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1. Bevezetés

1.1. A nitrdtredukecid bioldgiai szerepe

A nitrdtot szimos baktérium, gomba, alga és no-
vény képes felhasznalni szerves nitrogéntartalmu ve-
gyileteinek felépitéséhez.‘A kiilonboz8 organizmusokban
a nitradt eldszor ammoniava alakul, majd az ammonia k6z-
vetlen szerves molekuléba épﬁl be. Azt a folyamatot ,J
mely sordn a nitrdt két 1lépésben ammoniiva redukalddik,
nitrdt asszimilédcidénak nevezziik. E fedukcié elsd 1épé-
sét a nitrédtreduktiz /NR/ Katalizélja. A reakcid termé-
ke a nitrit, melyet a nitr%treduktéz egylépésben ammoni—
AvA alakit. A nitrat ésszimilécié fiziolbgiai szerepe
tehét a szervezet utédnpdbdtlisa nitrogénnél.

Szadmos fakultativ anaerob baktérium szadmidra a nit-

r4t ion helyettesitheti az oxigént, mint végsd elektron

akceptort. Ezek a szervezetek nitrdton anaerob niveke—
désre képesek, még olyan szénforrids jelenlétében is
melynek Atalakitdsabdl energia nem termelddik. A nitri-

tot ebben az esetben nem a termindlis oxidAcidés rend -

szer utolsbé enzime, a termindlis oxidAz redukalja, ha-

nem e masik, az ugynevezett respirdcidés vagy disszi-
? | .

milédcids nitridtredukcids rendszer utolsd enzime a nit-

rdtreduktdz. Ilyenkor a nitridt redukcidja energia /ATP/



termeléssel kapcsolt. A respiréci6%%itrétredukcié
fizioldgiai szerepe tehdt energia termelés anaerob

koriilmények kozott.

1.2. A gombdk, algdk és novények asszimildcids nitrit-

redukcidja

p. @

A nitrdt asszimildcids redukcidjiért felelbs
enzimrendszer biokémiai és‘genetikai tanuiményozésa
t6bb évtizedes multra tekint vissza. Szamos tudomb-
nyos dolgozatban leirt kisérleti eredmény derit fényt
a nitrdtredukcid egyes részleteire. A kisérleteket
a Neurospora ,crassa gombaval kezdték meg és napjaink-
ban a Neurospora crassa asszimildcidbés NR-a ismert a
legjobban. A kutatdsok sordn szémos egyéb gombaban
/pl. Aspergillus nidulans/, algdban /pl. Chlo;ella
vulgaris, Chlamidomonas reinhardii/ és ndvényben
/pl. Spinacia oleracea, spendt; Nicotiana tabacum,
doh4ny; Hordeum vulgare, Arpa/ bizonyitottdk az asz-
szimildcibds NR jelenlétét és deritették fel tulajdon-
sidgait. Osszehasqnlitd vizsgidlatokbdél kideriilt, hogy
ezen organizmusok asszimilldcidés NR-a nagy hasonldsé- -
got mutat genetikai é; biokémiai tulajdonségainak
alapjidn a N. crassaéhoz, és ezért célszerii eldszor

a N. orassa NRe-&4rél eddigi ismereteinket 8sszefoglal-



ni és utédna a tobbi organizmus egyedi sajatsbgait

bemutatni. Mivel respiricids nitridtredukcid csak
|
baktériumokban fordul el6lezért a baktériumok asszi-

.mildcids és respiracids NR rendszerét kiilon fejezet

targyal ja. ‘ ?
Evans és Nason /1952/ Valamint Nason és Evans
/1953/ mutattdk ki el8szon egyértelmiien sejtmentes

extraktumban, hogy a nitrit redukcidéjdhoz NADPH sziik-

séges mint elektron /é-/ onor és .az enzim proszteti-
kus csoportja a FAD. Molibdénmentes taptalaj eldalli-
tadsadval illetve a NR tiszJitésa soran az egyes pre-

|
paratumok molibdéntartalménak meghatdrozasaval bizo-
nyitottdk a molibdén jelenlétét az enzimben /Nicholas
és mti, 1954; Nicholas és Nason, 195LF/..Az egyre tisz-—
t4Abb NR preparatumok NR specifikuslaktivitéséval par-
huzamosan ndvekszik a oitokrém-c-reduktéz /diaforéz/
specifikus aktivitéasa is, valamint a tisztitott en-
zimnek redukidlt FAD és FMN kapcsolt NR aktivitasa
van /Kinsky és McElroy, 1958/. Sorger /1966/ mutatta
ki, hogy mesterséges redoxfestékek /metilviologén,
MV; benzilviologdén, BV/ redukdlt formdja aktiv az
e” donélésba%%s é FAD vagy FMN nemn stiﬁuiélja a MV-
~kapcsolt NR aktivitdst. Ebbdl kﬁvetkezik, hogy a
redukdlt MV a FAD tartalmu enzimrész utédn, a molib-
dén tartalmu enzimrésznek adja elektronjait. Sato
/1956/ eredetl feltételezdésdt alapul véve lgawmol tdl,

