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BEVEZETES

A f5ld nitrogén készletének jelentds része géz halmazillapotu, amelyet az €l6lények
tilnyomé t6bbsége nem képes kozvetleniil hasznositani. A talaj alacsony nitrogéntartalmanak
mas é16lény szdmara is felhasznélhatd kotstt formaban valé utdnpdtldsara a 1égkérbol csupén
bizonyos prokariéta mikroorganizmusok képesek, amelyek a molekuldris nitrogént
ammoéniava redukaljak, novelve a talaj hasznosithatd nitrogéntartalmat. Ezek egy része
szabadon élve (pl. Klebsiella), mig az Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mezorhizobium,
Rhizobium és Sinorhizobium fajok elsosorban a Leguminosae csalddba tartozé nbvényekkel
szimbidzisban képesek a légkori nitrogén megkdtésére.

A Rhizobiumok pillangds virdgh novényekkel kialakitott szimbibzisinak és ezen
keresztiil a levegd nitrogénjének bioldgiai Gton téréné hatékony megkotésének megismerése
egyrészt elméleti szempontbdl rejt szamos érdekességet (pl. a két, rendszertanilag igen tavol
allo szervezet kdzdtti kommunikécié molekuldris mechanizmusénak feltdrdsa), masrészt
gyakorlati szempontb6l is kiemelkedd jelentSségii.

A terméterilletek intenziv mezdgazdasagi tevékenység miatti nitrogén veszteségét
napjainkban miitragyazdssal pétoljdk. Ez azonban csak révidtavon nyujthat megoldast, hiszen
ez a médszer igen koltséges, és nagymértékben karositia a kémyezetet. A talajbél az
¢lovizekbe mos6dé nitrogén-sok tonkreteszik azok élévildgdt, szennyezik az ivéviz
készleteket, és a tavak eutrofizaciéjahoz vezetnek. Ezzel ellentétben a bioldgiai nitrogénkétés
teljesen kérnyezetbarat, a szimbi6zist létesitd nitrogénkétd baktériumok ugyanis képesek a
teljes nitrogénszitkséglet folyamatos ellatasara, sziikségtelenné téve a miitragyazast.

Ahhoz azonban, hogy a biolégiai titon térténd nitrogénellatast tetszés szerinti széles
karben megvalésithassuk, a természetes folyamat pontos megismerése szilkséges. Igy érthetd,
hogy a biolégiai kutatdsok egy része a nitrogénkdtés megismerésére, ezen belill a
szimbiotikus nitrogénkotés fokozasanak és kiterjesztésének lehetdségeire iranyul.

A szimbidzis kialakulasa és fenntartdsa igen bonyolult folyamat, melynek alapfeltétele
a két szimbionta, esetiinkben a Sinorhizobium meliloti, és gazdantvénye, a Medicago sativa
(lucerna) génjeinek tér- és iddbeni &sszehangolt miikédése, amelyet a baktérium és
gazdanévénye kozotti, jelmolekuldk cseréjén alapuléd kommunikacié biztosit.

A felismerés elsd lépéseként a névény gybkerébdl a talajba kibocsatott flavonoid
tipusi vegyiiletek a szabadon él6 Rhizobium fajok kemotaxisat, valamint giimdképzési, més
néven noduldcids (nod) génjeiknek milkddését valtjak ki. A nod gének altal kodolt fehérjék a
novény szamdra valaszjeliil szolgdlé lipokito-oligoszacharid tipusi molekuldk, a Nod-
faktorok szintéziséért feleldsek, amely molekuldk a gybkérszorbk gorbillését, a kortikalis
sejtek osztdését, és ez altal a gybkérglimé fejlddésének inicidlasat okozzak. A gyokérszérdn
megtapadt baktériumok a névényi sejtfal anyagokbdl all6, un. infekcids fondlon keresztill
hatolnak be a gybkérbe. A sikeres invazidhoz tovabbi bakteridlis szigndl molekulak
szilkségesek, melyek koziil az egyik legfontosabb a savas exopoliszacharid (EPSI, vagy
szukcinogliikan). Az EPSI szintéziséért, szerkezetének médositasaért, polimeriziciéjaért
valamint transzportjdért az exo gének termékei felelsek.

