőd mutánsok­

ból nem azonos génszakaszok vesztek el, vagy működnek hi­

básan /Forrai Tamás kisérleteinek eredménye//7. táblázat/.

7. táblázat Genetikai változások 9 Nőd mutánsban

Deléció
Kicsimérete Nagy Nem látható

Fenotipus

Nif 

Nif+ 

Hac+ Nif" 

Ha.c+ . N.if+

Нас 2 2 1

0 0Нас 1

О О 2

О О 1

A hőkezeléssel tehát egy különböző géneket érintő, kü­

lönböző méretű deléciót hordozó mutánssorozatot kaptunk.

Az azonban, hogy ezek a deléciók egy pontból indulnak-e, 

vagy a pRme41b plazmid különböző helyein kezdődnek, az ed-
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dig végzett kísérletek alapján még nem dönthető el.

A hőkezeléssel előállított szimbiózisban hibás mutáns­

sorozatot, elsősorban a kis deléciót hordozó törzseket,

alkalmasnak tartom a szimbiózis kialakításáért felelős

gének részletesebb genetikai vizsgálatára, R.теЪгlobiból 

származó rekombináns plazmidok komplementációs analízis­

sel, vagy hibridizációs technikával történő tesztelésére

l is .

4. A R .mel-íloti. 41 nőd - nif régiójának instabilitása

A nőd - nif régió elvesztése spontán is bekövetkezhet 

a R .meliloti 41-ben. Bár nem végeztünk olyan kísérletet, 

amelyből a spontán Nőd és Fix mutánsok megjelenése gya­

korisága pontosan megállapítható lett volna, de rendelke­

zünk olyan mutánsokkal, amelyek azt bizonyítják, hogy a 

nőd - nif régió elvesztése nemcsak hőkezelés hatására 

következhet be. A GY561-es törzs "fagyasztás" után, az 

AK1212 spontán módon keletkezett deléciót hordoz ugyan­

ebben a régióban /6. táblázat/. A ZB306, ZB310 Nőd tör­

zsekből, amelyeket a pJB4JI plazmáddal végzett mutagene- 

zis után izoláltam, szintén hiányzik a nif régió /dolgo­

zatban nem szereplő kísérleti eredmény/.

A nőd - nif régió instabilitását lehet, hogy valamilyen 

IS /inszerciós szekvencia/, vagy az IS elemekhez hasonló 

Rhizobium szekvencia okozza. /А R.meliloti 2011-ben Ruvkun

és mtsai., 1982; olyan IS szekvenciát tudtak kimutatni, 

amely nagy gyakorisággal a nif génekbe épül be./
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A nod - nif régió instabilitása a ZB78 törzsben az AK631 vad 

tipusu és kromoszómális /АК682, TF178/ vagy a pRme41b plazmi- 

don Tn5 inszerciót hordozó /JA7/ származékokhoz képest fokozott 

mértékű /3. táblázat/. Ez a fokozott instabilitás a ZB78

törzsben valószinüleg a Tn5 nőd génekhez közeli DNS szakaszra 

történt beépülésével magyarázható. /А ZB78-ból a Tn5 elvesz­

tése mindig Nőd fenotipust eredményezett; 3. táblázat/.

5. A Tn5-tel jelölt szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mu­

tánsok jellemzése

Tn5-tel jelölt szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mután­

sok izolálására a Beringer és munkatársai /1978/ által előál­

lított pJB4JI plazmidot használtam.

Szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsokat 0,4% /Fix / 

és 0,1% /Nőd / gyakorisággal kaptam. A Nőd 

mutánsokhoz képest alacsonyabb megjelenési gyakorisága lehet, 

hogy a Nod+ revertánsok növényi tesztben érvényesülő szelekci­

ós előnyével magyarázható, aminek következtében több Nőd 

tánst is "elveszthettünk". Ezért az eltérő mutációs gyakori­

ságokból ebben az esetben nem következtethetünk a gümőképzésért 

felelős gének számára.

A transzpoziciós mutagenezissel izolált mutánsokban a Tn5 

lokalizálását genetikai térképezéssel és hibridizációs techni­

ka segítségével végeztük. A szimbiózis kialakításában szerepet 

játszó gének elhelyezkedésére a Tn5 beépülési helyéből követ­

keztettünk azokban a törzsekben, ahol a Tn5 és a mutá

mutánsoknak a Fix

mu-

tipus között kapcsoltságot tudtunk kimutatni /8. táblázat/.
\ rí t'j
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8. táblázat Tn5 inszerció lokalizálása szimbiotikus 

nitrogénkötésben hibás mutánsokban

A mutáns 
fenotipus 

és a Tn5 
kapcsoltsága

Mu-fágTn5 inszerció lokalizálásaFeno-
Tör zs

Genetikai
térképezéssel

Hibridizá­
cióval

tipus s zekvencia

ZB273* 

ZB 274 

ZB276

100%
100%
100%
100%
100%
100%

Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Fix
Nőd

kromos zómális 

kromos zómális
pRme41b 

pRme41b 

n. v.
pRme41b 

pRme41b 

kromos zóma 

pRme41b 

kromos zóma 

kromos zóma 

kromos zóma 

pRme41b 

pRme41b 

pRme41b 

kromos zóma 

pRme41b

nem\
\ pRme41b

kromoszóma
nem

\ n. v.I
kromos zómálisZB277 nem

,ZB278 

ZB313 

ZB 314 

ZB315 

ZB316 

TF131

n. v.
cys-46-tal kapcsolt

0%
0%
0%

pRme41bn. v.
n. v.

trp-15-tel kapcsolt 
gly-l-gyel kapcsolt

kromos zóma 

kromos zóma100%
0%JA7 n . v .