hogy a citokrém-b-557 a NR alkotbérésze és e kizveti-



COként szblgél /Garot¢ és Nason, 1967/. A nitrbdtre-
‘ |

dukeid toljos redukcids Lépései a kovetkezbk:
|

‘

oitokrém=c MVH

NADPH aeeo) FAD mmoed CitOKTO6MebD=557 mmmaed MO cmmmm NOS

A 4

Garett és Nason /1969/, Antoine /1974/ valamint -
Pan és Nason /1978/ biokémiai munkdit roviden Ossze-
foglalva a kovetkezbket tudjuk a N. crassa NR-Ardl.
A homogénre tisztitott.enzim négy enzimatikus akti-

vitdssal rendelkezik:

1. NADPE-~ NR
2, FADH- NR
3. Redukdlt MV-kapcsolt NR

Ly, NADPH-citokrdém-~c-reduktiz

A négy aktivitids mérésével a NR kﬁlanb§z6 redukcids
1épéseit ellendrizhetjiik, Az 1. reakcid az enzim e-
gész aktivitdsidt méri a NADPH-t81l a nitratig. A 2.

és 3. reakcid az enzim végsd redukcids 1épésérdl ad
felvildgositidst, mig a 4., aktivitids mérésével az e~

transzport els8 1épését ellendrizhetjiik, Ezen enzi-
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matikus aktivitisok jelenléfe vagy hidnya a NR mu-
tansok elégéns jellémzéséregad lehetdséget.

Az enzim 230,000 D molékulasulyu és két azonos
alegységb8l /115.000 D/ é11; Egy molekula molibdént
és két hem-vasat tartalmaz.?Szhlfhidril csoport taldl-
haté az enzim FAD tartalmu %észén. A molibdén egy
ugynevezett molibdén kofaktér /Mo-ko/ alkotérésze.
Egy Mo-ko tartja Ossze az e%zim két nagy alegységét.

Az elobb emlitett-orga%izmusokban megtaldl juk
mind a négy enzimatikus aktivitést és a FAD, citokrom-
-b és a Mo-ko alkotéfészeké%. Molekulasuly szempont—
jébdél azonban eltéréseck mu%étkoznak,példéul az A.ni-
dulansban 190,000 D /Mcnonald és Coddington, 1974/,
Chlorella Vulgarisgan 356.000 D /Solomonson és mti,
1974/ az enzim molekuiasul&a. Mindegyik organizmusban
az enzim a ciloplazmédtan oldhatd &dllapotban van je-
len, A gombidk fizioldgiai g— donora a NADPH, mig a
#51dalgéké és a novényeké NADE.

Az asszimiléciés’NR réndszer biokémiai vizsgl-
latéaval pArhuzamosan folytak a. genétikai vizsgadlatok
is. Asszimilécids nitrétreaukciﬁban hib4s muténsokat,
melyek képtglenek nﬁvekednainitréton, minf egyedﬁli
nitrogén forrison, tﬁ%b orgaﬂizmusbél izoldltak, igy:
N. crassabél /de la ;Iéxba., 1950; Sorger, 1963/, A, ni-

dulansbdél /Cove és Pa%eman,‘l963/, ¢. reinhardiibdl




/Sosa és mti, 1978/, N. taﬂaeumbél /Miiller és Grafe,
1978/ és Nordeum vulgareb6£ /Wgrner és mti, 1977/.
Genetikailag a mutéansok fﬁéb lékuszba esnek, igy:
megkulénbﬁztetﬁnk struktur@uténsokat, melyekben a

genetikai defekt a NR enziﬁfehérjéjének a struktur-

$
v

§
génjében van; Mo-ko muténsokat, melyekben a mutdcid

h

a Mo-ko bioszintézisét va

— . o

gﬂ a strukturgénjét érintette;

regulédcidés muténsokat, melyek a NR enzim szintézisé-
|

ért felel6s'regulétor fehéfjék génjeiben vagy a re-
gulédtor szekvenoiékb;n szénVedtek genetikai kdroso-
dast. A N, orassa‘niE-B, az A. nidulans niaD, a C.