A gyokérgimdé a nitrogénkotéshez szilkséges, specidlis kornyezetet biztosit a
mikroszimbionta szdméra. A bakteroidokat a ndvény citoplazmajaban egy ndvényi sejtfal
eredetd, n. peribakteroid membran (PBM) veszi korill. A nitrogén megkotését a bakteroid
nitrogendz enzimkomplexe végzi, mely mik&déséhez specidlis, alacsony oxigén tenzi6ji
komyezetet igényel. A baktérium altal megkdtott nitrogén ammoniumion forméjaban jut a
nbvény citoszoljaba, ahol aminosavakba beépillve asszimilalédik.

A giimd nitrogén metabolizmusa szoros kapcsolatban all a szén anyagcserével, mely
feladata a bakteroid nitrogénkotéséhez nélkilozhetetlen szén- és energiaforras biztositisa.



A szimbiotikus nitrogénkotés kialakuldsat és fennmaraddsit t5bb tényezd is
befolyasolja, melyek kozill az egyik leglényegesebb a talaj kitstt nitrogén tartalma, melynek
emelkedése a szimbidzis tobb folyamatdra nézve is gatlé hatasi. °

KUTATASI ELOZMENYEK

A dolgozatomban leirt munka a csoportunk altal elkezdett kutatasi téma egy részének
folytatdisa. A teljes program a szimbiotikus giimb fejlédésében szerepet jitszo
szignilmolekulak, és a szintézisilket szabdlyozé bakteridlis reguldtor gének izoldlasa és
jellemzése, valamint a kérnyezeti tényezdk altali szabdlyozasuk vizsgélata.

Az elsd bakteridlis jelmolekula, a Nod-faktor termeléséért felelds nod gének
szabalyozédsiban a syrM gén fontos szerepet t6lt be, mely a nodD3 gén kozremiikddésével
valésul meg (Maillet és mtsai, 1990; Kondorosi és mtsai, 19991b; Swanson és mtsai, 1993),
igy a syrM is részt vesz a nod gének ntr rendszer és nodD3 éltal kozvetitett, kdrnyezeti
nitrogén szint szerinti reguldciéjaban (Dusha és Kondorosi, 1993). Az S. meliloti és a lucerna
kapcsolataban legfontosabb flavonoid, a luteolin feltehetden szintén befolyasolja a syrM-
nodD3 gének expresszidjat, mivel nitrogén éheztetés mellett indukilja a nodD3
transzkripcidjat (Dusha és mtsai, 1989).

A syrM pénrdl megfigyelések alapjan feltételezni lehetett, hogy til a nod gének
szabélyozasdn, val6szinileg részt vesz a szimbiézis késdbbi folyamatainak reguléciéjaban is.
A syrM mutans S. meliloti 41 és 1021 térzsek (Kondorosi és mtsai, 1991b, Dusha és mtsai,
1999) a vadnal késobb, és kevesebb giimot indukélnak a gazdandvény gybtkerén, amely
jelenség kotote nitrogén jelenlétében is megfigyelhetd (Dusha és mtsai, 1999). Ez a hatas
azonban nem a nod gének alacsonyabb szintl transzkripcidjdnak eredménye, hiszen a
nodABC-lacZ fizi6 a vad hittérben mérthez hasonlé szinten fejezddik ki a syrM muténsban is
(Dusha és Kondorosi, 1993). Feltételezték, hogy a syrM részt vesz az invézié folyamatéban is,
amelyet aldtdmasztottak Mulligan és Long (1985) eredményei is, akik azt tapasztaltak, hogy a
syrM-nodD3-syrA régi6 bejuttatdsa a baktériumba mukoid fenotipust, azaz megnévekedett
mennyiségii EPS termelést eredményez. Tn5 inszercié a syrM vagy syrA4 génben az eredeti
fenotipus helyredllasdhoz vezetett. Kisérleteik alapjan feltételezték, hogy a SyrtM a syrd
génen keresztill hathat egyes exo génekre, ill. az EPSI szintézisre (Bamnett és mtsai, 1998).
Kimutattdk, hogy az invazioban részt vevd baktériumok jelenléte, illetve tisztitott Nod-faktor
adéasa a ndvény fenilpropnoid bioszintézis utjanak indukciéjat véltjdk ki (Savouré és mtsai,
1994), amely a nod gének pozitiv reguldcidjdban szerepet jitsz6 flavonoid vegyiiletek
termelését is magaban foglalja (Dakora és mtsai, 1993). Feltételezik, hogy ez a hat4s szerepet
jatszik a szimbidzis kialakuldsdnak késdbbi folyamatainak, feltehetéen a baktérium
invaziénak pozitiv szabalyozisiban is. Valészinileg a luteolin a tovabbi, invazibhoz
szilkséges bakteridlis szigndlmolekuldknak, mint példdul az EPSI szintézisének a
reguliciéjaban is részt vesz.

