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1.BEVEZETES

A nitrogén korforgidsadban kulcsszerepet jatszanak a talaj-
baktériumok. Ezek koziul is kiemelkednek a nitrogéunkstd Rhizo-
biumok, melyek a pillangdés viragi novényekkel /TFabales/ szim~
biozisban képesek a levegd nitrogénjének megkitésére. Ebben a

folyamatban a N_ amméniadvi redukilédik, mely egyrészt kizvet-

2
leniil a gazdandvény nitrogénutdnpoétlasat biztositja, masrészt
kozvetve a talaj kotott nitrogéntartalmdt ndoveli. A szimbio-
tikus nitrogénkités nagy gazdasigi jelent8sége miatt e folya-
mat molekuldris bioldégiai vizsgidlata az elmilt években rendki-
viil intenzivvé valt. Ezekhez a kutatisokhoz kapcsolddott mun-

kacsoportunk a MI'A Szegedi DBiolégiai Kozpont Genetikai Intéze-

tében. Célkitiizésiink a Rhizobium meliloti 41 szimbiotikus nit-

rogénkotésének molekuldris szinten vald megismerése genetikai
és biokémiai mbédszerek alkalmazisival, és a gvakorlati haszno-

sitasi lehet8ségek kutatésa.



2 .TRODALMI ATTEKINTES

2.1.Konjugdcid és kromoszdédma mobilizicid F-plazmidokkal.

A bakteridlis genetikai vizsgdlatoknak alapfeltétele olyan
kisérleti rendszer létrehozasa, mellyel genetikai informidciddt-
vitelt tudunk megvaldésitani. A genetikai kutatidsokban az 1940-
es évektdl kezdve ismert és széles korben alkalmazott mecha-
nizmus a konjugativ plazmiddal végzett genetikai informiciddt-

vitel, melyet elészor Escherichia coli-ban irtak le /LEDERBERG

és TATUM, 1946; LEDERBERG és mts., 1952; IIAYES, 1952; 1953,
CAVALLI és mts., 1953/. A konjugativ plazmidok kozil legismer-
tebb az E.coli F- /fertility/ plazmidnak nevezett szexfaktora.
Ez a baktériumse jtben két formidban: onidllé extrakromoszdémalis
részecskeként vagy kromoszdémaba integrildédva létezhet.

Az ©nallé F- faktor /F’/ két tipusat ismer jik /CURTISS és
RENSHAW, 1969/: az 1. tipus nagy gyakorisiggal, a 2. kis gyako-
risidggal képes beépiilni a kromoszdémaba. Mindkettd képes plazmi-
dot tartalmazdé /donor/ sejtb8l Atjutni a plazmidot nem tartal-
mazbé /recipiens/ sejtbe. Az a4t jutds gyakorisaga kb. 10”7t nagy-
shdgrendi, vagyis minden 10. recipiens sejt megkapja a plazmi-
dot. Az At jutidskor kis valdsziniiséggel /10—5—10—6/ a plazmid-
dal egylitt a donor kromoszdémajadnak egy-cgy darabja is atjut a
recipiens sejtbe. Iz az u.n. kromoszéma mobilizidcidés képesség
/Cma = chromosome mobilization ability/. A kromoszédma wmobilizd-
cié mechaniznusa nem ismert. Feltételezik, hogy a plazmid és a
kromoszbéma kozott ideiglenes kapcsolat alakul ki a transzfer
ide jére és ehhez a 10—5—10-6 nagysagrendii kromoszdéma mobilizi-
ciéhoz.a donor rekombindcidés /rec A/ Tunkcid janak épsége sziik-

séges /CLOWES és MOODY, 1966/. A rekowbindcidés, mechanizmusa-



ban hibads donor is képes .’LO—8 - 10_9 nagysagrendiu kromoszdéma
Atvitelre /CLOWES és MOODY, 1966; CHANDLER és KRISIHNAPILLAIL,
1974/. Ez a kis gyakorisigu atvitel magyarizhaté a nem transz-
ferdbilis plazmidok mobilizicid jara feltételezett mechanizmus-
sal /SMITH és mts., 1963; EDWARDS és MEYNELL, 1969/, vagyis,
hogy a kromoszdéma mobilizidcidkor nem sziikséges a kromoszdédma és
a plazmid kozotti strukturidlis asszocidcidé kialakuldsa /CLOWES
és MOODY, 1966; MOODY és HAYES, 1972/, de az alacsony atviteli
gyakorisidg oka lehet integriacidés szekvenciakhoz kapcsolt re-
kombinAciés folyamat is /illegitim rekombindcid/.

Az integrialdédott F~-faktort tartalmazd torzseket fr /Eigh
frequency of Eecombination/ torzsnek mnevezzik, mert a beépult
F-faktor segitségével ezek képesek arra, hogy génjeiket nagy
gyakorisaggal /kb. lO—'2 per recipiens sejt/ 4t juttassidk a re-
cipiens sejtekbe. A sok ismert Hfr t0rzs mis-mas, torzsspeci-
fikus helyen tartalmazza a beépiilt F-faktort. A Hfr torzsek
kromoszéma mobilizicids tulajdonsigai eltérnek az eldzdekben
ismertetett F-faktorétdl: itt a részecske a kromoszdédma transz-
fer sorin mindig a disztidlis végen helyezkedik el, ezért a
teljes IF-faktor csak ritkan jut &4t a recipiens sejtbe. A kro-
moszéma mobilizdcid janak itt nem feltétele a rec A gén épsége
/MOODY és HAYES, 1972/. Az integralédott F-falktor cma mecha-—
nizmusdt a "rolling circle" modell /GILLBERT és DRESSLER, 1968/
segitségével magyarizzidk. A recipiens scjtbe a donorbdl egy-
szAlG DNS jut At. A donor kromoszdémdjinak cgyik szalat az TF-
faktor ori-T génjénél cgy specifikus enzim /mob gének diffuzi-
bilis terméke/ felhasitja /CLARK és WARREN, 1979/. A bakterid-

lis DNS egyik szadlardél uj képia szintetizilodik, mely az F-fak-
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tor integrildédisi helyétdl fiiggd méretii darabjiaval kezdddik
/az el&szor At juté DNS darab mérete L45-62 kb kozott lehet; az
F-faktor mérete 94,5 kb/, majd a bakterialis DNS, végiil az F-

faktor hidnyz6 része szintetizdlddik.

2.2.Konjugdcib és kromoszdéma mobilizdcid F-tdl eltérd inkompa-

tibilitdst plazmidokkal.

A konjugativ plazmidokat inkompatibilitisi csoportokba so-
roljidk. Az egy inkompatibilitdsi csoportba tartozd plazmidok
replikdciés rendszere hasonld, ezért egy baktériumse jtben tobb,
azonos inkompatibilitAdsi csoportba tartozdé plazmid nem képes
stabilan fennmaradni. Az inkompatibilitads mellett a plazmidok
masik fontos jellemzdje, hogy milyen baktériumban, illetve bak-
tériumokban képesek replikidldédni /gazdaspecifitds/. Az egy in-
kompatibilitidsi csoportba tartozdé plazmidok gazdaspecifitasa
hasonldé. Az F-csoportba tartozd plazmidok pl. csak az I.coli-t
és kozelrokon fajokat fertdznek, mas csoportok, pl. C,N,P,Q,W,
stb. széles gazdaspecifitastak.

A széles gazdaspecifitdsd plazmidok koziil genetikai vizsgi-
latok szempont jabél a Pl inkompatibilitadsi csoport R plazmid-
jai a legfontosabbak, mert koziilik tobb plazmid transzferképes-
sége mellett cmat is. IFeltételezhetben, a 2. tipusa I'-plazmi-
dokhoz hasonldan, igen kis gyakorisiaggal képesck integrilddni
a kromoszomaba, és az I'=plazmidokhoz hasonldéan mutat jak az in-
tegrativ szupresszid Jjelenségét /egy hémérsékletérzékeny plaz-
mid, ha kromoszdémaba integralddik, akkor magas homérsékleten a
kromoszémaval egyiitt replikdldédiky NISHIMURA és mts., 1971

HOLLOWAY, 1979/. Az R plazmidok kromoszéma.mobilizéciéjét/mg—
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gyariz6é elméletek, awz Ft plazmidéhoz hasonldan, specifilkus
nukleotidszekvencidk Lkolcsonds jelenlétét tételezik fel a

plazmidon és a kromoszémédn /SIHAPIRO és mts., 1977/.

2.3.Genetikai térképezés parcidlis heterozigdétikkal : kapcsolt-—

\

sagi analizis.

2.3.1.Kétpontos térképezés.

Kromoszdéma mobilizicid esetén a recipiensbe jﬁtott donorere-
detii kromoszdémadarab a recipiens homoldég régid jival parosodik
és amennyiben az At jutott DNS darab genetikailag eltérd, a 1lét-
re jott rekombininsok kimutathatéak. A beépiiléshez bakteridlis
rendszerben paros szami crossing over szikséges.

A genetikai térképezés alapjaul az egycs tulajdonsagok cgylitt-
oroklédési gyakorisiga szolgdl. Két gén kapcsoltsiga ammal na-~
gyobb, minél gyakoribb az egylttoroklddésiik. A gének kapcsolt-
sdga és a fizikai tavolsidg forditottan arinyosalk.

Kétpontos térképezéskor, ha a donor genotipusa 2:2+, a reci-
piens genotipusa pedig a b, g+ ill. B+ rekombinansokra szelcok-~
tdlva a két allélpir kapcsoltsagit /c/ megkapjuk, ha wmegilla-

pitjuk

hanyadosok értékét. A két allélpar aumidl kozelebb van egymis-

hoz, minél kizelebb van a hanyados értéke l-hez.

2.3.2.Harompontos (érképcuzés.

Két pont sorrendjének eldontéséhez cgy harmadik, referencia-
pontot is figyelembe kell venniink. Pl. a+b+c+ genotipusa donor

a_b ¢ genotipusdi recipiecns keresztczésekor az egyik allélre



szelektalt rekombinansok kozott megidllapithat juk a masik két
markerre kapott rekombindnsok szamat. A lcgfitkébban el ordu~-
16 kategdria a két szélsd donor és a kizépsd recipiens allélt
tartalmazza /pl. a’b c+/, és ez a ritka rekombinans kategdria
csak négyszeres crossing overrel johet 1létre. A fenti példabol
az is kovetkezik, hogy harompontos keresztezésb8l csak akkor
tudunk a génsorrendre kovetkeztetni, ha legaldbb az egyik sze-~

lekt4dlt donor allél szélsd elhelyezkedésii.

2.3.3.Kapcsoltsagi fiiggvény.

WU /1966/ bevezetett egy fliggvényt, melynek segitségével a
transzdukcids kapcsoltsigi adatok additivva tehetdk. Az Altala

leirt képlet c:/l—/d’/l//j, ahol

c = a két marker kozott mért kapcsoltsag
d’z a két marker kozotti fizikai tadvolsag
1 = a transzdukildé DNS Atlagos hossza

A képlet megalkotasakor WU feltételezte, hogy a transzdukaléd
DNS megkozelit8leg azonos méretii, és a kromoszdé4miba random sza-
kaszok épililnek be. A kapcsoltsigi fliggvény Altalimnosabbd tehetd.
KONDOROSI és mts. /1977/ a képletet c:/l-d/? alakara moédositot-
tak, ahol d=d’ /1, d: az alkalmazott térképtiavolsie onkdényes
cgységekben.

A médositott fiiggvéuny alkalmazhatdésdganak feltétele, hogy aw
At jutott DNS darabok egységes méretiiek lcgyenek, vagyis azonos
kiter jedési parcidalis diploid régidé alakuljon ki. Nonjugacids
rendszerben a modositott képlettel kapott kapesoltsapi adatok
additivvad telhetdk, és igy megallapithatdé volt, hogy pl. R.meli-

loti 4l-ben az atjutd Tragment Atlagos hossza a kromoszéma 1/3-

a /KONDOROST és wmts., 1977/.
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2.4 .Perctérképezés és parcidlis diploiddal végzett konjugicids

térképezés

Az F.coli lfr torzsei lehetdséget adnak a kromoszdéma perc-—
térképének elkészitésére. A teljes I.coli kromoszdédma a4t jutdsa,
lifr donorokkal végzett keresztezésekben, 37OC-on 100 percig
tart /BACHMANN, 1979A s egy adott marker Atjutasi iddpout ja
néhany perc pontossiaggal mérhetdé. A kromoszdédma hossza 3x106
bazispar, igy percenként kb. 30-35 ezer bAzispart kitev® DNS
szakasz jut At, ami 30-35 Atlagos méretﬁ cisztrommak felel uneg.
A konjugdcidé soran kialakult pilus razésra torik, és igy a fo-
lyamat barmely id8pillanatban megszakithatd. Elvben nem kell
mist temni, mint megmérni egy adott gén At jutasémnak iddpont jat.

A DNS 4t jutdsa az F-faktor beékelddési helyétdl kezdddben
torzsspecifikusan egyiranyi és az adott torzsre jellemzd, hogy
a beédkelddési helytd8l jobbra vagy balra indul. Ebb&l az egyi-
ranyGsagbél kovetkezik, hogy az At jutdsi iddpont ismerete ele-
gendd egy gén térképhelyzetének definidlasidhoz.

