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ELOSZO

A dolgozatban ismertetett kisérleti munka az MTA Szegedi Biologiai K&zpontjanak
Genetikai Intézetében, a Nitrogénkotési Csoportban késziilt.

Koszonettel tartozom a Genetikai Intézet jelenlegi és volt igazgatdinak, Dr. Raskéd
Istvannak és Dr. Alfoldi Lajosnak, hogy munkam lehetSvé tették az altaluk vezetett
intézetben.

Kosz6ndm témavezetSmnek, Dr. Kondorosi Addmnak, hogy munkidmat mindvégig
figyelemmel kisérte, nagyon sok szakmai segitséget nyujtva az értekezésben targyalt
munka elvégzéséhez. Kiilon készondm a dolgozat megirasaval kapcsolatos hasznos
tanacsait €s biralatait.

Az értekezés anyaga csoportmunkdn alapul. Koszénet a Nitrogénkotési Csoport
valamennyi tagjanak, akik az évek soran elméleti és gyakorlati tanicsaikkal segitették
munkamat, koziiliik is kiilon koszonettel tartozom Dr. Petrovics Gyorgynek, Dr. Kereszt
Attilanak és Dr. Putnoky Péternek, hogy munkajukkal megalapoztak, és kiegészitették az
altalam végzett kisérleteket.

Koszonettel tartozom a Russel W. Carlson vezette amerikai kooperacios csoportunknak
(Complex Carbohydrate Research Center, Athens, Georgia, USA) a poliszacharidok kémiai
analizisében nyujtott pdtolhatatlan munkajaért.

K6sz6ndém Dr. Gyorgypal Zoltannak a szamitégépes szekvencia analizis mddszereinek
elsajatitasdban nyujtott segitségét.

Ko6szonet illeti Dr. Dusha Ilonat és Dr. Kereszt Attilat a dolgozat kritikus szemmel vald
elolvasasaért és hasznos tanacsaikért.

Koszonetemet fejezem ki Liptay Zsuzsa és Jenei Sandor asszisztenseknek lelkiismeretes
munkajukért.

Ko6szonom Téth Sandornénak a dolgozat abrainak elkészitésében nyujtott segitségét,
valamint k6szonom Dr. Putnoky Péternek, hogy az altala készitett 3., 19., és 20. abrat a
rendelkezésemre bocsatotta.

Kiilén készénom Dr. Kondorosi Addamnak és Dr. Kondorosi Evanak a lehetSséget, hogy
a gifi (Franciaorszag) Institut des Sciences Végétales-ben (CNRS) miik6dd csoportjaikban
dolgozva bekapcsolédhassak az ott folyd szdmos témaba, és belekdstolhassak a
szimbiotikus nitrogenko6tés kutatasdnak novényi részébe is.

Végiil, de nem utolsoé sorban szeretnék kdszonetet mondani sziileimnek és feleségemnek
akik mindig biztak bennem ¢€s nyugodt, szeretetteljes hatteret biztositottak ahhoz, hogy

biologus véalhasson belSlem.



BEVEZETES

Az €10 szervezeteket felépitd egyik leggyakoribb elem a nitrogén. A f6ld nitrogén
készletének jelentSs része gz halmazallapotl, amelyet az é16lények tulnyomd tobbsége
nem képes kozvetleniil hasznositani. Az tgynevezett diazotr6f mikroorganizmusoktol
eltekintve ugyanis az él6 szervezetek csak a kotott nitrogént tudjak beépiteni sajat
anyagaikba. A nitrogénkotésre képes prokaridta fajok szdma tobb szézra tehetd.
Megtalalhatéak koztiik fotoszintetizald (pl. Rhodospirillum rubrum), anaerob (pl.
Clostridium spp.), mikroaerob (pl. Azospirillum, Acetobacter, Azorhizobium), aerob (pl.
Azotobacter) és szimbionta (pl. Rhizobium) baktériumok, valamint aktinomicéta gombék
(pl. Frankia). Ezek a mikroorganizmusok a molekuléris nitrogént ammoniava redukaljéak,
novelve a talaj hasznosithatd nitrogéntartalmat. Az ammoénia mar képes beépiilni a
novények aminosavaiba, onnan pedig mas nitrogén tartalmi vegyiileteibe. A lebonto,
denitrifikal6 folyamatok eredményeképpen a szerves vegyiiletekbdl felszabaduld nitrogén
visszakerill a légkorbe. Az Okoszisztéma nitrogén korforgalméanak egyensulyahoz tehat

folyamatos Ny — NHj3 4talakulas, azaz nitrogénkotés sziikséges.