Mivel ugy tint, hogy a syrM a nod és exo gének kdzds szabalyozéja, felmeriilt a a
syrM-nodD3 péros kbzvetitd szerepe az exo gének expresszidjanak nitrogén és luteolin 4ltali
szabélyozdséban is, csakigy, mint a nod gének esetében. Csoportunk ezért célul tizte ki az S.
meliloti EPSI termelésének nitrogén és luteolin 4ltali szabalyozasanak, valamint a syrM ezen
folyamatokban betdltstt esetleges regulator szerepének vizsgalatat.

Munkam kezdetekor a kévetkezd eredmények voltak ismertek:

-vad tipusi baktériumban mind a nitrogén, mind a luteolin befolyasolja a termelédd EPSI
mennyiségét és mindségét, valamint, hogy ezekben a folyamatokban a syrM is részt vesz.

A vad tipusi és a syrM muténs torzs EPSI termelésének kromatografids vizsgalatdt Dr. Dusha
Ilona és dr. Borzi Miklosné végezték.



Az elsé bakteridlis jelmolekula, a Nod-faktor termelése a talaj kotbtt nitrogén
szintjének szabalyozisa alatt 4ll: a nod gének kifejezdése gatolt magas nitrogén koncentrécié
jelenlétében (Dusha és mtsai, 1989). Csoportunk egy kisérlet sorozatban a Nod-faktor
szignilmolekula szintézisének reguldci6jat és a nitrogén represszié hatdsit tanulminyozva
egy Tn5 mutagenezis eredményeképpen izoldlta az S. meliloti 399 tbrzset, melyben a nodABC
és nodD3 gének még magas ammoénium koncentracié mellett is kifejezddnek (Dusha és mtsai,
1989). A génrol (mtrR), amelyet' a muticié érintett, feltételezték, hogy egy represszor
molekuldt kédol. Novényi tesztben azt az eredményt kaptdk, hogy mind nitrogén
éheztetéskor, mind pedig amménium szulfét jelenlétében a muténs torzs a vadndl eldbb, és
nagyobb szdmban indukal glimét a lucerna gySkerén (Dusha és mtsai, 1989), valamint az
ltala fertdzttt ndvények szdrazanyag sulya, és fajlagos nitrogén tartalma magasabb a vad
tipusu baktériummal fertéz6tt n6vényekhez képest (Oléh és mtsai, 2000- bekiildve). Az nirR
mutécié szimbibzisra gyakorolt hatdsanak novényi teszt kisérleteit Dr. Dusha Ilona és dr.
Borzi Miklosné végezték.

CELKITUZESEK

A dolgozat eredményeit képezé munka megkezdésekor ismeretes volt, hogy a S.
meliloti lucerndval kialakitott szimbiézisinak tébb lépése (nodulicié, EPSI termelés) a
kornyezet kotstt nitrogén szintje szerinti szabdlyozds alatt 4ll, melynek kozvetitésében a
baktérium részér6l fontos szerepet jatszik a syrM és az nirR gén. Ismeretlen volt azonban,
hogy e két gén mely folyamatokon keresztill befolyasolja a noduldcion til az EPSI temelést
(syrM), illetve a hatékonyabb szimbiézis kialakuldsét (ntrR). .