A perctérképezés felbontoképességének hatira tehit a percen-
ként A4t jutdé DNS szakasz mérete, vagyis csak egymastdl ilyen
vagy ettdl nagyobb tavolsidgra elhelyezkedd génekre alkalmazha-
t6. A médszer Linomitadsara az ad lehetdséget, hogy a recipicus
a konjugicid utani rovid idd8ben parciilis diploid Allapotban
van és az utoljara bejutott markerre szelektidlva a korabban
at jutott markerek szétvidlisat kovetd rekombinicids analizisscl

a markerek sorreundje megallapithatd.

2.5.Konjugdcié és kromoszdéma mobilizdcid Rhvizobiuwnokhan.

Rhizobium fajokban tobb kiilonbozd tipust géntranszfert ir-

tak le /transzformicid, transzfekcid, transzdukcid, konjugicid/.



Cenetikai térkép készitésére a konjugicidés rendszer a legal~-
kalmasabb, ezért disszerticidmban csak ezt a rendszert targya-

{

lom részletesebben,

2.5.1.Konjugdcioé és kromoszdédma mobilizicid.

A Rhizobium torzsek egy vagy tobb plazmid DNS~-t tartalmaz-
nak, és néhany torzs esetében bizonyitott, hogy a Rhizobium
sajat plazmid DNS-e képes konjugicidra és géntranszferre.
HEUMANN /1968/ leirt egy természetes, konjugidcidés rendszert
R.lupini egy noduldcidéra képtelen torzsében. A szimbiotikus
funkcié hidnya miatt ez esetben azdédta sem volt bizonyithatd,
hogy valéban R.lupini torzsrél van szé. HIGASUI /1967/ R.tri-
folii akridin-orange kezeléssel nodulicidéban hibas, azaz gumdt
nem képz8 Nod mutdnsokat izoldlt, és ki tudta mutatni noduiér

cids és gazdaspecifitidsi tulajdonsigok At jutdsat R.trifolii-

b6l R.phaseoli-ba. Kromoszéma mobilizicidét nem irt le.

COLE és ELKAN /1973/ R.japonicum R plazmidjidnak transzferét

mutattdk ki Agrobacterium tumefaciens-be. BEDMAR és OLIVARES

/1980/ NR.mecliloti esctén mutattik ki egy 56,6 Md nagysagd plaz-

mid transzferét, de a plazmid kromoszédma mobilizicids képessé-

gét nem vizsgiltak. HIRSH /1979/ R.leguninosarum-bél mutatott

ki egy konjugativ bakteriocin plazmidot, mely a bakteriocin
termelésédért rfelelds géneken kiviil nodulicids géneket is tartal-
maz /JOHNSTON és mts., 1978a; BREWIN és mts., 1980/. Ez a plaz-
mid 10_7—10-8 /recipiens sejt frekvenciaval képes kromoszodma
mobiliziciora.

Rhizobiuwmn spp. természetes plazmidjai uem adtak lehetdséget

a kromoszdémalis gének genctikail analizisére a kromoszdma mobi-



lizidcidés képesség hidnya vagy alacsony frekvencidja miatt. A
probléma megoldidsat a Pl inkompatibilitidsi csoportba tartozd
plazmidok felhasznidlisa jelentette. Az R plazmidokat Pscudo-

monas acruginosa egy torzsében taldltik, és ezek a plazmidok

az eddig vizsgdlt Gram negativ baktériumok mindegyikébe Atvi-
het8k, igy Rhizobiwn torzsekbe is /DATTA és mts., 1971; DATTA
és HEDGES, 1972; BERINGER, 1974 /. Az RP4 jeli plazmiddal kro-

moszoéma mobilizdcidét mutattak ki R.leguminosarum 300 torzsben

9

frekvenciival /BERINGER és IIOPWOOD, 1976/. R.meliloti 2011

10~
torzsben 10_5..10'6 frekvenciival /MEADE és SIGNER, 1977/. Az
RP4 plazmidnal &ltalédnosabban és effektivebben hasznélhafé az
R68.45 jelii plazmid, melyet IIAAS és HOLLOWAY /1976/ izolaltak.
Ez a plazmid az R68 jelii plazmid szérmazéka, egy 1,5 Md méreti
extra DNS darabot tartalmaz /JACOB és mts., 1977/. Eunek az 1,5
Md-~os darabnak hasonld szerkezete van, mint a transzpozonoknak:
egy 1,2 Md méretii, ismétl8dd R68 plazmidbdl sziarmazd szekvenci-

aAbdél és egy 0,3 Md méretii, valdsziniileg Pseudomonas acruginosa

eredetii kromoszdémadarabbé6l A1l /LEEMANS és mts., 1980/.
Ez az R68.45 jelii plazmid szdmos fajban képes kromoszdma mo-

bilizécibéra /Pscudomonas spp., LE.coli, Rhodopsecudomonas sphcro-

ides, Rhizobiwn spp./. Ennek a plazmidnak a kromoszdéma mobili-

zdcibés mechanizmusa nem ismert, valdsziniileg kapcsolat 1létesiil
a plazmid és a kromoszdéma kozott a mobilizicid soran, de krowmo-
szémidba vald stabil integricid jat eddig mem sikeriilt kimutatni
/HOLLOWAY, 1979; HOLLOWAY és mts., 1979/. Az R68.45 plazmid ge-

netikai térkép készitésére jél hasznalhatd. lmnek okai a kovel-



Kezgk :

1.Az R68.45 plazmid a kromoszdéma szamos helyérdl képes kromo-
széma mobilizicidét inditani és kb. azonos frekvenciaval ad
rekombindnsokat a legkiilonbozdbb markerekre. Ez a frekven-

g : -6 eyt A
cia R.leguminosarum-ban 10 ~/donor sejt /BERINGER és mts.,

P e B
1978/, R.meliloti~ban 10 3—lO )/donor sejt /KONDOROSI és

mts., 1977; CASADESUS és OLIVARES, 1978; KISS és mts., 1980.
2.A kromoszdéma nagy darabjait képes 4t juttatni egyik se jtbsl

a masikba. R.leguminosarum esetén a kromoszdéma atlag 15%-a,

/BERINGER és mts., 1978/, R.meliloti-n&l 30%-a /KONDOROSI

és mts., 1977,; KONDOROSI, 1977/ az egyszerre Aatjutd fragment.
3.A kapott rekombinidnsok haploidok, a markerek stabilan orok-

18dnek, azaz szegregicidé nem mutathatd ki, és igy a recesz-

sziv markerek is megnyilvanulnak,

2.5.2.Rhizobium kromoszéma térképek.

Konjugédcidés technikidval eddig 4 Rhizobium torzsnek késziilt
el a koralakti genetikai térképe. Mind a 4 esetben Pl inkompa-
tibilitAdsi csoportba tartozd plazmiddal tortént a térképezés.

Az RP4 plazmiddal szerkesztették meg a R.meliloti 2011 torzs

térképét /MEADE és SIGNER, 1977/, az R68.45 plazmiddal késziilt

a R.meliloti 41 /KONDOROSI és mts., 1977/, a R.meliloti GRA

/CASADESUS és OLIVARES, 1979/ és a R.leguminosarum 300

/BERINGER és mts., 1977/ torzsek térképe.

Az R68.45-6s kromoszdédma mobilizidcidéval a R.leguminosarum,

a R.trifolii és R.phaseoli kozott haploid rekombindnsok gyakor-

latilag ugyanolyan frekvenciaval képzdédnek, mint fajon beliil,

igy ezen gyorsan novg Rhizobium fa jok kromoszémai kozel
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homolégnak tekinthetdk /JOHNSTON és BERLINGER, 1977/. Ugyaunakkor

a R.meliloti 41 és R.leguminosarum 300 tdrzsek koézott haploid

rekombinidns nem nyerhetd, de a 2.3,3., pontban leirt mdédositott
kapcsoltséigi filiggvény segitségével a két Rhizobium torzs kap-
csoltsigi adatai additivvia és Osszehasonlithatéva teheték
/KONDOROSI és mts., 1980,; BFERINGER és mts., 1980/, és megilla-
pithaté, hogy a két Rhizobium toérzs kromoszdémain a markerek el-

rendezddése hasonlé.

2.6.In vivo és in vitro elB8Aallitott R-prime-ok és kromoszdma

mobilizicids sajatsigaik.

Az F-plazmidok, amennyiben kovalensen integraldédott LE.coli
kromoszdémadarabot hordoznak, megnovekedett gyakorisagli kromo-
szématranszfert inditanak a homolég régidbdél /LOW, 1972/. Enunek
analdégidjdra az R plazmidokbdél is elBAllithatdk olyan szirmazé-
kok, melyek pl. Rhizobium kromoszdémadarabot hordoznak és ezek-
t81l is vArhaté a homoldég régidbdl inditott megnodvekedett gyako-
riségi polarizalt transzfer,

JACOB és mts. /1976/ in vitro elBadllitottak olyan RP4-prime-

okat, melyek R.leguminosarun DNS darabokat hordoznak. Az RPY

plazmidot 3 restrikciés endonukledz /Bamill, 1lindlll és IlcoRl/
hasit ja egy-egy Lielycen. JACOBD és mts. az Ilcolll hasitasi helyre

klénoztika R.leguninosarum DNS darabjait. Az altaluk tesztelt

két R-prime/a beépiilt fragment nagysaga 5,1 ill. 2,5 Md/ nem

adott megnovekedett kromoszdéma mobilizacidét R.leguminosairum 13

kiilonboz8 auxotrdfl és 1 antibiotikum rezisztens torzsében,
JULLIOT és BOISTARD /1979/ RPA vektor lindlll hasitasi helyére

klénozott R.meliloti 2011 torzs DNS-ének fragmentjeit. 16 RPU-
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Prime kromoszéma mobilizAcids képességét tesztelték és U4 esct-
ben tudtak kimutatni megnodvekedett polarizilt transzferképces-
séget.

R-prime-ok in vivo mbédszerekkel is izolidlhatdk. HEDGES és

mts. /1977/ donorként P.aeruginosa RG68.44 tartalmi torzsét,

recipiensként pedig E.coli trp auxotrdéf torzsét hasznidltik.

E.coli trp+alléljére szelektilva kis gyakorisiggal /lO_lO per

recipiens se jt/ kaptak olyan prototrdéf telepet, melybdl ki
tudtdk mutatni egy R68.44 szadrmazék jelenlétét. Az RG68.4kL plaz-

midba épiilt Pseudomonas eredetii DNS-darab mérete 75,4 Md volt.

HOLLOWAY /1978/ P.aeruginosa rec' és P.aeruginosa rec argll

torzsét keresztezte. A EEE+ donor R68.45 plazmidot tartalma-
zott. Az §£§E+ prototrdéf telepek megjelenési gyakorisiga 10_8
per recipiens sejt volt., Bizonyitottidk azt is, hogy a protot-
ré6fidt az R68.45-prime eredményezte, mely az §£§E+ régidt ko-
valensen beépiilve tartalmazta.

JOHNSTON és mts. /1978b/ szintén R68.45 R-prime-okat izolal-

tak, in vivo médszerrel. Donorként R.meliloti 20l1ll, recipiens-

ként R.leguminosarum torzseket hasznidltak., Mivel a két Rhizo-

bium torzs kromoszémai ja nem homoldg, keresztezésiikkel nem nyer-
het8k haploid rekombinidnsok, de alacsony gyakorisaggal olyan

R68.45 szArmazékok izolAdlhatdék, amelyek R.meliloti 2011 DNS-

ének egy darabjidt kovalensen beépiilve hordozzdk. Meghatdroztik
a beépiilt fragmentek méretét, és ez a hArom vizsgidlt R-prime
esetében eltérd volt /13, 23 és 43 Md/. Megdllapitottik, hogy
a Rhizobium DNS fragmentek az R068.45 plazmid két kiilonbozdé he-
lyére integrilédtak /JOIINSTON és mts., 1978b/. HU és mts,

/1975/ hasonld megAllapitdsra jutottak az F-prime plazmidok
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vizsgAlatakor. Ezekb8l a kisérletekbdl az a kovetkeztetés
vonhaté le, hogy a plazmidokon egy meghatdrozott régid fele-
16s a Cma’ fenotipusért, és mAs plazmidszekvenciik is szere-
pet jatszhatnak a kromoszéma-plazmid interakcidéban R-prime

létre jottekor., Ezek a R.meliloti 2011 kromoszémafragmentet

hordozé R-prime-ok megniévekedett polarizidlt transzfert mutat-

nak R.meliloti 41-ben /KONDOROSI és mts., 1980/, de R.legumi-

nosarum-ban nem /JOHNSTON és mts., 1978b/.