A termdteriiletek intenziv mezG8gazdasagi tevékenység miatti nitrogénveszteségét
napjainkban mfitragyazassal potoljak. Ez azonban csak révid tdvon nytjthat megoldast,
hiszen ez a mddszer igen koltséges (egy tonna miitragya elGallitdsdhoz 1,3 t kdolaj
szarmazék elégetésébSl szarmazd energia sziikséges), és nagymértékben karositja a
kornyezetet. A talajbdl az élGvizekbe mosddd nitrogén-sok tonkreteszik azok élGvilagat,
szennyezik az ivoviz készleteket, és a tavak eutrofizacidjahoz vezetnek. A miitragya
gyartas soran a légkorbe keriilS nitrogén-oxidok fokozzak az iiveghazhatast, ami bolygdénk
globdlis felmelegedéséhez jarul hozza. Mindez belathatatlan veszteséget és veszélyt jelent
az emberiség szamara. 1990-ben a vilag nitrogén miitragya felhasznalasa 80 milli6 tonna

volt (Brown, 1994). Becslések szerint 2020-ra 160 milli6 t termelése valik sziikségessé

(Dyson, 1996), mivel a Fold lakéinak szama elérheti a 9 millidrdot. Az emberiség
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élelmiszer ellatasa oriasi terhet fog jelenteni a mezdgazdasagnak. ElGtérbe keriilnek tehat
azok a kutatdsi teriiletek, amelyek eredményei felhasznalhatok az élelemtermelés
fokozaséra. A bioldgiai iton megkotott nitrogén mennyiségének ndvelése tehat a probléma
elméleti érdekességén tul, égetd gyakorlati sziikségszertiség is. Igy érthetd, hogy a
bioldgiai kutatdsok egy része a nitrogénkotés megismerésére, ezen beliil a szimbidtikus

nitrogénkotés fokozasanak és kiterjesztésének lehetéségeire iranyul.

1.1. A szimbiétikus nitrogénkotés

A diazotr6f mikroorganizmusok egy része szabadon élve (pl. Klebsiella, Azospirillum),
mig mas résziik a Parasponia fajok kivételével mindig pillangdsviragi névényi partnerrel
szimbidzisban (pl. Rhizobium) képes a levegd nitrogénjének megkotésére (Allen és Allen,
1981). A nitrogénkotés szimbidtikus formdja a leghatékonyabb, hiszen itt a folyamat
magas energia igényének nagy részét a novény fedezi. Az egymassal szimbiodzisra 1épd
fajok kore szigorian meghatarozott. Egy adott baktérium faj csak bizonyos gazda
novényekkel képes egyiittmiikodést kialakitani, azaz a folyamat gazdaspecifikus. Az un.
szllk gazdaspecifitasi fajok (pl. R. meliloti) csak igen korlatozott szamu novényfajjal
(Medicago, Melilotus, Trigonella) képes effektiv szimbidzist kialakitani. Egyes széles
gazdaspecifitasi fajokra igen nagy “promiszkuitds” jellemzd, a R. sp. NGR234 példaul
tobb mint 110 névénnyel létesit szimbidtikus kapcsolatot. A folyamat specifitasat a
partnerek kozotti, egyedi szignalmolekuldk cseréjén alapulé kommunikacié biztositja (1.
abra). A szimbiotikus nitrogénkotés szintere a novény gyokerén kialakulod specialis szerv, a

gyokérgiimd.

1.2. A nitrogénkoté giimd kialakuldsa
A szimbidzis kialakuldsdnak els§ szakaszdban, a pre-infekcié sordn a partnerek
ko6lcsonds felismerése zajlik. A gazdandvények gydkerébdl kibocsatott kiilonbozd tipust

vegyliletek (cukrok, aminosavak, flavonoidok) a szabadon ¢él6 Rhizobiumok pozitiv
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kemotaxisat valtjak ki (Bergman és mtsai, 1988). Habar sem a mozgasképesség, sem a
kemotaxis nem elengedhetetlen feltétele a giimd kialakulasanak, ezek a tulajdonsagok
szelektiv el6nyt biztositanak a vad tipusu baktériumoknak a mozgas ¢és jelmolekula

felismerésre képtelen mutdnsokkal szemben (Caetano-Anollés és mtsai, 1988).