Ezek alapjan célul tiiztem ki a syrM és az nirR gének e folyamatok nitrogén altali
szabélyozdsdban betoltott szerepének vizsgélatat, melyet az aldbbi részfeladatok megoldasa
sorén probéltunk elémi:

1. A syrM mutici6 hatdsa az S. meliloti EPSI termelésére

-a syrM muténs és a vad tipusu S. meliloti altal kiilénb6z6 novesztési korillmények kozott
termelt EPSI kromatogréfids analizise annak vizsgalatéra, hogy a SyrM részt vesz-e az EPSI
szintézis kdtdtt nitrogén, illetve luteolin altali szabélyozisaban,

-annak tanulményozdséra, hogy vajon milyen, a megvaltozott mennyiségli és mindségii EPSI
szintézist magyaraz6 molekuldris véltozasok kovetkeznek be a syrM mutinsban, az egyes,
EPSI termelésben, mdddsitisban, polimeriziciéban illetve transzportban résztvevd
reprezentativ exo gének (exoF,P,H,K) nitrogén és luteolin dltali szabalyozisanak vizsgilata
génexpresszio szintjén vad tipust és syrM muténs héttérben.

2, Az ntrR génben bekivetkezett mutécié hatdsa a szimbiézis hatékonysdgdra

-annak elddntésére, hogy az ntrR mutdns nagyobb szimbiotikus hatékonysiga megndvekedett
nitrogénkotési képesség eredményeképpen alakul-e ki, a nifH és nifd nitrogénfixalasi gének
kifejezodésének &sszehasonlitdsa arrR mutdns és vad hattérben, nitrogén hidnydban és
jelenlétében,

-annak vizsgélatara, hogy vajon az nrR mutans hatékonyabb nitrogénkstése hatéssal van-¢ a
nbvényi ammdnia asszimildciés ut, valamint a bakteroid energia- és szénforrdsit biztosité
nbvényi szén anyagcsere Gt enzimeit koédolé gének kifejez8désére, ezen gének
(AAT:aszpartat-amino-transzferdz, CA:karbonsav anhidrdz, GS:glutamin szintetiz, NADH-
GOGAT:glutamat szintdz, MDH:malét dehidrogendz, PEPC:foszfoenol-piruvat-karboxilaz,
SS:szacharéz szintdz) transzkripcidjanak Osszehasonlitasa kotétt nitrogén hianyiban és
jelenlétében, vad tipusu és nfrR mutans baktériumok altal indukalt giimékben.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

-mikrobiolégiai eljarasok

-rekombinans DNS technikak

-enzimaktivitis (P-galaktoziddz, alkalikus foszfatdz) mérések baktérium kultirdbél és
glimébol

-EPS termelés mennyiségi és minGségi meghatdrozasa kromatogréfias médszerrel

-hex6z bsszetétel meghatarozdsa HPLC mddszerrel

-nGvényi teszt

-RNS izolaslas, RT-PCR, hibridizécié

0J TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
1. A Sinorhizobium meliloti 1021 EPSI termelése, valamint egyes exo gének kifejezddése
nitrogén kontrol alatt 4l}

Az S. meliloti 1021 térzs EPSI termelése nagymértékben csokken kotdtt nitrogén
(ammoénium szulfat) jelenlétében. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a szintézis elsé
lépésében, valamint az EPSI polimerizicidjdban részt vevd exoF ill. exoP gének
transzkripciéja nitrogénszabdlyoz4s alatt dll, mig a polimer médositdsban szerepet jatsz6
exoK és exoH gének a nitrogén jelenlététd! fuggetlentl mikodnek.