KISS és mts. /1980/ feltételezték, hogy ilyen R-prime-ok a
transzkonjugdns populdcidéban spontdn eléfordulnak., Tobb keresz-
tezésben azonos markerre szelektdlva a mdr meglevd R-prime-ok

feldusithaték. R-meliloti 41 torzsben R68.45 plazmiddal cys-

i§+ rekombiné&nsokra szelektdltak és ezeket a cxs-hé+ rekombi-
ndnsokat két egymidst kovetd keresztezédsben donorként hasznil-
tdk. A misodik keresztezés utdn ki tudtdk mutatni, hogy az
R68 .45 hordozta kanamicin rezisztencia és az eredetileg kro-
moszémAlis gzg+ tula jdonsidg erdsen kapcsolt. Ez az R68.45
szhrmazédk /pGYl/ konjughcibd sordn is stabil maradt, és a cys—
i§+ markeren kiviil a cys-24 prototréfidt és a 16-3 Rhizobium
fdg attachment site-jAt is hordozza. Az R68.45 plazmidba é-
pult DNS mbélsitlya 17,8 Md-nak adédott. A pGY1l megndvekedett
géntranszfert mutatott a cys-46 régidébdl, a markeratvitel po-
larizilt és az 6éra jardsAval ellentétes irdnyitottsdgi. Ugyan-

ez az irdnyitottsdg figyelhetd meg a R.meliloti 2011 torzsbdl

szdrmazbé R68.45-prime-ok esetdédben is /KONDOROSI és mts., 1980/
Igy az eddig in vivo médszerekkel izoléalt Rhizobium DNS~t tar-
talmazé R-prime-ok mindegyike az é6ra jAradsival ellentétes i-

rdnyban indit polarizalt transzfert. Ez ellentétben 411l az in
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vivo eléhdllitott F-prime-oknAl tapasztaltakkal,., Az in vivo

létrejott R-prime-ok kozott taldlhaté olyan, amely az 6ra ja-
rdsAval megegyezd, de olyan is, mely azzal ellentétes ir&nyba
indit polarizilt transzfert. In vitro izoldlt R-prime-ok ese-~

tében mind R.meliloti 2011 tdrzsnél, mind R.meliloti 41

torzsnél nyerhet8k olyan szArmazékok, melyek vagy az 6ra ja-
rdsdval egyezd, vagy azzal ellentétes irdnyban inditanak po-
larizédlt transzfert /JULLIOT és BOISTARD, 1979, jelen dolgo-

zat/ .

2.7 .R-prime-ok alkalmazisa a genetikai analizisben.

A teljes kromoszdémat Atfedd R-prime sorozat lehetdvé te-
szi, hogy szupressziés /komplementicidés/ analizissel ismeret-
len mutdcidékat gyorsan és egyszeriien lokalizAlhassunk a kro-
moszbéman., Ugyancsak a gyors térképezést segiti eldé az R-
prime-ok homolég régidbdél inditott, megnovekedett mértékiu po-
larizAlt transzfer képessége. TovAbbi lehetdség, amely szin-
tén a polarizilt transzfer képességgel kapcsolatos, a kap-
csoltsdgi térképezési adatok finomitdsa. Konjughcids térképe-
zéssel 80%-ndl nagyobb kapcsoltségot mutaté gének sorrendje
mAr nem donthetd el. A térkép tovAbbi finomiths&ra mar finom-
térképezédsi rendszerre /pl. transzdukcié/ van sziikség. Az R~
prime-okkal kapott rekombinAciés gyakorisigok azonban mar
ilyen kis kromoszémaszakaszon is egy nagységrendnyi kiilonbsé-
get adnak. Ismerve az R-prime polarizélt transzferének iré-

nyitottsdgldt, a génsorrend meghllapithaté.

2.8.Célkitiizés.

Munkacsoportunk célja az, hogy Rhizobium meliloti-ban a

szimbiotikus nitrogénkétésért felelds géneket lokalizéil juk.
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Ennek érdekében sziikséges yolt tovAbbi auxotréfia és rezisz-
tencia markerek térképhelyzetének megillapitéséval bdviteni

a mAr meglevd R.meliloti kapcsoltsigi térképet. Sziikséges

volt tovabba egy olyan konjughcidés rendszer kidolgozésa, a-
mely lehetdvé teszi a noduldcibéban és a nitrogénkstésben hi-
bds, vagyis nem szelektdlhatd fenotipusu mutdnsok térképezé-
sét.

A dolgozatnak egy mAsik célkitiizése volt a genetikai
rendszer tovAbbfejlesztése in vitro el8Allitott R-prime-ok
alkalmazédséval.,

A dolgozatban szerepld kisérletek egy része olyan csopart-
munka eredménye, melyben én is részt vettem. Ezt a megfeleld

helyen tobbes szlm elsd személy hasznélatbval jelzem.
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3.ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.A dolgozatban szerepld genetikai markerek és roividitések.

3.1.1.Auxotré6fia markerek,

Jelolések: pur - purin cys - cisztein
met - metionin PYyr - pirimidin
arg - arginin phe - fenilalanin
his = hisztidin trp - triptoféan
leu - leucin glt - glutaminsan
gly - glicin ’ tyr - tirozin
pro - prolin Bl - Bl vitamin

A purin- és pirimidinbAzisokbdél 25 mikrogram/ml-t, az amino-

savakbél 50 mikrogram/ml-t haszndltam.

3.1.2.Antibiotikus rezisztencia markerek,

Rhizobium meliloti esetén haszndlt antibiotikumok és kon-

centricibék /kromoszémélis marker hArom betiivel, plazmid mar-

her két betiivel roviditve/:

str - streptomicin 250 mikrogram/ml
rif - rifampicin 100 "
nov - novobiocin 60 "
5FU - 5-fluoro-uracil 5 "
gen - gentamicin 200 "
cuil - kloramfenikol 20 "
Km - kanamicin Loo "
Tc - tetraciklin 15 "

Escherichia coli esetén haszndlt antibiotilkumnok és kon-

centricidk:
Km - kanamicin 30 mikrogram/ml

Tc - tetraciklin 15 "



Ap - ampicilin 100 wmikrogram/ml

3.1.3.Egyéb roviditések.

attl6-3

fix

nod
tra
cma
nar

A dolgozatban

a Rhizobium meliloti 41 16-3 fégjanak

kotd8dési helye

a léghori nitrogén megkotésének hépes-
sége .szimbibézisban

gimdképzd /noduldciés/ képessédg
plazmidtranszfer gének

kromoszéma mobilizidcibés képesség

nitrdt reduktidz enzimben hibas mutinsok

ritkdn eldforduldé jeldlésekre DEMEREC és mts.,

/1966/ 4ltal bevezetett roviditéseket hasznalom.

3.2. TAptalajok és higitdk.

YTA: R.meliloti és E.coli szamAra egyarant komplett

tdptalaj.

Osszetétele:

éleszt8kivonat /Difco/ lg
trypton /Difco/ 10 g
NaCl 58
1 M MgSO, 1 ml
1M CaCl2 1l ml

desztilldlt vizzel 1000 ml-re ki-
egésziteni, pli=7,0. Sziliadrd tap-
talaj készitésekor kiegészitve 2%

agarral,
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GTS: minimdl té4ptalaj R.meliloti szaméra

Osszetétele: MgS0, x 7 H,0 100 g
CaCl, x 6 H,0 220 g
hzﬂpou 2RO g
FeCl 20
3 g

A F8013-t 100 m1 0,1 N HCl-ban

kell feloldani. Desztill4lt viz-
zel 1000 ml-re kiegésziteni, pH=6,8.
Szildrd tédptalaj esetén kiegészitve
2% agarral,

Higité: 0,9%-o0s NaCl oldat.

3.3.Baktériumtorzsek és plazmidok,

A felhasznidlt baktériumtorzsek adatai az 1. tadblazatban,

a plazmidokéi a 2.tAdblAzatban szerepelnek.

3.4.A baktériumok szaporitéisa.

Inkubdcidés hdmérséklet: R.meliloti szimlra 3000, E.coli

szémira 3700. A tenyészetet levegdztetéssel szaporitottuk.

3.5.Térképezés R68.45-ben 16v6 plazmiddal.

3.5.1.Konjugdcié Rhizobiumokban szil4rd agar feliileten.

9sejtﬁnl/

A konjugAcidhoz késdi logaritmikus féazisd /kb. 10
donorbdél és recipiensb6l 6sszemértiink 0,1-0,1 ml-t YTA le-
mezre, majd 37°C-0s termosztatban 16 dra hosszat inkubdltuk.
Ezutdn a baktériumokat a lemezrdl lekaparva fizioldégiis sé-
oldatban szuszpendaltuk, és szelektiv lemezre kiszdélesztettik
/GTS + megfeleld kiegészités/. A plazmidtranszfert a kiszé-
lesztésekor megdllapitott domor ill. recipiens sejtszémra_m

vonatkoztat juk.



- 18 -~

3.5.2.Keresztezés,

A keresztezéseket szilArd agar feliileten konjugiciéval
végeztik, A keresztezett populdcidét szelektiv lemezre szé-
lesztettiik, meghatAroztuk a donor, a recipiens és a transz-
konjugansok se jtszdmidt, a donor és recipiens markereinek
reverziés gyakorisdght és a recipiens egyes markereire ka-
pott rekombiniciés gyakorisigot. Ellenszelekciés markerként
a szelektalt markerrel nem kapcsolt markert hasznidltunk. A
nem szelektd&lt warkereknek a szelektéltakkal torténd At juta-
s4t a Lederberg~féle replikécidés technikadval /LEDERBERG és

LEDERBERG 1952/ hatAroztuk meg.

3.6.A nitrdtreduktdz kimutatésa.

Reagens a nitrAtreduktiz teszthez: /Griess-Ilosvay reageumns,
két komponens /A és B/ 1:1 ar&nyG keveréke.

A komponens: 1 g szulfanilgav 100 ml 30%~o0s ecetsavban oldva

B komponens: 0,3 g alfa-naftilamin 70 ml kétszer desztilalt
vizben forralva, uténa sziirve és kiegészitve 30
ml ecetsavval.

A teszt leirdsa: A nitritreduktiz miikodését a NO3 - NO2
4talakitds alapjédn, szinreakcié6val mutattuk ki, A vizsghlan-
dé6 baktériumokat szilArd YTA téptalajra kicsikoztuk, 10mM
NaNO3 oldattal benedvesitett s=ziirdpapirral légmentesen le-
fedtiik, 15 percig szobahdmérsékleten tartottuk a lemezeket,
majd 1 ml Griess-Ilosvay reagenst ontottiink r4., A megpiroso-

dott telepek aktiv nitritreduktdz enzimmel rendelkeznek

/KISS és mts., 1979/.
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l1.t4dblézat. A dolgozatban szerepld mikroorganizmusok jegyzéke.

Rhizobium meliloti 41 torzsek

Torzs jele Markerei Forréas
Rm41l vad Dr.Szende K&lmAn
AK74 his-1l str-1 AK245 spontédn mutans
AK80 cys-hL6 Kondorosi és mts,197L
AK168 cys-46 str-3 AK80 spontén muténsa
AK171 pu -1 met-331 str-2 AK212 NTG mutagenezis
AK173 pur-l‘pyr-29 str-2 AK212 NTG "
AK176  cys=h6 gly-1 str-3 AK168 NTG "
AK177 cys-46 his-210 str-2 AK168 NTG "
AK180 cys-46 pur-3 str-3 AK168 NTG "
AK181 pyr-1l his~-210 str-2 AK212 NTG "
AK184 cys-46 gly-1 leu-4 str-3 AK176 NTG "
AK185 cys-46 gly-1 pur-4 str-3 AK176 NTG "
AK193 cys-46 gly-1 pur-4 met-2 AK185 NTG "
AK194 cys-46 gly-1 pur-4 tyr-1 str-3 AK185 NTG "
AK196 cys-46 gly-1 pur-4 pyr-1 str-3 AK185 NTG "
AK200 pur-1 his-210 pyr-2 str-2 AK181 NTG "
AK207 his-1l str-1 rif-1 AK74 spontian muténsa
AK208 his-l str-1 /R68.45/ PAO25+AK74 —>

~ K An74
AK209 pur-1 pyr-29 str-2 /R68.4k5/ AK208+AK173~->»

- Koo aK173

AE212 pur-1l str-2 Dr.SvAb Zéra
AK213 his-1l str-1 rif-1 cml-2 AX207 spontan muténsa
AK239 cys-16 Rm4l NTG mutagenezis
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l.tAbladzat, folytatés

Torzs jele Markerei Forrés

AK240 cys-10 Rum4l NIG mutagenezis
AK245 his-1 Dr.Orosz Laszld

AK249 trp-6 str-8 Dr.Svab Zéra

AK250 trp-7 str-8 Dr.Svab Zéra

AK311 cys-46 gly-1 leu-4 str-35FU-2 AK184 spontédn muténsa
AK354 narB-15 phe-~15 str-6 GY43 spontidn mutéansa
AE357 narA-168 nmet-168 str-5 GY39 spontdn mutansa
AKL 62 gly-1 pyr-29 str-2 EV80 kurdlt szirmazéka
AK495 cys-46 gly-~1 phe-15 str-3 EV79 kurédlt szarmazdka
AKS51L cys-46 met-331 gly-1 str-3 GY98 kurilt szArmazéka
AK532 cys-46 gly-1 pyr-29 str-3 EV81 kurilt szarmazdéka
AK550 gly-1 leu-4 phe-15 str-3 EV102 kurélt szArmazéka
AK551 his-210 leu-4 str-13 EV104 kurdlt szArmazéka
AK631 vad, kompakt Rultl kompakt vAltozata
AK684 vad, kompakt, str-7 AK631 spountan muténsa
AK766 pyr-24 :Tnj Rukl Tns mutagenezis
AK854 cys-46 pur-3 str-3 rif-2 AK180 spontén mutéans
GY39 narA-168 ﬁet—l68 GY152 NTG mutagenezis
GY41 narA-168 pur-168 GY152 NTG mutagenezis
GYk42 narA-168 trp-168 GY152 NTG mutagenezis
GYL3 narB-15 phe-15 GY1l54 NTG mutagenezis
GYLlh narB~15 pur-15 GY154 NTG mutagenezis
GYLs narB-15 trp-15 GY1s54 NTG mutagenezis
GY75 narA-168 met-168 /k68.45/ AK208+GY39—>