Rhizobium Flavonoidok /\ Gazdandvény
® [ ] \
* @
[ ]
e °
NodD ) o* .
O "
. J Giimé iniciacio:
- gyokérszor gorbiilés
@& | - kortikalis sejtek
- ~ osztodasa
nod
© Nod fa\“°‘°“
\ J ?
Gimé
fejlédés
fix )
pS?
ps P *

J

1. abra. A R. meliloti és a lucerna kozott folyd jelcsere sémaja. A sematikus Rhizobiumokban lathatd
alakzatok a baktérium kromoszomajat és két nagyobb plazmidjat jelolik. EPS, LPS, KPS: sejtfelszini
poliszacharid tipusok. exo, Ips, rkp, nif; fix: a szimbiozis soran szerepet jatsz6 géncsoportok.
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A gyokér kozvetlen kozelébe keriild Rhizobiumok a fiatal gyokérsz6rokhoz tapadnak
(Dazzo és mtsai, 1984). A kezdeti elképzelések szerint a felismerési folyamat specifitasat a
gazdandvény gyokere, és a megfelelé baktérium sejtfelszine kozotti kot6dés hatarozza
meg. A feltételezés alapjaul novényi lektin molekuldk bakteridlis sejtfelszini
poliszacharidokhoz valé kot6dése szolgélt (Dazzo és mtsai, 1983). A késSbbiekben a
gazdaspecifikus kotédésnek ellentmondod kisérleti eredmények lattak napvilagot, amelyek
Rhizobiumok egyenlé mértékl tapadasat irtak le a gazda- és heteroldg noévények
gyokeréhez (Smit, 1986). A jelenlegi elképzelések szerint a baktériumok koétddése a
gyokérszOrok feliiletén két lépésben torténik. ElGszor egy laza, nem gazdaspecifikus
kapcsolat jon létre, melynek kialakitdsdban egy bakteridlis Ca**-kotS fehérjének, a
rhicadhézinnek egy ezeddig még nem azonositott novényi receptorhoz vald kdtédése jatsza
a f6 szerepet (Smit, 1987). A masodik 1épésben tovabbi baktérium sejtek aggregalédnak az
eloz6leg mar a gyokérhez tapadtakhoz, mikdzben a partnerek kozotti kapcsolat is
szorosabba valik bakterialis celluldz fibrillumok, és névényi lektinek kapcsolédéasa révén
(Smit, 1987).

A megtapadt baktériumok a novekedésben levs gyokérszérok gorbiilését, elagazddasat
valtjak ki. Ezzel egyidében a gyokér kéregsejtjei osztddni kezdenek, aminek
eredményeképpen kialakul a fejlédé giimd szdveteit létrehozé glimémerisztéma (Dudley és
mtsai, 1987). A gazda-szimbionta kapcsolat e kezdeti 1épéseit meghatarozé kommunikacié
soran Kkitlintetett szerepe van a novény gyokere altal kibocsatott kiilonboz6 tipusu
flavonoidoknak (Rolfe, 1988). Ezek a vegyiiletek nemcsak a szimbiontdk kemotaxisdban,
hanem giim6képzési vagy mas néven nodulacids (nod) génjeinek aktivaldsaban is szerepet
jatszanak. Minden ndvény egy jellemzd Osszetételd flavonoid keveréket bocsat ki a
gyokerébdl, melynek spektruma az adott ndvényfajtdl, annak fejlédési stadiumatol,
valamint egyéb kdrnyezeti tényezdktdl, pl. a talaj nitrogén ellatottsagatdl fiigg. E flavonoid
keverék egyes komponensei serkentSleg, mig masok gatldlag hatnak a Rhizobiumok

nodulécidés génjeire (Gyorgypal és mtsai, 1988, 1991a,b). A flavonoidok bizonyos
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csoportja az izoflavonoidok mas mikroorganizmusokra nézve toxikusak (fitoalexinek),
kibocsatasuk a ndvények patogének elleni védekezési reakcidjanak része (Koes és mtsai,
1993; Phillips és Kapulnik, 1995). A Rhizobiumok azonban az evolicié soran feltehetSleg
alkalmazkodni tudtak a flavonoidok toxikus hatdsahoz (Parniske és mtsai, 1991).