2. A kotdtt nitrogén koncentriciéja befolydsolja a nagy (HMW) és kis (LMW)
molekulatdmegii EPSI formdk ardnyit, amely folyamatban részt vesz a syrM gén is

A vad tipusu S. meliloti 1021 tbrzs éltal nitrogénéheztetés mellett termelt EPSI HMW
és LMW formdinak ardnya 60 és 40%. A tdptalaj ammoénium koncentracidjanak emelése nem
csak az EPSI mennyiségének 15 szézalékra csbkkenését eredményezi, hanem 8 HMW-LMW
arany 14-86 szézalékra véltozését is. A syrM feltehetden részt vesz a nitrogén szabélyozd
szerepének kozvetitésében, hiszen mutdciéja esetén mind az EPSI mennyisége, mind pedig a
két forma ardnya megviéltozik. A vad tipushoz viszonyitva nitrogén hidnydban kevesebb, mig
jelenlétében tobb EPSI termelddik, rdaddsul a két forma ardnya is ellenkez6: magas
ammoénium szulfat koncentrécié mellett a HMW forma, nitrogénmentes téptalajon pedig az
LMW forma halmozédik fel.

3. Nitrogén éheztetés mellett a syrM mutdcié az exoK gén kifejezédésének emelkedéséhez
vezet

Nitrogénmentes taptalajon az'exoK expresszidja kettd-hdromszorosara n6 a vad tipusi
baktériumban mérthez képest, amely magyardzatul szolgdlhat a syrM mutdnsban ilyen
korillmények kozott megfigyelhett LMW forma felhalmozédisra. A syrM feltehetben az
exoK gén eldtti gyenge prométeren keresztitl fejti ki hatédsét az exoK transzkripcibjéra.

. 4. A syrM mutéci6 hatisa az EPSI termelésre és az exoP gén transzkripcidjira nitrogén
jelenlétében
A syrM muténsban a tédptalaj nitrogén koncentricidjénak emelkedésekor tapasztalhatd
megndvekedett és deregulalt EPSI szintézisnek a nitrogén 4ltali represszié hianya, valamint az
exoP expresszidjanak csbkkenése mellett az ExoP fehérje konformacidjinak esetleges eltéré
szabalyozasa miatt alakulhat ki.

- 5. Az EPSI szintézist a luteolin is befoly4solja, feltehetden a syrM kozremilkddésével
A luteolin jelenléte mind a vad tipusi, mind a syrM mutdns baktériumban az EPSI
termelés emelkedését eredményezi, ami nitrogén tartalmi téptalajban még nagyobb, raadasul



a vad tipusu baktériumban a biol6giailag aktiv LMW forma felhalmozodésa figyelheté meg.
A syrM feltehetden részt vesz a luteolin hatasdnak kdzvetitésében, hiszen a mutans nem képes
az LMW forma felhalmozéasara. A luteolin befolydsa génexpresszi6 szinten is kimutathatd. A
nitrogén altal szabalyozott gének (exoF,P) transzkripcidja nb luteolin jelenlétében, ellentétben
a nitrogéntd] fiiggetleniil miikddo exoH K gének miikidésével.

6. Az ntrR mutdns S. meliloti 399 torzs a vad tipusa térzsnél hatékonyabb szimbiézist
képes kialakitani a gazdandvénnyel

Az nirR muténs t6rzs egy-két nappal koribban, valamint nagyobb szimban indukal
giimdt a lucerna gySkerén, és ez az eldnye nitrogén elldtottsdg mellett még nagyobb. A
mutans tdrzzsel fertéz6tt ndvények szdrazanyag silya, valamint fajlagos nitrogén tartalma is
magasabb, mint a vad tipusi baktériumokkal fertdzott luceméé. Ezek az adatok azt timasztjdk
ala, hogy a muténs a vad baktériumnal hatékonyabb szimbiézisra képes.