- KmRTcRGY39
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l.tAbldzat, folytatés
Torzs jele Markerei Forrés
GY81 narB-15 phe-15 /R68.45/ AK208+GY43—>
— KmRTcRGYuj
GY83 narB-15 pur-15 /R68.45/ AK208+GYhl4 >
-‘,»KmRTcRGYM
GY1l41 cys-46 tyr-1 str-3 /R68.45/ AK208+AK194 —>
— gly-1'pur-4* re-
kombinéans
GY14ly gly-1 leu-4 str-3 AK184 cys-46*
revertans
GY152 narA-168 Rmll NTG mutagenezis
GY154 narB-15 Rull NTG mutagenezis
GY493 cys-46 phe-15 str-3 AK495 gly-l'revertiénsa
GY502 leu-4 phe-15 str-3 AK550 gly-1l*reverténsa
EV20 leu-6 str-3 /R68.45/ GY81+EV55-3
= KulrclEVSs
EV23 pur-l his-210 pyr-2 str-2 GY1414+AKR0OO—»~
—» KmtTcRaK200
EV31 his-1 str-1 rif-1 cml-2 68.45/ GY81+AK213—
— KmRTcRAKZOU
EV38 cys-46 gly-1 pyr-1 str-3 AK196 Rur—4+reverténsa
EV39 gly-1 pyr-l str-3 EV38 cxs-46+reverténsa
EV55 leu-6 str-3 AK177 cys-W6trevertansa
EV62 narbB~15 trp-~15 str-4 GYhs spontén muthnsa
EV6hL his-210 pyr-2 str-2 AK200 pur-1‘'reverténea

EV69

narA-168 trp-168 str-9

GY42 spontén mutéinsa
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l.t&dbldzat, folytatés

Torzs Jjele Markerei Forrés

EV74 : cys-46 leu-4 str-3 /R68.45/ TF7+AK184 —

e glz—l+rekombinénsa
EV79 cys-U46 gly-1 phe-15 str-3 /R68.45/ GYS1+AK184—>

leu-4' phe~15 rekombinans

EV80 gly-1 pyr-29 str-3 /R68.45/ AK209+AK184 -~
—a cys-46*pyr-29 leu—{f__

rekombinansa

EV81 cys-46 gly-1 pyr-29 str-3/R68.45/ AK209+AK184—>

— leu-4 pyr-29

rekombinans

EV82 narB-15 trp-15 /R68.45/ GY1414GY45—

— KmRTcRGYMtl

EV85 narB-15 trp-15 str-4 35FU-3 EV62 spontédn muténsa
EV86 cys-46 gly-1 pyr-1 str-3 AK194 Qu__r\-lt+reveré,xlsa
EV88 narB-15 trp-15 gent-2 GYL5 spontéan nuténsa
EV91 cys-46 gly-1 leu-li str-3 /R68.45/ TF7+AK184 > '

- KmRTcRAJiilsu

EV96 trp-7 str-4 /R68.45/ GY83+AKR250 ==
— KmRTcRAK;ZSO

EV102 gly-1 lou-4 phe-15 str-3 R68.45/ GY81+AK184—» cys-U4G"

phe~15 rekombinéans

EV104 his-210 leu~4 str-3 /R68.L5/ EV23+GYlhl4—> gly-1"*

his~210 rekombinans

EV106 cys-U46 gly-1 phe-15 str-3 geut-3 AKL95 spontéhn .mulénsa

EV107 his-1 5FU-1 AK2L45 spontdn muténsa
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l.t4dblizat, folytatés

ZB178 narp-15 pui‘—lj rif-8

Torzs jele Markerei Forréas
EV112 bis-l 5FU-1 /R68 .45/ EV91+EV107 -
= KmiTcREV107
EV113 narA-168 trp-168 /R68.45/ EV91+GY42 —
- KmTelGYh2
EV119 cys=i6 rif-3 AKBO spontin muténsa
EV127 cys-46 rif-3 /R68.45/ EV112+EV119—>
— KmRTcREV1l9
EV139 pur-19 str-10 JH19 spontAnmuténsa
EV180 gly-1 pur~4 trp-15 str-3 /R68.45/
EV184 gly-1 pur-4 met-2 str-3 AK193 cxs—46+reverténsa
EV196 cys-46 phe-~15 str-3 rif-4 GY493 spontdn mutausa
EV197 leu-4 phe-15 str-3 rif-5 GY502 spontdn muténsa
EV199 gly-l leu-4 str-3 rif-6 GY14lh spontdn mmutéunsa
EV207 gly-1 pur-4 trp-15 str-3 rif-7
/R68 .45/ EV180 spontdm mutéunsa
EV218 his-l stxr-7 5FU~1 nov-1 /R68.45/ EV112+AK684 no\-1 spor~
| tdn mutinsa-—» his-1
5FU-1 rekombinAns
EV261 leu-44 str-10 JHUY spontédn muténs
EV281 pyr-24 :Tn5 /pJIB3JL/ AKLO72+4AK766->
—~ TcRAK766
JH4L leu-44 Dr.llorvath Judit
JIil9 pur-19 Dr. llorvAth Judit
TF7 pur-l met-331 str-2 /R68.45/ AK208+AK171~>

- I\ZmRTcRAKl 71

GY4l4 spontin mutansa



- 24 -

1.tAbl4izat, folytatés

Torzs Jjele Markerei

Forréas

ZB201
ZB205

ZS314

cys-L6 rif-3 S5FU-4

narB-15 pur-15 rif-8 5FU-5

narB-15 trp-15 str-4 5FU-3 rif-9

Egvéb baktériumtorzsek

R.meliloti 2011

AK624

EV20L

str

his-1l str 5§FU-1 /R68.h5/

Escherichia coli K-12

HB1O1

AK1072

EV119 spontin muténsa
ZB178 spontén mutinsa

EV85 spontdn mutansa

Dr .li.Meade
EV112+AK624 > his-1

5FU~1 rekombinans

hvr hsm pro gal str sutleu 81 iacY

pro met nal /pJB3JI/

Pseudomonas aeruginosa

PAO25

leu-10 argF-10 /R68.45/

Dr.J.E.Beringer

Prof .B.W.llolloway

2.tablazat. A dolgozatban hasznilt plazmidok.

Jelolés Markerek Forras
N - R R . .
RPY Km Tec Carb P i=korip. Dr.R.A.Dixon
LRI, R o+, . e
RO8 .45y Km" Tc Carb Cma I inkomp. Prof.B.W.llolloway
. W RN i
pJB3JL I'e Carb Cma P inkomp. Dr.J.,l, Beringer




3.7. R-plazmidok h8kurdlésa R.meliloti L41-b81l.

R tipust plazmidok eliminAldsdra a plazmidtartalmi torzse-
ket 39,5°C-on novesztettiik. Ez a hmérséklet szubletélis a R.
meliloti szAmdra és a generfcibés idd kétszeresdédre nd. 20-25
generdocié utén a populécibd 25-90%-bé61 /az érték torzsenként
vdltozd/ elveszik a plazmid., A plazmidvesztés egyszerii repli-
katechnikdval kimutathaté. A kiirdlt torzsek jé6l1 haszndlhatdk

a tovAbbi keresztezésekben recipiensként,.



4, EREDMENYEK

L.,1.Uj pontok lokalizhdlésa R.meliloti 41 Kapcsoltslgi térképén.

A R.meliloti 41 kapcsoltsédgi térképét egy konjugativ, kromo-

széma mobilizécidés képességgel rendelkezd R68.45 jelii plazmid-
dal szerkesztettiik meg. A plazuwid 4t jutdsi gyakorisiga a donor
sejtbd8l a reoipiens sejtbe 10-1—10-2 nagysgrendi volt. A re-
kombinicibés gyakorislg a legkiiltnbozdébb markerek esetén 10—&_
10-5 nagysAgrendiinek adédott /recipiens sejtre szdmolva/. Ez
utébbibél az is kovetkezik, hogy az R68.45 jelii plazmid a kro-
moszéma sok pontjarél képes mobilizicidét inditani, és azt is
tudjuk, hogy viszonylag nagy kromoszdémadarabokat képes 4t jut-
tatni egyik sejtbdl a mésikba. Két pont 4t jutdsi gyakorisélga,
vagyis kapcsoltsédga és a kozottiik 16vd tAvolsdg forditottan a-
rényos. A kapcsoltségi értékek a médositott WU-képlettel addi-
tivvé tehetdk. Az alkalmazott képlet: §=1-3V§: ahol c= a kisér-
letben mért kapcsoltsig, d=térképtavolség.

Az 1.4brdn az R.meliloti 41 genetikai térképe lathatd. Disz-

szertAdcidémban a bekeretezett pontok térképezését targyalom,

A pur-19 pont térképezési adatait a 3. tAbldzat tartalmazza,

melynek alapjdn a pur-19 a cys-46 str régiéba térképezhot./Mi-
vel a filiggetlenil izoldlt streptomicin rezisztens mutdcidk,scr-l-
t81l str-10-ig, a kromoszdéma egyazon helyére térképezddnek, a to-

vadbbiakban csak cys-46 str, pur-15 str stb. régiérdl besuzélek./

A pyr-1l és pyr-2 auxotré6fokkal a pyr-29 auxotréfidval nem nyer-

hetd rekombinans utéd, és a pyr-1 és pyr-2 keresztezési adatai

negegyeznek a pyr-29 adataival,
A phe-15 auxotréfia lokalizAlésat a 4. és 5. téblizat keresz-

tezései tiintetik fel, az 5-FU-1l rezisztencia térképezési adatai
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pedig a 4., 5. és 6. tdblAzatokban lAthatdék. Ezek alapjéan a

térképsorrend cys-46 pyr-29 phe-15 5FU~1 his~1 leu-l,

A trp-6 és trp-168 jelii mutdnsok az R68.45 konjughcibs ke-

resztezési rendszer szint jén nem Liilénithetdk el. A kapcsolt-
sdgi térképen vald lokalizhldsukat a 6. tdblAzat tartalmazza,

melynek alapjan a his-1 és leu-4 pontoh kizé térképezhetd. A

leu-6 és leu-4lh a leu-L4-tdl kiilonbozd auxotrd4fidk, mert leu-4

auxotr6fidt hordozé donorral rekombinAdltathaték, de a leu-k
kozelében helyezkednek el, mert a leu-4 marker jelemléte erd-—
sen csdkkenti rekombinAcids gyakorisigukat. Pontos lokalizi&l4-
suk adatait a 7. tAdblazat heresztezései tartalumazzdk. LEnnek a-

lapjén a sorrend his-1 leu-44 leu-6 leu-4 met-168. A met-331

nem azonos a met-168 jell metionin auxotrdéfia alléllel és a 8.

tablazat adataibdl kovetkezden a sorrend his-1 leu-4 met-168

met-331 gly-1. A his-210 jelii auxotréfia sziuntén a leu-4 gly-1

régidéba térképezddik /9.tablazat/, kapcsoltsdgi adatok alapjin

a sorrend ezen a szakaszon leu-4 met-168 met-331 his-210 gly-1,

A trp-15 auxotréfia a tyr-1 pur-15 kozott foglal helyet /10.

t4blazat/. A pur-168 a str rezisztencidval mutat kapcsoltséigot.