A flavonoid molekuldkat, mint elsédleges névényi szignalokat a baktériumokban egy
vagy tobb kopidban megtaldlhaté nodD gén(ek) terméke érzékeli. A kiilonb6z6 NodD
fehérjék flavonoid felismerése eltérd (Horvath és mtsai, 1987; Gyérgypal és mtsai, 1991),
azaz szigoruan meghatdrozott, hogy mely ndvények mely Rhizobiumok gimdképzési
génjeit képesek aktivalni. A NodD fehérjék a flavonoidokkal kélcsonhatva két6dnek az
cisz-regulator DNS szakaszokhoz, az Gn. nod-boxokhoz (Rostas és mtsai, 1986). Ennek
kovetkeztében a szabadon él6 baktériumokban nem, vagy csak igen alacsony szinten
expresszalodé nod operonok kifejez6dnek (Kondorosi és Kondorosi, 1986). A nod gének
altal kodolt fehérjék lipokito-oligoszacharid molekulak, az Gn. Nod-faktorok szintéziséért
felel8sek (2. abra), amelyek valasz jeliil szolgalnak a gazdanévény szamara (Lerouge és
mtsai, 1990). Az erds szekvencia konzervalodast mutatd k6zos nod gének (nodABCL))
minden Rhizobiumban megtaldlhatéoak, feladatuk a Nod-faktorok alapvazéanak
szintézisében, és a kész molekula transzportjdban résztvevl enzimek kodolasa. Ezzel
szemben az un. gazdaspecifitdsi nod gének (nodFELGHPQSXZ) nem minden fajban
talalhatéak meg. Az altaluk meghatarozott fehérjék a Nod-faktor oligoszacharid lancanak
az adott fajra jellemz6 modositasait végzik. Minden egyes Rhizobium tobbféle, kissé eltérs
szerkezetli Nod-faktort termel, melyek az adott gazdanévényen kiilonb6z6 mértékben
serkentd6 hatastiak, amely tulajdonsdgot a jelmolekula alapvazédhoz kapcsolodd
szubsztituensek hatdroznak meg (Schultze és mtsai, 1994; Dénarié és mtsai, 1996). A Nod-
faktorok gazdaspecifikus aktivitdsdnak szempontjabdl meghatirozo jelentGségil a kito-

oligoszacharid alaplanc hossza, a nem redukalé vég O-acetilaltsaga, a redukalo vég O-
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acetilaltsaga, vagy szulfataltsaga, valamint az alapvazhoz kapcsolddo zsirsavlanc hossza és
telitetlenségének foka (Schultze és Kondorosi, 1996).

A Nod-faktorok a baktériumok hidnydban is képesek kivaltani a gyokérsejtek
plazmamembranjanak depolarizaciéjat (Ehrhardt és mtsai, 1992; Felle és mtsai, 1995), az
intracellularis Ca**-szint oszcillaciéjat (Ehrhardt és mtsai, 1996), az aktin filamentumok
atrendez6dését (Allen és mtsai, 1994), valamint a gyokérszérok gorbiilését, és a gyokér
kéregsejtjeinek osztddasat (Lerouge és mtsai, 1990; Truchet és mtsai, 1991). Feltételezések
szerint a Nod-faktor molekuldk a gyokérszérok feliiletén talalhatd, eddig még nem
azonositott receptorokhoz koétédnek (Ardourel és mtsai, 1994). Habar a Nod-faktorokat a
Rhizobiumok kibocsatjak a kornyezetiikbe, egyes elképzelések szerint hatasukat, legalabbis
részben, mégis lipid oldallancukkal a baktérium kiilsé membranjahoz kihorgonyozva fejtik
ki (Hirsch, 1992) Feltételezik, hogy a megtapadas sordn az addig a gyokérszér feliiletén
egyenletesen eloszlott receptorok a fiatal epidermisz sejtek membranjéban oldaliranyban
elmozdulva a megtapadt Rhizobium koriil feldisulnak, ami a sejtek egyenlGtlen
megnyulasahoz, kdvetkezésképpen a gydkérszér meggorbiiléséhez vezet (Hirsch,1992). A
pasztorbotszerlien megtekeredett gyokérszOrok altal csapdaba ejtett Rhizobiumok egy
bizonyos ponton hidrolizaljék a gyokérsejtek falat (Callaham és Torrey, 1981), és névényi
sejtfal anyagokbol allo, un. infekcids fonalakon keresztiil behatolnak a gyokérbe. Egyes
feltételezések szerint az infekcids fonalakba prolinban gazdag tn. korai nodulinok, mint pl.
az ENODS és ENODI12 (Scheres és mtsai, 1990 a,b) épiilhetnek be. A névekvd infekcids
fonal mikrotubulusok és citoplazma hidak sugaras atrendezédésével képz6dd preinfekcios
fonalak 4ltal irdnyitva halad keresztiil a kéreg sejteken a fejl6d6 giim6 primordium
iranyaba (Kijne, 1992).