AKI 28 2 100%
100%

n. v.
ZB306 pRme41b 

kromos zóma 

pRme41b

n. v.
0%
0%

ZB308 Nőd n. v.
ZB310 Nőd n. v.

*A Fix mutánsok genetikai vizsgálatát a munkacsoportunk­
ban dolgozó Gursharan Randhawa végezte.

nem vizsgáltn. v.

öt mutáns esetében a Tn5 inszerció és a szimbiotikus

nitrogénkötésben hibás fenotipus között kapcsoltságot ki­

mutatni nem tudtunk. Ezek spontán mutánsoknak tekinthetők, 

a nőd - nif régió instabilitásának figyelembevételével va- 

lószinüleg ezek is a nőd - nif régióban deléciót hordozó 

mutánsok közé tartoznak.
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A transzpozon beépülési helyére vonatkozóan a genetikai 

térképezéssel és hibridizációs technikával nyert adatok 

megegyezést mutattak. A transzpoziciós mutagenezissel 

izolált szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok 

vizsgálata további bizonyitékot szolgáltatott arra, hogy 

. a pRme41b plazmádon nőd és fix gének találhatók, illetve 

egyes kromoszómális régiók szintén szerepet játszanak az 

effektiv nitrogénkötés kialakításában.

A Tn5-ös mutánsok vizsgálata során felfigyeltünk a 

pJB4JI plazmád használatának néhány hátrányára is :

A pJB4JI plazmádból aránylag nagy gyakorisággal ke­

letkeznek deléciós származékok. Ezek képesek fenn- 

maradni a Rhizobiumban és igy a Km -t mutató transzkon- 

jugánsoknak kb.: 80%-a tartalmazza csak a Tn5-t a Rhi- 

zobium genomba integrálódva. /V. fejezet 2.2. pont/

2. A pJB4JI-ből nagy gyakorisággal a Tn5-tel együtt 

Mu fág DNS is beépül a Rhizobium genomba /8. táb-

\

\

1.

lázat/.

Azok a fix::Tn5 mutánsok, amelyekbe a Tn5-tel együtt 

Mu fág DNS szekvencia nem épült be /ZB273, ZB277, ZB278,

ZB313, АК1282/ kiindulópontot jelenthetnek egyes fix gé­

nek részletesebb vizsgálatához. A Tn5 antibiotikum re­

zisztenciájára szelektálva pl.: in vivo is előállithatók 

lesznek szimbiotikus géneket hordozó R68.45 származékok. 

Ezeket az R’-okat aztán bevive különböző szimbiotikus nit­

rogénkötésben hibás mutánsokba,alkalmasak lesznek a mu­

tánsok komplementációs analízissel történő csoportositá- 

sára, illetve a R.meliloti 41 szimbiotikus génjeinek más 

Gram-negativ baktériumtörzsekbe való átvitelére.
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VII. ÖSSZEFOGLALÁS

Munkám célja szimbiózis kialakitásáért felelős gének

Eredmények :

А R.meliloti 41-ben kimutattam egy eddig ismeretlen

lokalizálása volt R.meliloti 41-ben.

1.
\ 300 Md-os /pRme41b/ plazmidot.
\ 2. A R.meliloti 41 klónozott nif génjeivel végzett hib­

ridizációs kisérletekkel bizonyítottam, hogy a nif

strukturgéneket a pRme41b plazmid hordozza.

3. Hőkezeléssel és transzpoziciós mutagenezissei szim­

biotikus nitrogénkötésben hibás mutánsokat izoláltam.

4. Két hőkezeléssel előállított Nőd mutáns genetikai 

térképezésével megállapítottam, hogy a mutáció nem lo­

kalizálható a kromoszómára. A mutánsok egy részében nif 

génekre is kiterjedő különböző méretű deléciót mutattam

ki a pRme41b plazmidon és ezzel bizonyítottam, hogy a nif 

géneken kivül nőd gének is találhatók a pRme41b plazmidon.

5. A transzpoziciós mutagenezissel izolált szimbiotikus 

nitrogénkötésben hibás mutánsokban a Tn5 beépülési

helyét /pRme41b, illetve kromoszóma/ hibridizációval álla­

pítottam meg. A mutánsok egy részében a Tn5-öt a pRme41b 

plazmidon mutattam ki, ami további bizonyitékot szolgálta­

tott arra, hogy számos nőd és fix gén a pRme41b plazmidon 

található .

V
\
\
\

V

A hőkezeléssel és a transzpoziciós mutagenezissel előállí­

tott szimbiotikus nitrogénkötésben hibás mutánsok felhasznál­

hatók a gümőképzésért és nitrogénkötésért felelős gének to­

vábbi, részletes genetikai és biokémiai vizsgálatára is.
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