Az 11.tAbldzaton feltiintetett helyét a pEV420 RP4~prime-mal
végzett kisérletek teszik jogossd / 1d. 17. téablazat/. A trp-7

a 11. tdbldzat adatai alapjdn a pur-15 str régidban van. A

cys-16 auxotréfidt hordozd muténs is ebbe a régidba lokalizal-

hatdé. A kapcsoltsigi adatok a pur-1l5 trp-7 cys-16 str sorrendet

valésziniisitik /12.tablézat/.
A 2.4bran Osszefoglaltam az Altalam térképezett pontol kap-

csoltsigi adatait "d" értékben kifejezve,



A Rhizobium meliloti kapcsoltsagi terképe

cys 10
o E0 st
e -/ Pyr-24:Tn5
[pur-168) pur-15 N\ APur-18
nar D-240 pur-3
¢ pur-1
ELS:Z_{’CYS_AG
narCA91 att-16-3
nar B-15 el
S —pur-6 B I
trp20:Tn5 ; g ;
L _met-13 g I
pyr29ipyr-2, [pyr-1)
~met-33
tyr-1 /
_y_—gly—1 / phe-1
Glt-41 =
‘ Ris =210 / Bhu]
met-2 N
met-331 met-168 ftrp-168]trp-6]
leu-4jleu-6 f 05d &
eff-1lleu-4 ¥

A markerek kozotti tavolsag d ertékben kifejezve



3.t4dbladzat. A pur-19 marker térképezése,

Donor Reci- Ellenszelektdlt/szelektélt A rekombi- Telep MarkerpArok kapcsolt- térkép-
piens marker ninsok nem szém siga tdvol-
szelektélt /c/ siga
osztAlyai /4/
EV91l JH19 cys-46 gly-1 leu-&/pur-—l9+ str-3" 65 pur-l9+stre3 0,27 0,35
str-3 26
cys-46 gly-1 leu-U/str-3 pur-19 43
Eur-lg+ 28 str-j,purjl9+ 0,39 0,27
gly-1 leu-4/pur-19* cys-46 10
czs-h6+ 16 pur—19+cys-h6 0,139 0,27

Markerek sorrendje:

str-1 pur-19 cys-U46
L i 3
— 0'27 o
——ey
0.35
0,27 T

telepszlm: a megvizsgdlt telepek széma pl. a pur—l9+ rekombindnsok k626tt+/9l telep/
Lederberg-féle replikicibés technikaval megéllapitottam a str-3° /65 te-
lep/ és str-3 /26 telep/ genotipust telepek szamét

c: a markerparok kapcsoltsigi gyakoriséga 3
d: additiv térképtivolsdg a markerpArok kozott /onkényes egységekben/ d:l-‘E—

/Kondorosi és mts., 1977/

6z -



L ,t4blidzat. A phe-15 marker téerképezése,

Dogbr Reci- Ellenszelektalt/ A rekombinansok nem Telep- Markerpirok kap- térkép-
piens szelektalt szelektalt osztalyai szam csolt- tavol-
marker saga,c saga,d
GY81 AK184 str-3/leu-4’ cys=46 gly-1 phe-15 29 leu-h4*phe-15 0,08 0,57
cys-46 gly-1 phe-15" 364
str:g/cys-h6+ gly-1 leu-4 phe-15 8 cys—46+phe—15 0,05 0,60
gly-1 leu-4 phe-157 147
EV127 AK550 str-3/phe-15" cys-46 gly-1 leu-lk 8 phe-15"cys-46 0,08 0,57
cys—h6+g;y—l leu-4* 21 phe-l5+leu-h¥ 0,21 o,41
str-3/leu-b4” czs-h6+glx—l+2he-l§ 9 leu-4¥p1v-1% 0,03 0,68
cys-46 gly-1 phe-15" 46 leu-4*phe-15% 0,17 o,h5
cys-46Tgly-1 phe-15 221
GY83 EV106 pur-15 str-3/phe-157cys~46 gly-1 37 phe-15Ycys~4670,11 0,52
czs—h6+glx-l L
pur-15 str-3/cys-467 gly-1 phe-15 297 cys-46*phe-15"0, 01 0,78
gly-1 phe-157 3 .
GY81 AK532 str-3/cys-467 gly-1 pyr—-29 ' phe-15 3 cys-46¥pyr-29%0,39 0,27 _
gly-1 pyr-29 phe-15 1 cvs=46 phe-15 o, 07 0,59
glv-1 Eyr-29+phe—l5+ 16
gly-1 pyr-29 phe-15" 29

_og



L4 .t4bladzat, folytatéas.
Reci~ Ellenszelektalt/

v

A rekombiniansok nem

Telep~ Markerparok kap- térkép-

Donor piens szelektilt szelektalt osztilyai szAam csolt- tavol-
marker sadga,c saga,d
GY81 AK332 str-3/nyr-29° cys-46Tgly-1 phe-15" pyr-29tcys-46%0,20  o,k42
cys-4672iy-1 phe-15 2 pyr-29 phe-15 0,36 0,29
cys-46 gly-1 phe-15 16
cys-U6 gly-1 phe-157 24
(-4
Markerek sorrendje: leu-li phe-15 pyr-29 cxs-46
! 1 1 |
— i
o,hs5 o,h41 " 0,57 ; 0,52 -
0,605 0,78; 0,59 !
r — S
0,57 —— 4
0,27
- ——
0,29 o,u42

A tédblizat jelmagyarizatat 1ld. a 3.tdblizatban.

- 1€



5.tdblAzat. A phe-15 és 5FU-1 markerek térképezése,.

Donor Reci- Ellenszelektdlt/ A rekombindnsok nem Telep~- Markerpirok kap- térkép-
piens szelektAlt marker szelekt4lt osztélyai szam csolt- téavol-
sdga siga
/e/ /a/
EV112 AK550 str-3/leu-4? gly-1 phe-15"his-1 5FU-1 1
gly-1 phe-15*his-17spu-1 L
gly-1 phe-15 his-1 5FU-1% 5 teu-bthis-1 0,24 0,38
gly-1 phe-15 his-1tsru-1* 138 leu-4*5Fy-1 0,14 0,48
gly-1 phe-15 his-1 5FU-1 leu-4*pne-157 0,06 0,61
str-3/phe-15" gly-1 leu-4Fhis-1 5FU-1 5
gly-1 leu-l4 his-1 5FU-1 10
gly-1 leu-h*his-1*spu-1 1 phe-15*his-1 0,31 0,32
gly-1 leu-4 his-1"5FU-1 12 phe=15F5FU-1 0,55 0,18 w
gly-1 leu-4 his-1"sFu-1* 22 phe-15T1eu-4% 0,10 0,54 ?
str-3/5FU-1 gly-1 leu-4*phe-15*his-1 3.
gly-1 leu-4 phe-15This-1 7
gly-1 leu-4 phe-ljfhis—1+ 6
gly-1 leu-4phe-15 his-1 6
gly-1 leu-h'phe-15*his-1% 1 5FU-1 his-1 0,50 0,21
gly-1 leu-4 phe-15 his-~1 8 5FU-1 leu-4% 0,19 0,43
gly-1 leu-4 phe-15 his-1* 18 5FU-1 phe-15% 0,33 0,31




5.tdbliazat, folytatéas

Markerek sorrendje:

phe-15 5FU~1 his-1 leu-4
1 1 H MR M
. i -
< 0,61 1

N 0,48 i
. " 0,43 o
F—GTI§>—
0,21
— WG -
- o, 31 ‘
A tibldzat jelmagvarazatat 1d. a 3. tidblidzaton.

- £¢



6.tdblazat. A trp-6 és trp-168 markerek terképezése.

Reci~ Bllenszelektalt/
piens szelektalt
marker

Donor

A rekombindnsok nem
szelektalt osztilyai

Telep~- Markerparok kap-
szam

csolt-

térkép-
tavol-

sédga,c saga,d

EV113 AK249 str-8/leu-6"
EV11l3 EV167 trp-168/his-1%

5FU-1/his-1"

EV74  AK249 cys-U6/trp-6"

nincs rekombinins trp-6

és trp-168 kozott

5FU-1
5FU-1"
trp-168
trp-1687
leu-4

leu-4*

EV9l EV69 cys-46 gly-1/trp-168" leu-L

EV79 EV69 cys-L46 glv-1/trp-

leu-47

168" phe-15

phe-l§+

15
18
38
16
Lo
5k
lou
125
18
lo2

his-1¥5FU-17 0,55

his-l+trp-l68 0,70

trp-6" leu-k 0,48

trp-168Tleu-U o,45

+
trp-168 phe-15 0,15

Markerek sorrendje: trp-6
leu-4 trp-168his-1 5FU-1 phe-13

i b [l 1

3
[ o

o,47

A tidblizat jelmagyvaridzatiat 1ld. a 3. tabldzatban.

-’q{,'-



7.t4dbldzat. A leu-6 és leu-44 markerek térképezése,

Donor Reci- ZIllenszelektilt/ A rekombinAnsok nem Telep- Markerpdrok Kkap- Térkép-~
piens szelektdlt marker szelektdlt osztdlyai szém .csolt- tavol-
slga séga
/c/ /a/
EV20 GY14l leu-h4 leu-6 kozdtt a rekombindcid erdsen csdkkent
EV91l JH14 leu-h4 leu-4l k6z6tt a rekombinAcié 1/3-ra csokkent
leu-b/gly-1 gly-1 0
glx—l+ 1953 nincs kapcsoltsag leu-44 és
gly-1 kozott, vagy azt leuds
feloldja
EV112 EV261 str-10/leu-ih?* his-1 5FU-1 14
his-1 5FU-1" 12 leu-bhi*nis-1 0,53 0,19 |
his-1*5pu-1* 21 leu-44*sFu-1 0,34 0,30 &
EV79  EV120 cys-h6 gly-1/leu-44*  phe-15 4
phe-15" 46 leu-bh*phe-15 0,08 0,57
GY81  AK177 str-3/cys-h6* leu-6 phe-15 10
leu-6 phe-15" 82 cys-h6*phe-15 0,11 0,52
str—g/leu-6+ cys-46 phe-~15 5
cys-46 phe-15" hs leu-6*phe-15 0,10 0,53
GY?%5 EV55 str-3/leu-6" met-168 171
met-168" 197 leu-6'met-168 0,47 0,22




7 .tdblazat, folytatas.

Markerek sorrendje : et leu-44
168 leu-4 leu-6 his-1 5FU-~-1 phe-15
1 1 ) N i i
-——
0,22
— >
0,57
—————
0,19
'L ~a—
0, 30

A tadbldzat jelmagvaridzatit 1ld. a 3.tdblidzatban.

..96_



8.tablAdzat. A met-331 marker térképezése.

Donor Reci- Ellenszelektilt/ A rekombindnsok nem Telep~ Markerpirok kap- térkép-
piens szelektilt marker szelektdlt osztédlyai szAm csolt- tavol-
saga siga
/c/ /da/
GY75 AK314 met-331 és met-168 kozott van rekombindns, de csdkkent /kb.felédre/
gly-1 met-331 kapcsoltség nem oldja fol
TF 7  AK184 pur—l/leu--LL+ cys-46 gly-1 met-331 7
cys-46 gly-1'met-331"% 1
cys-b61e1y-1 met-331" 1
cys=46 gly-1 met-331% 97 leu-b¥ met-331 0,07 0,59
pur-l/gly—l+ cys-46 leu-4 met-331 12
cys-h6 leu-4¥met-331 3 gly-1tmet-331 0,15 0,47
cys-46 leu-l met-331 83 gly-1*1eu-4* 6,03 0,69
GY83  AK514 pur-15 str-3/met-331% cys-46 gly-1 81
cys-li6 gly-1* 28 met-331 e1y-17 0,26 0.36
pur~l§»str—3/gly-l+' cys-46 met-331 88
cys-46 met-331% 32 gly-1¥met-331% 0,26 0,36
TFY EV107 pur-1/his-17 met-331 5FU-1" 9
met-331 5FU-1 2
met-331 5FU-1" 64 his-1'met-331 0,09 0,55
met-331 5FU-1 53 nis-1*xpu-1* 0,57 0,17

- L€



8.tabl4zat, folytatas.

Markerek sorrendje:

5FU-1 his-1 leu-4

met-331

gly-1
1 ] ] 4 1
' 0,36
b =
0,55
o,47; 0,36
—
0,59

A tablidzat jelmagyardzatit

14d.

a 3.t4dblizatban.

- 8C -



9.tablAdzat. A his-210 marker térképezése.

Donor Reci- Ellenszelektilt/ A rekombinidnsok nem  Telep- Markerpirok kap- térkép-
piens szelektilt marker szelektdlt osztdlyai széim csolt- tAvol-
shga séga
/e/ /da/
EV9l EV64 cys-46 gly-1/his-210" pyr-2 leu-h 1
pyr-2 leu-4* 23 his-210%1eu-4 0,04 0,66
cys-U6 leu-l/his-210% pyr-2 gly-1 23
pyr-2 gly-1% 29 his-2107gly-1 0,44 0,24
GY75  AK551 str-3/leu-h” his-210Tmet-168 5
his-210 met-168 36 leu-4*his-210% 0,08 0,57
his-210 met-168"° 35 leu-b*met-168 0,67 o,12
str-3/his-210" leu-4 "met-168 4
leu-4 met-168 3 his-210"met-168 0,14 0,47
leu-l4 met-168" L2 his-210"1eu-4* 0,09 0,54

A markerek sorrendje: leu-4 nmet-168 his-210 gly-1
i Y 3 —
r 0’57 =3
0,66, 0,54
, O] e
0,12 0,L7 —

A tiblidzat jelmagyardzatat 1ld. a 3.tablizatban.

- 6€



10.tAblazat, A trp-15 marker térképezése.