A jelenlegi elképzelések szerint a Nod-faktorok egy eddig még ismeretlen
szignaltranszdukcids kaszkadon keresztiil egyes novényi hormonok (auxin, citokinin)

egyensulyanak megvaltozasahoz vezetnek, ami a protoxilem-pélusokbol szdrmazd un.
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sztéle-faktor (uridin) koncentracié gradiensével egyiitt indukélja a gim6 merisztémat

létrehozo kortikalis sejtek osztodasat (Geurts és Franssen, 1996).

GIn  Glu
Gliikoz- Glﬁkézamin-—»»»UDP-N-acetil-
6-P 6-P gliik6zamin
N H
0=C = 4 =
n=1-3 0=¢
X
zsirsav
szintézis
kondenzacié
NodE H
redukcié
NodG
v dehidracio
V redukcio \»
-C16:2A2’9 i
szulfat
\tp — P> — P> PAPS
H

2. abra A Nod faktorok szintézise R. melilotiban.
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A morfoldgiai és fizioldgiai valtozasok mellett a Nod-faktorok hatdséra szamos ndvényi
gén indukcidja is detektalhatd, mint példaul a korai nodulin gének k6zé tartozé enodl2
(Bauer és mtsai, 1994) és enod40 (Crespi és mtsai, 1994), valamint az osztddasnak indult
kéregsejtekben reaktivalodnak a sejtciklus gének (Yang és mtsai, 1994). A fent emlitett
folyamatok eredményeként kialakul a giimé szerkezete.

A gimOmerisztéma miikddése alapjan kétféle gimd tipust kiilonboztetink meg
(Newcomb és mtsai, 1981). A determinalt giimSkben (szdja) a merisztéma a kiils§
kortikalis sejtekbdl jon létre, miikodése hamar ledll, minek kovetkeztében a giimé belsd
sejtjei kozel azonos koruak és fejlédési stadiumuak. Az indeterminalt giimd a belsS kortex
sejtek osztodasaval képzddik, miikddése folyamatos, kdvetkezésképpen a merisztématdl
tavolodva a sejtek kiilonbozd fejlédési stadiumt zonakat alkotnak (Vasse és mtsai, 1990).
A folyamatosan o0sztdédd merisztémahoz legkozelebbi, fiatal sejtekbdl allo prefixacids
zonaban torténik meg a giimdinvazié. A tobbszordsen eldgazd infekcidés fonalban a
baktériumok folyamatosan osztédnak, és a novényi sejtek citoplazmajaval torténd
kozvetlen érintkezés nélkiil jutnak el a giimé belsejébe (Turgeon és Bauer, 1982). Ott az
endocit6zishoz hasonld folyamat sordn a névényi eredetd, un. peribakteroid membranba
"csomagolva" keriilnek be a giimdsejtek citoplazméjaba (Verma, 1992). Tovabbi
osztddasuk ledll, és szamos egyéb valtozas kovetkeztében a Rhizobiumok endoszimbidtikus
formajava, bakteroidokka alakulnak.

Az interzénaban kezdddnek el, majd a nitrogénkotési zonaban teljesednek ki a 1égkori
nitrogén megkotéséhez vezetd folyamatok. Az érett giimdsejtekben a bakteroidok
megkezdik a levegd nitrogénjének redukaldsat a nitrogenaz enzimkomplex segitségével,
amely egy homodimer Fe-proteinbdl és egy heterotetramer MoFe kofaktorbol allé polimer
(Dean és mtsai, 1993). A nitrogenaz miik6déséhez sziikséges alacsony oxigéntenziét egy
hem-tartalmu oxigénkots fehérje, a leghemoglobin biztositja (Powel és Gannon, 1988). A
megkOtott nitrogén ammonia formajaban transzportalodik a novénybe, ahol elsGsorban

glutaminba beépiilve bekapcsolddik a nitrogén anyagcserébe (Schubert, 1986).
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