7. Az ntrR muticié hatdsdra megnd a bakteroid nitrogénkitési képessége

A vad tipushoz viszonyitva a mutans baktériumban megnd mind a nitrogenaz enzim f6
egységét kédolé nifH gén, mind a pozitiv regulatordt kédolé nif4 gén expresszidja.
Kimutattuk, hogy a kotott nitrogén jelenléte mindkét gén kifejez6dését nagymeértékben
gétolja. Nitrogén jelenlétében a vad tipusi baktériumban ezeknek a géneknek stagnal a
transzkripcidja, mig a mutdnsban megmarad a génexpresszié nvekedésének képessége, azaz
a nitrogén gatld hatasa kevésbé érvényesil,

8. Az ntrR mutins megndvekedett nitrogénkitési kapacitidsinak hatisa a ndvény
giiméjének szén anyagcseréjére

A malat szintézisitjAnak hérom enzimét kédolé gének (CA, MDH, PEPC)
expresszibja a nitrogénmentes (CA, MDH), valamint nitrogén tartalmii tiptalajon (CA, MDH,
PEPC) a muténs &ltal indukalt giimbkben nagyobb, mint a vad tipusi baktériummal indukalt
giimdkben. Ezek az eredmények a megn6vekedett malét szintézis mellett nagyobb mértéka
anyagcsere tevékenységre, és az ebb8l ad6dé magasabb respirdciéra utalnak, amelyek
alitimasztjdk a mutdns hatékonyabb nitrogénkotési képességének tényét. Az sszes novényi
gén esetében azt tapasztaltuk, hogy kisebb-nagyobb mértékben mindegyik transzkripcidjat
gétolja a talaj magas kotétt nitrogén szintje.

OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban az S. meliloti 1021 torzs kettd génjének, a giimbképzés kémyezeti
nitrogén szint 4ltali szabalyozasaban részt vevd syrM és ntrR géncknek esetleges szerepét
vizsgaltam a szimbiézis késdbbi folyamataiban. Vizsgalataink sorin megéllapitottuk, hogy az
eddig ismert feladatuk mellett a syrM az EPSI szintézis, mig az ntrR a nitrogénkétés
hatékonysaganak kiilsd nitrogén forras 4ltali reguldcidjanak kdzvetitésében is szerepet jatszik:
1. A syrM mutécié hatdsa az S. meliloti EPSI termelésére
-a vad tipusu S. meliloti 1021 t6rzs EPSI szintézisének mind mennyiségét, mind mindségét
meghatdrozza a k&myezet nitrogén koncentricidjanak szintje, valamint a n&vényi
indukaldszer, a luteolin jelenléte is,

-az egyes, EPSI termelésben, polimeriziciéban illetve transzportban résztvevd reprezentativ
exo gének (exoF,P) nitrogén és luteolin szabalyozas alatt allnak, mig mds, szerkezeti
moédositasban szerepet jatszé gének (exoH,K) attél fuggetleni] mikddnek,

-a syrM mutdns EPSI termelésének mértéke, valamint szerkezetének &sszetétele is
megvéltozik a tiptalaj nitrogén ellatottsdgdtdl, illetve a luteolin jelenlététsl fiiggden, ebbdl



ktvetkezden a syrM gén feltehetden kbzremikddik az EPSI termelés nitrogén és luteolin altali
reguldcidjdnak kdzvetitésében,

-az exoP és exoK gének a taptalaj sszetételétsl figgden a syrM szabalyozisa alatt llnak,
amely részben magyardzza a mutédnsban tapasztalhaté EPSI megoszlast,

2. Az ntrR génben bekévetkezett mutdcié hatdsa a szimbiézis hatékonysdgira

-az nirR mutdns S. meliloti 399 tbrzs nitrogénkbtési képességének megnbvekedése révén,
melyet a nifHH és nifdA gének szabilyozasival valdsit meg, a vad tipusi baktériumnal
hatékonyabb szimbidzist képes kialakitani a gazdantvénnyel, elonyds tulajdonsdgai
alkalmassa teszik mezdgazdasagi felhaszndlasra is,

-az ntrR muténs 4ltal indukalt giimokben megné a novény szénanyagesere utjanak enzimeit
kddolé gének expresszi6ja, amely a bakteroid megndvekedett szén- és energiaforrds igényére
utal, és al4tdmasztja a nagyobb nitrogénkstési kapacitds tényét ,

-lucerna giimdben kimutattuk a kémyezet kétott nitrogén tartalménak a nif génekre, valamint
a nbvény szén- és nitrogén anyagcsere utjainak enzimeit kédolé génekre gyakorolt gatlo
hatasat.
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