Donor Reci- Ellenszelektilt/ A rekombinédnsok nem Telep~ Markerpirok kap térkép-
piens szelekt&lt marker szelektdlt oszt4dlyai szém csolt- tavol-
séga séga
/c/ /a/
GY141 GY4h ocys-46/trp-15* tyr-1 21 trp-15*tyr-1 0,29 0,34
tyr-1" 6
tyr-1 113
tyr-1* 105 trp-15ttyr-1 0,53 0,20
tyr-1 32
tyr-1* 28 trp-15¥tyr-1 0,53 0,20
tyr-1 15
tyr-1"* 6 trp-15t¢yr-1 0,71 0,11
GY83 EV62 str-4/trp-15"7 pur-15 39
pur-15* 259 trp-15'pur-15 0,13 0,49
pur-15 8
pur-15" 39 trp-15Tpur-15 0,20 0,42
pur-15 3
pur-15* 31 trp-15*tpur-15 0,09 0,55
GY141 GY45 cys-U6/pur-15" tyr-1 3
tyr-1* 115 pur-is'tyr-1 0,03 0,69

- Ooff ~

N



lo.tabldzat, folytatés.

Markerek sorrendgje :

tyr-1 trp-15 ur~1
I i 1
———————i
0,20
0,20 L
0,11 0,549 =
o, 3k o,h2
0,55
A t4blizat jelmagyarazatat 1ld. a 3.tadblazatban.

H =



11.tablézat. A trp-7 és pur-168 markerek térképezése.

Donor Reci- Ellenszelektilt/ A rekombin&nsok nem Telep- Markerpirok kap- térkép-
piens szelkt4lt marker szelektdlt osztdlyai szém csolt- tAvol-
sbga sbga
/e/ /a/
GY83  AK250 str-8/trp-7° pur-15 128
pur-15" 278 trp-7 pur-15 0,32 0,32
pur-—lS/trp-?+ str-8 15
str-8" 46 trp-7'str-8* 0,25 0,37
EV31  AK230 his-1/trp-7" rif -1 15
. rif_1* 122 trp-7 rif-1 0,11 0,52 |
EV9l GY41 cys-46 gly-1 leu-k/ str-3 9 =
/pur-168 str-3% 271 pur-168*str-3 0,03 0,69 |
cys-46 gly-1 leu-4/
/str-1 pur-168 100
pur-168"* 18 str-1 pur-168% 0,15 0,47
Markerek sorrendje: purlkZpur-l68 frp—? Strj} fif—l
<—9,32 * 0,37
+ N >
~ 0,57 !
- 0,69 >

A tiblazat jelmagyarazatit 1ld. a 3.téablazatban.



12 ,t4blézat .,

A cys-16 marker térképezése,

Donor Reci- Ellenszelektilt/ A rekombindnsok nem Telep~ Markerpirok kap- térkép-
piens szelekt4lt marker szelektAlt osztllyai sz&m csolt- tAvol-
séga sdga
/c/ /d/
AK209 AK239 pur-1 pyr-—-29/cys—16+ str-2 L cys-16¥str-2 0,08 0,57
str-2" L7
pur-1 pyr-29/str-2 cys-16 26
cys-16" 9 str-2 cys-16" 0,26 0,36
pyr-29/cys-16" pur-1*str-2 14
pur-l str-2 4 cys-16¥str-2 0,29 0,34
pur-1¥str-2* Ly cys—l6fpur-l 0,06 0,61
AK208 AK239 his-1/cys-16" str-1 20
str-1 30 - cys-16*str-1 0,40 0,26
his-1/str-1 cys~16 34
cys-16" 17 str-1 ecys-167 0,34 0,30
EV218 AK239 his-1/cys-167 str-7 14
. ' str-7 36 cys—16+str-7 0,28 0,35
his-1/str- 7 ’ cys-16 16
cxs-l6+ 34 str-7 cys-167 0,68 0,12
EV96 AK239 nincs rekombindns cys-16 és trp-7 kozott, de a str-4 Atvitelét nem befolyésolja.

_€17..




12.t4blazat, folytatés.,

Markerek sorrendje:

cys-16 str-1 pur-1
[ l i
H >
o, 34
0,26
0,35
‘ d
0,36 h
0,30
0,12
i 0,61 >

A téiblizat jelmagyarizatait 1ld. a 3.tdblizatban.

hh =



A 15 pont sorrendje es egymdashoz mert tavolsaga a R.meliloti 41

1 T
kromoszoman leu-6
rB_ leU 44
str-1rif-1  pur-19 cys-46 pur-29 phe-15 5FU-1 his-1 trp leu 4 met—168
+—jF + + F + + —
B —— - —y —
oY 050 031,018; Q38
- - —————|
029; 0.42; 021; 018,017, 0.22
0.27, 0.35; 0.29 - B 048; 0.43;
— - - - —_—
027 031:032; 022
e o -———
057,052,060, 078,059; 0.14
h 0.47
019
- — s e ]
0.30
057,053 '
 0.54;061:045:041; 0.57; -
o .
leu-4 met-168 met331 his-210 gly-1tyr-1  trp-15 pur-15pur-168 trp-7cys-16  str-1 rif-1
+—t t t +H—t + — —+ —t
——pm - 4 - {
012,014 0.35,047,0.36; 034,0.20,01%; 032 0.34,0.26;0.35;0.36,0.30;0.15;
H . —_— ¥ - v -
059 0.24 0.49;0.42,055; 0.37
= 0.47 ! ’ 052 =
- 5 —— 1 - —
057;052;0.66;0.54; 069 0.47,0.69
05d

Az egyes pontok lokalizdldsakor elvegzett keresztezéseket a 4-13.tablazatok tartatmazzak.

°e

BvIqQY

-gfz-
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L .2.Gyorstérképezési rendszer eld4dllitésa.

Az ismeretlen térképhelyii mutédnsok gyors lokalizAldsdhoz
sziikség volt egy, a teljes kromoszdédmat 4tfogd recipiens parok-
b6l 4116 sorozat megteremtésére. Ehhez kapcsoltsigi térképiink a-
lapjdn olyan mutdnsokat vAlasztottunk ki, amelyek pAronként
egymdssal kapcsoltsigot mutattak /min. 4%-ot/ és megfeleld ke-
resztezésekkel elBAllitottuk a kivant recipiens péArokat. A 3.
4bradn a kor alaka térképen feltiintettem a lehetsédges pArokat.

A cys-46 str-1 /1.jelii/, nar+B-15 trp-15 /6. jelii/ és a nar-B-

15 pur-15 /7.a és 7.b jelii/ torzsek rendelkezésiinkre Alltak, a-

gly-1 leu-4 auxotréfidkat hordozé torzs /4. jeli/ a cys-U6 gly-

1l leu-4 str-3 torzsbdl cxs-h6+ revertidns izoldldséval egysze~

riien eldallithaté volt. A cys-46 phe-15 /2.jelii/, phe-15 leu-k

/3.jeli/ és gly-1l trp-15 /5.jelii/ auxotréfia pArokat hordozd

torzseket megfelelden megvidlasztott keresztezésekkel kellett
eld4dllitani, amelyet a 4.4brén tintettem fel. A L4.,a esetben
donorként a phe-15 auxotréfidt hordozd R68.45 tartalmi torzset
hasznidltam és a donor ellen streptomicinnel ellenszelektidltam,.

A recipiens torzs cys-46 leu-4 gly-1 str-3 genotipusd volt.

Mind a cxs-46+ /l.vonal/, mind a leu-4* /2.vonal/ rekombindci-
6s kategdéridkbdél azokat a telepeket kerestem, amelyek megkap-

tdk a domortél a phe-15 auxotré6fidt. Igy a czs—h6+ szoelekcid-

val kaptam phe-15 leu-4 gly-1 str-3, a leu-4* szelekcidval

pedig cys-46 phe-15 gly-l str-3 kategédridkat. A plazmidot a

rekombindnsokbdél hdkaréaléhssal tavolitottuk el. A szAmunkra
sziikséges torzseket mindkét esetben a mAr R68.45 mentes torzs-
b8l gly-1% revertans izoladl4sival Allitottuk els. A gly-1 trp-

15 torzs elB4llitdsa a 4.b Abrdn adbrézoltak szerint tortént.
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3. 4bra

A telies kromoszomat atfedo 7 recipiens
elhelyezkedese a kdr alakl terkéepen

7.b str-1

4. leu-4 3
A recipiensek auxotrof ill. rezisztencia markereinek kapcsoltsaga (/o)
1. cys-46% str 10
2. cys- 46 phe-15* 11
3. phe-15* leu-4* 16
4. leu-4* gly-1* 4
5. gly-1*  trp-15" 33
6. trp-15* nar B-15" 44
7anarB-15* pur-15* 38

7b pur-15* str 10




a./ A cys-46 phe-15 és phe-15 leu-l4 autotréfia markereket

hordozdé torzsek elBAllitésa.

str-13 cys=kb6 + leu-4 gly-1

b./ A gly-1l trp-15 auxotréfidkat hordozd torzs elBidllitisa.

+ + + trp-1 *

D | ) ] Ty 5 N

R | | 1 1 I, |
pur-4 gly-1 +tyr-1 + str-1

Az Abrik magyarédzatidt lasd a szivegben.
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A donor trp-15, R68 .45 plazmidot tartalmazé torzs volt, a re-

cipiens pedig gly-1 pur-4 tyr-~l1 str-3 genotipusd volt. A do-

nor ellen itt is streptomicinnel elleunszelektdltam. A tyr-l+

rekombindnsok kozdtt a keresett kategéria a pur-4 gly-1 trp-

15 str-3 volt. Ezt a torzset a tovAbbiakban a benne levd
R68.45 plazmid elimindlésa nélkiil haszndltuk, mint "recipi-
enst", A jelenlévd plazmid ugyan egy nagysigrenddel lecsok-
kentette a rekombindnsok szé&mdt, de a gly-1 trp-15 33%-os
kapcsoltsdga biztositotta, hogy a vizsghlatainkhoz elegendd
szAmi rekombindnst nyerjiink. A gyorstérképezéshez sziikséges
recipiensek eleget tesznek a kiindulisi feltételnek, vagyis a
rajtuk 1é6v6 markerek kapcsoltak és Atfedik a teljes kromoszd-
mat /3.4bra/.

A rendelkezésiinkre 4116 recipienssorozattal barmely isme-
retlen térképhelyﬁ mutdns 7 keresztezéssel lokalizdlhatdé a
kromoszémidra, EFhhez a térképezési rendszerhez a mutansbdél do-
nort kell izolAdlni, vagyis konjughciéval bele kell vinni az
R68.45 plazmidot és a transzkonjugdnsok Loziil ki kell vAlasz-
tani a Cma+—t. Az ismeretlen mutdcidét hordozé donorral elvé-
gezzilk a hét keresztezést, kettds prototréfokra szelektilunk,
és replikatechnikaval megdllapithat juk, hogy a kérdéses muth-
cié melyik régibéba lokalizhlhatéd. Ezutdn ennek a régidnak
részletes analizisével meghllapithat juk a pontos térképhelyeé.

A recipiens rendszer hasznAlhatésagénak bizonyitéka, ha mar
ismert térképlhielyii mutdnsokat tudunlk lokalizdlni az eldézetesen

megéllapitott régidba /13.tablazat/. A cys-46 str régidba tér-

képezett pur-l auxotréfia, a phe-15 leu-U régidéba térképezett

his-1 auxotrdéfia ebben a rendszerben is ezekbe a régidkba lo-



13.t4blazat. A recipiens parok szelektilhatd markerck

térképezdésére vald hasznilhatdsigdnak bizonyitésa.

A donor mutans alléljének a szelektalt

A1%

Szelektal?d markerparral vald cgylittes 4t jutédsi
allélparok gyakorisaga /%/

pur-1 pur-24 his-1 5F-1
str cys—L&6+ 98 loo . 8 o

+ +

cys=46 phe-15 8 16 2 84
phe-15"1leu~4” o o 92 loo
leu-b4giy-1* o - 6 16
gly-1Ttrp-15" o L 2 lo
t.rjp-15+narB—15+ o o o o
narB-15+pur—l5+ o o o o
pur—l5+str o o] o o)

¥ nem tesztelt

A tablazat magyardzatat 1ld. a szovegben.



kalizdlhaté. Az 5FU-1 rezisztencia a pheel5 leu-4 régidban

helyezkedik el, de a cys-46 phe-15 régidba kapott magas érték

azt is Jjelzi, hogy az 5FU-1 marker a phe-15-htz kozeli hely-

zeti,

L ,3.R.meliloti torzsek Usszehasonlitdsa gyorstérképezési

rendszer felhaszndlAisival.

A recipiens péArok alkalmasal voltak a laboratériumunkban
haszndlt Rm41l torzs, illetve ndha&ny kiilfoldi laboratdériumban
haszndlt Rm201l torzsek Osszehasonlitdsira. Donort izoldltam
a RmR0Oll torzsbdl és elvégeztem a hét keresztezést. A R.meli-
loti 2011 torzzsel kapott kapcsoltsdgi értékek azonosak vol-

tak a R.meliloti 41 donorral kapott adatokkal /14.t4blazat/,

vagyis a két Rhizobium tdrzs az R68.45-0s konjughcids térké-

pezési rendszer feloldédsi szint jén nagyon hasonléd.

L .4 ,R.meliloti 41 kromoszdémadlis DNS darabot hordozd in vitro

RP4-prime-ok kromoszéma mobilizdcids képessdbgédnek vizsghlata

R.meliloti 4l-ben.

A nagyon kozeli pontok térképsorrendjének elddatésére az
R-prime-ok homolébég régidban megnovekedett polarizdlt transz-
ferképességét akartuk felhasznidlni. Ezeknek a kisérleteknek
az elvégzéséhez elBszor R-prime-okat kellett elBAdllitanunk.

A R-prime-okat a R.meliloti 41 8ssz-DNS RP4 jelii plazmidon
valé klénozdsidval 4llitottuk eld. Az RPA plazmid azért mutat;
kozott alkalmasnak ezekhez a kisérletekhez, mert a rajta 16vd
restrikciés helyeket /1-1 hasitdsi helye van rajta az FEcolRI,
BamHI és HindIII restrikcidés endonukleidzoknak, és az utdébbi

enzim a plazmid hordozta Kngénben hasit/ konnyen felhasznéal-

pat\\2 L 4

R\
Qv

hattuk, és mert konjugativ plazmid 1évén, Rhizobiumba is-




14 .tadbldzat. R.meliloti 41 auxotrdfia és rezisztencia

markerek kapcsoltsidga Rmidl és Rm2oll torzsbdl szidrmazd

donorral.

Markerparok Kapcsoltsagi érték /%/
Rmi41l donorral Rm20l1ll donorral
+
str cys-U6 lo lo
oys—h6+phe-l5+ 11 7
phe-15t1eu-47 16 12
leu—I++gly-—l+ L L
+ +
gly-1 trp-15 33 31
trp—l5+narB-l5+ Sl Ll
+ +
narB-15" pur-15 38 Lo
pur—15+str lo 7

A donorok his-1 str+§FU—l genotipusuak. LEllenszelekcidra

a his-1 markert hasznaltam, phe-15 leu-4 régidéban pedig

a rif rezisztenciat.
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konnyen bejuttathaté. Barmadik, szamunkra nagyon eldnyods tu-

la jdonséga, hogy R.meliloti L1 torzsben nem, vagy alig Lképes

kromoszéma mobilizAcidéra. A 15. tdblAzatbdl lathaté, hogy az
egyes pontokra kapott rekowbinidcidés frekvencia és a marlerek
reverzibs gyakorisidga nagyon kézeli értékek. A klénozis sédumh-
jAt az 5. Abra tartalmazza. A klénozist dr.Koncz Csaba végez-
te; a munkidba én a transzforminsok jellemzésénél kapcsolébédtam
be. A transzformdunsokat ampicillin tartalmi lemezen szeleck-
tdltuk, és igy 810 klént kaptunk. Ezeket megvizsgéltam az RDPH
hordozta mAsik két rezisztenciamarkerre, tetraciklinre és ka-
namicinre /16.tdblézat/. A szAmuunkra fontosak a kanamicin
szenzitiv /Kms/ és tetraciklin rezisztens /TcR/ klénok voltak,
mert ezekr8l tételezhetd fel, hogy Kms-uk beépiilt idegen DNS
darab eredménye. A Km-STcR klénokat konjughcidés képesség szem-
pont jaAbél vizsghAltam. A vizsghlt 392 KmSTcR klén kdziil csak 31
drizte meg az eredeti RP4 plazmidra jellemz& konjugativ képes-
ségét. Ha az RP4 plazmidot idegen DNS nélkiil, dnmagival kap-
csoljuk Ossze, a transzforménsok koézbtt kapunk hasonld kategd-
ridkat, csak kisebb gyakorisiggal /16.t4blazat/. A tovAabbi
vizsghlatokban ezek a KmSTchléﬁok nem kiilonboztethetdk meg
egyszerii teszteléssel az idegen DNS-darabot hordozé hasonld
klénoktél, de ezek a kisérleteket nem zavar jak.

A 31 transzferibilis, feltételezhietden idegen DNS darabot '
hordozé klén R.meliloti 4l-ben mutatott komplementhcibs és
kromoszédma mobilizAcibés képességébét megvizsghltam. A megvizs-
gdlt 22 auxotréfia- ill. rezisztenciamarkerrel komplementéci-
6t nem kaptam. A klénok kromoszdéma mogilizéciés képességének

vizsghdlatdhoz a feltételezhetden rekombindns RP4 plazmidokat
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15.t4blazat. A reverzids gyakorisdg és az RP4 plazmid krowo-

szdédma mobilizicids értdkeinek Osszehasonlitasa.

Marker Reverzibés gyakoriséag RP4 plazmiddal kapott
x10-8/recipiens sejt rekombindciés gyako-
risdg x 10_8/recipi-

ens sejt

ur-1 "26 9L
trp=7 79 ' 520
cys-10 2,6 6,0
pyr-2h 2,0 ‘ ' 21
pur-1.9 ' 56 81
ur - 54 120
pur-1 Lo 66
cys-46 L1 120
pyr-2 1,1 22
pyr-29 52 110
phe-15 1k 90
trp-6 L X
leu-4 7,1 51
met-168 15 77
met-2 1R -
his-210 5,2 55
gly-1 11 76
trp-15 13 : 19

t—: nem tesztelt
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5. abra
R.m 41 DNS-t hordozd rekombinans
plazmid elddllitasa in vitro

DNA prepardalas

R.meliloti 41 b
total DNS
H—-r
Hind Il
emesztes 1 Hind T
emesztés
Y Tra

e e Ar;wp
A

, Tc
T4 ligaz, Tra
kezeles

Rekombinains . RP4
i plasmid DNS

Transzformacid
E.coli HB 101 torzsbe

szelekcio AmpR.ra



16.t4dblAdzat ., Az RP4 klénok fenotipusa E.coli torzsbe vald transzformicid utédn.

Izoldlt klénok Szelektilt A nem szelektilt plazmid Transzferképesség
széma marker markerek osztilyai
Idegen DNS-~sel Osszekapcsolt RP4 klénok
392 Km Ter 361 Tra~
31 Tra®
810 ApR 302 KmR’I‘cR
57 KmSRcS
59 KmRTCS
Idegen DNS nélkiil 6sszekapcsolt RP4 klénok
5 Km“Tc 1 Tra
4 Trat
R 2 KmSTcS

31 Ap

24 KmPrcR

_9g_
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dtvittem R.meliloti 41 his-1 auxotrdéf torzsbe. A kromoszduma

mobilizAicidés kisérletekben ellenszeiekciéra a hisvztidin auxo-
tré6fidt vagy streptomicint hasznidltam. A 31 klén kozul négy
mutatott kromoszdédma mobilizAcids képességet /17.tablazat/.
Ez a négy klén a megfeleld markereket 2-3 nagysigreunddel job-
ban mobilizilja, mint az RP4 onmagdban. A pEV87 klén a phe-15
a pEV216 a pyr-29, a pEV42o0 a trp-7 régidt juttatja at egyik
sejtbdl a masikba, nagy gyakorisiaggal. A pEV2lo klénrdl a
hattérhez kozelilld értékek ellenérg megallapithatédé, hogy a
leu-4 régiét mobilizilja. A mobilizidcid hidnyadt a hisztidin
jelenlétében, illetve hidnyédban kimutathatd transzfer gyakori-
sdg valtozisa valészinilisiti /18.tablazat/.

A 6.4bran feltiintettem, hogy a négy, kromoszdéma mobilizd-
ciéra képes RPY4-prime mely régidban, milyen irdnyitottsiggal

képes polarizilt transzferre.



17.t4bladzat. Kromoszéma mobilizhcié RP4 prime-okkal.

58 -

Vizsgblt Rekombindciés gyakorisdg x 10'8/recipiens sejt
markerek pPEV87 PEV210 pEV216 PEV420
cys-10 7,0 -* 55 -
pyr-24 h,6 - 610 -
pur-19 L6 - L2o -
pur-3 58 - 3800 -
pur-1 75 L2 4300 -
cys-L6 L,8 32 1300 -
pyr=2 57 - 7600 -
pyr=29 75 100 51000 -
phe~15 25000 130 61 -
$rp-6 1100 160 33

leu-Lh - 180 - -
leu~6 - 160 - -
leu-l4 1000 320 83 -
met-168 1300 L1 12 -
met-331 - 1,4 12 0,87
his-210 2000 23 250 -
pur-h - - - 2,2
gly-1 63 35 1ko 35
trp-15 19 35 6,9' 370
pur-15 22 - 25 5000
pur-168 - - - 6400
trp-7 76 - - 27000
cys-10 7,0 - - 81

®x nem tesztelt



18.tablazat. kromoszdéma mobilizdcid pEV2lo jelii plazmicddal.

Szelektalt A taptalaj Transzfergyakorisag
marker kKiegészitése rekombinAnsok/recipiensck
lou-4* - 1,2 x 10-0
R -6
his 3,2 x lo
phe-lS+ - 1,1 x 10-7
. -6
his : 1,3 x 1o
p)-'r-29+ - 5,0 X 1077
-0

his 1,0 x 1lo
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6. Abra
Az in vitro el8dlitott RP4'-ok dltal mobilizdit

regio es a transzfer iranya R .meliloti 41-ben

-
ol
-
pEV420,7 trp-7 cys-10
b :
/
/ pur-168
r-24
Bt pur-19
pur-3
pur-1 \
i CXS—AG\
= !
| pEV
I 216
trp-15

| his-1 /;1
i ‘ tr _6 S
met-168 leu-4 L &

7
_~ pEV87

@/
pPEVZ210

Az inszertalt DNS méretét jelképezi a vastag nyil, jollehet fizikai

modszerrel nem hatdroztam meg a beépilt fragment meretet, a
szaggatott vonal pedig a kromoszéma motilizacio iranyat jelzi—



5.,AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1,R68.45 konjugicids rendszerrel vald térképezés R.meliloti-

ban.

5.1.1.M6dositott WU képlettel szimitott additivitds Rmll-ben.

A R.meliloti 41 kapcsoltsigi térképén lokalizalt 15 uj pont

sorrendje - kivéve a nagyon kbzel vagy azonos helyre térképe-
z8d8 mutldcidkat - egyértelmiien eldonthetd volt. A médositott
képlet akkor alkalmazhaté, ha feltessziik, hogy az R68.45 plaz-
mid megkdzelit8en azonos méretii DNS darabokat juttat a4t egyik
sejtb8l a mAsikba /KONDOROST és mts., 1977; BANFALVI, 1977;
KONDOROSI, 1977/. A kapott kapcsoltsidgi értékek kb. 10%-~os
hibahatdron beliil additivek, kivéve, ha a régidét sok részre
bont juk fel /pl. a 3.tdbldzatban lAthaté keresztezés/. A phe-
15 leu-4 régié részletes analizise azt mutatja, hogy a rész-
kapcsoltsdgok Usszege nagyobb lesz, mint az a két szélsd mar-
ker kapcsoltsdga alapjAn vArhatd lenne. Ennek oka lehet, hogy
itt az egyes keresztezések hib4ja Osszeadddik, mAsrészt kon-
jughcids rendszeriink, miutdn nagy fragmentek jutnak At, kis
tAdvolsdgokra nem lehet érzékeny;

A "d" érték torzuldsdt eredményezheti, ha az auxotrdfia
megnyilvAnuldsa fiziolégids hatésok miatt nem egyértelmii., Az

5.tAbldzat 2. keresztezésében mind a leu-4”* met-331, mind a

gly-—l+ met-331 kapcsoltsidg kisebb, mint az vArhatd lenne, A

kapcsoltsigi érték torzuldshnak magyardzata, hogy cisztein je-
lenlétében a metionin auxotréf telepek kiértékelése bizonyta-
lan, mert az auxotré6f telepek is mutafnak novekedést. A met-
331 gly-l-hez valé kapcsoltségét redlisabban tiikrozi a 5.té4b-

l4zat 3. keresztezése, ahol a kapcsoltsdg megdllapitésa a
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met-331
A kapcsoltsbgok és az ebbdl szlmitott d értékek torzulasa-~

telepek megjelenésével Allapithatd meg.

nak egy méAsik lehetséges oka az R68.45 plazmid kromoszé4ma mo-
bilizhcids sajldtsdgaibbdl kovetkezik., Az R68.45-nek a beveze-
tdben emlitett tulajdonsiga, hogy a kromoszdéma minden pount ja-
r6l1l koézel azonos frekvenciéval képes.kromosz6ma mobilizlciébt
inditani, csak megkozelitdleg igaz. A cys-46 régiéra mindig
nagyobb szdmi rekombindnst kapunk, mint pl. a kromoszéma Atel-
lenes pontjdn 16vd gly-1 markerre. Ez a polaritds er8sen do-
nortdél fiiggd, vagyls vannak olyan donorok, melyekkel ez a kii-

lonbség 3-5-3z0rdés a cys-46 és gly-1 viszonylatdban /pl.GY83/,

mésoknAl ez a kiilonbség nem ilyen kife jezett /pl.AK208/. A je-

lenség magyardzatdt nem tudjuk, de a R.meliloti 4l-ben a cys-

46 régid kromoszéma mobilizhciés szempontbél kitiintetett. Ezt

tamaszt jAk ald a R.meliloti-ban végzett in vivo R-prime eld-

éllitééi kisérletek is. KISS és mts. /1980/ kimutattdk, hogy
in vivo R68.45 prime a cys-46 régibra egyszeriien el84llithaté,
mig a tobbi régidra végzett ilyen irAnyd kisérletek eddig mem
vezettek eredményre. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy
csak a cys-46 régiéra izolélhats R-prime az &4ltaluk leirt méd-
szerrel, csak utal arra, hogy a tobbi régidéban stabilan plaz-
midba épiild szhrmazék jéval nehezebben képzddik,

A felsorolt problémék ellenére az R68.45 konjughcids térké-
pezési rendszerrel a markerek egymishoz viszényitott sorrend je
nem t4l nagy /max.80%/ kapcsoltsdg esetén egyértelmiien meg-
4llapithaté, a tAvolsiguk meghllapitésara a'g_ﬁrték megktzeli-

t8leg reélis, de a tényleges fizikai tivolsdg meghllapitiséra



a perctérkép elkédszitésére lenne sziikség, 168.45 plazmiddal

Pseudomonas aeruginosa torzsben lehetséges volt perctérképet

késziteni /HAAS és HOLLOWAY, 1977/, <%e R.,meliloti-ban az i-
lyen kisérleteink eddig nem sikeriiltek.

A mbédositott WU-képletet alkalmaztuk tobb, irodalomban ko-
261t Rhizobium kapcsoltségl térkép /MEADE és SINGER, 1977;

BERINGER és mtsai, 1978/ elemzésére és a R.meliloti 41 térkép-

pel valé Osszehasonlitéasra /KONDOROSI és mts., 1980/. A kap-
csoltsagi értékek additiv térképtavolsAgokkd transzformilha-

ték, és az elemzés mutatja, hogy R.meliloti torzsek és a R,le-

guminosarum genetikai térképei kvalitative hasonléak,

5,1.2.A ritka rekombinAns kategdéridk eléforduldsa R.meliloti

Ll-ben.

A négyszerés crossing over és génkonveréié azonos genotipu-
st utédokat /ritka rekombindns kategéridk/ eredményezhet. LEl-
kiilonitésiikk parcidlis diploid rendszerben nem lehetséges.

Az 4j pontok lokalizAlAsa sorén végzett hArom pontos ke-
resztezések lelietdséget adtak a nigyszeres crossing overrel
létre jott ritka rekombindns kategdédridk vizsgidlatara R.melilo-
ti 4l-ben. Az Altalam vizsghdlt régidk Lk-10%-os kapcsoltségot

mutattak /19.tdblazat/. A leu~-4 gly-1 régidban a kozbiilsd met-

168 allél a leu-4-hez van kozelebb /70%~os kapcsoltslg/, a

met-331 a régié kozepén helyezkedik el, A leu-4 his-210 ré-

gi6 esetédben a kozbiilsd met-168 a leu-h~hez mutat magasabb

kapcsoltségot /leu-4 met-168 kapcsoltséga 67%, a met-168 his-

210 kapcsoltsiga 14%/, a cys-46 str-1 régidé esetében a kozbiil-

s8 pur-l marker a cys-U6-hoz /cys-46 pur-1 kapcsoltséga



19.t4bladzat .Négyszeres crossing over gyakorisdg R.meliloti 41-ben,

Donor Reci- Két széls8 allél Kap- Ellenszelektilt/ Négyszeres Négyszeres crossing

piens csolt- szelektilt marker crossing over over kategdéria eld-

sbg % kategéria fordulésa /%/ a két

szélsé allélt orok-

18 telepek szhzalé-

kéban

GY?75 GYlhkh gly-1 leu-lk 4 str-3/gly-1t1eu-4* met-168" 2
EV32  GYlhl4 gly-1 leu-l pur-1/gly-1*1eu-4* met-3317 1
EV32  GY1Ll pur-1/gly-1*1eu-4* met-331" 4

1

GY75  AK551 his-210 leu-h 8 str-3/his-210%1eu-4* met-168" <2 o

cCY?5  AK551 str-3/his-210"1eu-4* met-168" < 2 !
GY75  AK551 str-3/his-210%1eu-4" met-168" 2
EV23 EV119 cys-l6 str-1 .10 his-210 pyr-2/cys-46¥str-1 pur-1* Y
EV32  EV119 met-331/cys-46 str-1 pur-1* 6
EV280 ZB201 5FU-1/cys-46¥str-1 pyr-24* 2
GY81  AK532 cys-46 phe-15 11 str-3/cys-46* pyr-29 phe~15 3
EV80  GY493 gly-1/cys-46"phe-15* pyr-29* b




19.tédbl4dzat, folytatas

Donor Reci- Két szél1s8 allél Kap- Ellenszelekt4lt/ Négyszeres A négyszeres crossing
piens csolt- szelektialt marker crossing over over kategfria eld-
ség % kategébria fordulésa /%/ a két
87zé1s86 allélt 6rokld
telepek szézalékéban
EV270 EV197 phe-15 leu-h 16  rif-5/pke-15"1eu-4” his-1* 2
EV272 EV197 rif-5/phe-15*1eu-4* his-1* <1
EV220 EV197 rif-5/phe-15"1eu-4* his~1* <2
EV214 EV197 rif-5/phe-15%1eu-4* his-1% <2 !
AK974 EV197 rif-5/phe-15'1eu-4* his-1" ¢2 &
AK972 EV197 rif-5/phe-15*1eu-4* his-1* 2 |
AK208 EV197 rif-5/phe~-15"1eu-4* his-1" 8
EV218 EV197 phe-15 leu-h 16 rif-5/phe-15"'leu-h* his-1" 5
EV112 AK550 str-3/leu-4* gly-1 phe-15*his-1%Fu-18
EV112 AK550 str-3/phe-157 gly-1 leu-4 his-1* spU-1 2
EV112 AK550 str-3/5FU-1 gly-1 leudi’his-1 the-15 3
EV112 AK550 str-3/phe-15*1eu-4* gly-1 his-1" <5

Meghatiroztam a t4bldzatban feltiintetett két szélsd marker kapcsoltsidgit és a koztiik 14v8 marker

négyszeres crossing overt igényld alléljének oroklédését vizsghltam. A tAbldzatban tobb ugyanazon

keresztezés eredményét tiintettem fel,
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6o %, pur-1l str-1 kapcsolt sdga 13%/, a Pyr—2h'pedig a str-1

hez /cys=U46 pyr-24 kapcsoltsiga 13%, pyr-24 str-1 kapcsoltsaga

38%/ kozelebb elhelyezkedd pont a kromoszdéman. A cys-L( phe-=L5

régidéban a kozbiilsd pyr-29 marker kiézépen helyezkedik el, a

phe-15 leu-4 régid esetén ugyanaz igaz a his-1 markerrc. A 19.

tidblazat adataibdél az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a négy-

szeres crossing over meglehetdsen ritka R.wmeliloti 4l1l-ben, ha

az E.coli~hoz viszonyitjuk. BANFALVI /1977/ E.coli-ban végzett
R68 .45 plazmiddal tortént komjugdcids kisérleteiben a négysze-
res crossing over kategébéria 5-lo-szer gyakoribb az Altala vizs-
gdlt 58%-0s kapcsoltsigot mutatd régidban, mint az Altalam

vizsgdlt, maximum 16%-os kapcsoltsagu rdégidkban R.meliloti 41

esetén. Rhizobiun fdgoknidl OROSZ és mts. /1980/ kimutattak,
hogy a tokéletleniil pidrosodé DNS- szilak javitasa /wmismatch
repair/ 2-2o0-szor kisebb gyakorisigdi, mint azt a lawmbda figok-
nal tapasztaltdk. Elképzelhetd, hogy a Rhizobiuwm- ill. E.coli
fagok esetében kimutatott kiilonbségekért felelds mechanizmus
okozza a Rhizobium és E.coli kozott meglévd kiilonbségekel a

négyszeres crossing overral képzddd kategdridk esetében is.

5.2. Gyorstérképezési rendszer kidolgozidsa R.meliloti lLl-bLen.

A muticidok gyors és cgyszerii lokalizilasara R.omeliloti

Ll-ben két rendszer Al1ll rendelkezésiinkre: a kromoszdémat atfedd
Iét recipicnsbdl 4116 sorozat, és az in vivo ill. in vitro

eldillitott R-prime-ok.
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5.2.1. Nem szelcktdlhatdé fenotipusu mutacidk térképezésc.

A R.meliloti 41 szimbiotikus nitrogénkotéséért felclds

gének nem szelcktidlhatd fenotipusuak, ezért kromoszdéman vald
lokalizdldsuk csak kozvetetten lehetséges. Bzt a célt szolgdl-
Ja a teljes kromoszdémat atfedd hét recipicnsbdl 4116 sorozat.
Ismert térképhelyii nutdcidk ujratérképezésével bLizonyitottam,
hogy a rendszer megbizhatdé eredménycket ad. A nem szelektalha-
té fenotipusu mutidnsok térképezése most folyik.

A teljes kromoszdémiat aAtfedd recipiens rendszer teremtette

meg a lehetdséget arra, hogy Osszehasonlitsuk a R.meliloti 41

és R.meliloti 201l jelu torzsek kromoszdéma jat, és ezck a Kki-

sérletek vezettek arra a megdllapitidsra, hogy a két R.meliloti

torzs kromoszémi ja, legaldbbis az R68.45 konjugdcids rendszer
hibahatirain beliil, homolbég /KONDOROSIT és mts., 1980/.

5.2.2. R-prime-ok felhasznidlasa mutdcidk gyors lokalizidlisara.

Az R-prime-oknak az a tulajdonsiga, hogy a homoldg régiohdl
megnovekedett mértdékii transzfert inditanak, lehetdséget adott
arra, hogy ismeretlcen mutéicidkat egy viszonylag suziik regioba
lokalizdlhassunk. Erre els8sorban a JOINSTON és mts. /1L978b/
dltal izoldlt, in vivo eldillitott RO8.45~prime-ok voltak al-
kalmasak, elsdsorbaun nagyobb szamuk miatt. A laboratdriumunkban
el6adllitott in vitro RP4-prime-ok clvileg szintén felhaszudl-
hatdok gyorstérképezésre, de a gyakorlatban chhez wmég nem ron=
delkeziink elegendd rekombinidns RPL4 plazmiddal, és igy tovabbi

RPU-prime-ok izoldldsa sziikséges. Azt a kovetkeztetést azonban

az cddigi RPh=-primc-ok vizsgdlatdbdél is levonhattuk, hogy a
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R.meliloti 41 kromoszémalis DNS-ének fragmentjeit hordozé,

in vitro eldallitott RPU4-prime-ok képesek a homoldg régidbdl
polarizdlt transzfert inditani. Azt, hogy ezek az R L-prime-ok
valdban hordoznak beépiilt fragmentet, még biokémiai mbédszerrel
bizonyitani kell. A beépiilt fragment méretének meghatirozisa
taldn arra is magyarazatot ad, hogy a plEV2lo plazmiddal kapott
rekombinacibés értékek miért olyan alacsonyak. Feltételezhet jiik,
hogy a polarizdlt transzfer inditdsdhoz a beépililt fragmentnek
bizonyos méretnél nagyobbnak kell lennie ahhoz, hogy kromoszd-
ma mobilizdcidét inditson. Lehetséges, hogy az emlitett pEV2lo
beépiilt kromoszdéma fragment jének nagysiga a kiisziobhosszusag
koriil van. A polarizilt transzfer- képesség vizsgidlatakor azt
is kimutattam, hogy az in vitro eldillitott R-prime-ok kozott,
az in vivo izoldltakkal ellentétben, van olyan, amely az ora-
mutaté jaradsadval megegyezd, s olyan is, mely azzal ellentétes
irdnyban indit polarizdlt transzfert. A homoldg régid jelen-

léte tehdt képessé teszi az egyébként R.meliloti 4l-ben kro-

moszéma mobilizidcidéra képtelen RPL4 vektort a R.meliloti Ul

kromoszémi ja megfeleld darabjai atjuttatidsara egyik se jtbol

a masikba.



6. OSSZEFOGLALAS
Eredményeimet a kovetkezdkben foglalom Gssze:

1./ A R.meliloti 41 jelenleg 45 pontbdl 411lé genetikai

térképén 15 markert lokalizidltam.
2./ Megdllapitottam, hogy a négyszeres crossing over

kategbéria R.meliloti 4l-ben meglepden ritka. Enneck alapjan

kidolgoztam nem szelektdlhaté markerek /nodulicibéért és nit-
rogénkotésért felelds gének,/ térképezésére egy jél hasznilha-
té genetikai rendszert, melynek hasznidlhatésagit szelektilha-
té markerek /auxotréfia- és rezisztencia markerek/ lokalizili-
sdval igazoltam.

3./ Ezt a genetikai rendszert felhasznidltam a R.meliloti

41 és R.meliloti R20ll torzsek kromoszdémi jinak Osszehasonlita-

sdra és megallapitottam, hogy a két Rhizobium torzs az R68.45
konjugacidés rendszer feloldidsi szint jén homolédg.

L./ El184dllitottunk R.meliloti DNS-t tartalmazdé R-prime-

okat in vitro médszerrel. 31 transzferabilis RP4-prime kromo-
szbéma mobilizicids képességét vizsgidltam és négyrdl kimutat-
tam, hogy egy-egy adott /de RPh-p;ime—onként kiilonbozd/ régid-

bél polarivilt transzfert inditanak R.meliloti 4l-bemn.
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