reinhardii CR-~305 és a N, tabacum nia mufépsai'struk—

turmutédnsok. Ezek nem rendelkeznek NADPH-nitrat il-
1etv§%itokrém—c-reduktéz aktivitassal, de FAD és MV-
~kapcsolt NR aktivifésuk Qan /Antoin, 1974; Pateman
és mti, 196L; MacDonald és mti, 1974; Sosa és mti,
1978; Mendel és Miiller, 1978/. A mutidcid a citokrém-
—c redukcidjiért felei6s ﬁAD fartélmu enzim struktur-
génjében térﬁéﬂt, vélfozaélanul hagyva az enzim tobbi

oo 2
részének génjeit. |

A mutidnsok masodik cs

mutdnsok, Pateman és ﬁti,

)

ben, hogy a NR mutédnsok eg

oportjat alkotjik a Mo-ko

1964/ mutattdk ki elsd iz-

t

v része a nitrdton kiviil

a hipoxantint sem képesek

felbhaszndlni egyediili nit-

!

rogénforrdsul és.sejtmente

hidrogendz /XDH/ alktivités
|

i
i

|

[
|
|
|
|

s! extraktumukban xantinde-

ulk nem volt, A legegyszeriibb




magyarazat—- amit késabb sikerﬁlt is egyértelmﬁenAbi—
zonyitani - az'vole,}hogy az aktiv NR és XDH egy ko-
z6s kofaktort tartalmaz és ennek a bioszintézisét
vagy strukturgénjét érintd mutdcid, mind a NR mind
a XDH aktivitds elvesztésével jar. Ezt a kismoleku-
l4ju, polipeptid természe%ﬁ kofaktort késcébb tiszti-
totldk /Pienkos és mti, 1977/ és kimutattdk, hogy
molibdént tartalmaz, ezért Mo-ko -nak nevezik.

XDH aktivitassal semjrendelkez6 Mo-ko muténsqk
N. crassAbsl & nit-1) /Ketfchum és mti, 1970/, A. nidu-

|

lansbél a gggg,g;z,g;g /Patemgn és mti, 1964/, N. ta-
bacumbél a cnx-68 /MéndeJ és Miiller, 1978/. Az A,ni-
dulans 6t cnx muténsé kozil a cnxH feltételezhetden

a Mo-ko strukturgénjében$muténé, mivel az erre a 16—
kuszra elBillitott h6mér4éklet‘érzékeny /ts/ mutansok
NR-a h6érzékeny‘vol€ Sejéﬁentes.eXtraktumban. A tobbi
cnx muténs pedig V@lész%nﬁleg az aktiv Mo-ko bioszin-
téziséért felells /MacDoAald és Cove, 1974/.

Erdekes megfigyelésivolt az, hogy a nit-1 mutéans
sejtmentes extraktuﬁébaniNADPH fliggd citokrémﬁc-reduk-
tdz aktivitds mérhetd /afNR'éls6 redulkcids 1épését nem
befolydsolta a mutidcid/, . és ezért az aktivitidsért fele-
16s fehérje molekulasulya pontosan fele /115,000 D/ az
intakt enzimének /230.000 D, Sorger, 1966/. Ha a nit-l

és nit-3 muténs sejtmentes kivonatdt Osszekeverik,

0



megfeleld inkublcids id8 utdn NADPH-NR aktivitads mér-
hetd., Ezt a helyredllitddiast in vitro komplementicid-—
nak nevezik., B komplementidcid folyamdn megjelenik a
NADPIH-NR aktivitds , ami egyik mutédns kivonatdban sem
mutathaté ki, A komplementdcid sorédn a nit-3 muténs ki-
vonataban ié§6 szabad Mo-ko-ok a nit-1 mutidns extraktu-
mdban taldlhaté két szabad /115.000 D/ alegységgel pa-
rosulva hozzdk l1létre a teljes aktivitassal és moleku-
lasullyal /230.000 D/ rendélkezS enzimet /Nason és mt-i
1970/,

A fentiekbdl kitiinik, hogy a nit-1 muténs nyers-—
kivonata alkalmas aktiv Mo-ko-ok tesztelésére. Aktiv
Mo-ko prepardtumot készithetiink molibdén tartalmu eﬁ—
zimekb81l /emld8s xantinoxidaz, patkényméj‘ aldehidoxidaz
és csirke xantindehidrogeniz,/ savkezelédssel /pH 2.5/.
Az igy szabaddid tett Mo-ko-ok képesek helyreidllitani a
nit-1 NADPH-NR aktivitédsat. Ezekkel a kisérletekkel
biokémiailag is igazolni lehetett a NR és XDH kozOs
Mo-ko-4t /Ketchum és mi-, 1970/.

A muténsok harmadik csoportjidba a reguldcids mu-
tdnsok tartoznak. NR aktivitds A.niduldnsban csak nitrat
ionok jelenlétében és ammonia ionok hiényébah mérhetd
/Cove, 1966/. Mivel az ammonla Hem befolyidsolja a NR
in vitro aktivitdsit, feltételezhetd, hogy a nitrat

i e S e i, S

indukilja, az ammonia represszidlja a NR szintézisét,



Pateman és mtsi /1967/ mutattdk ki, hogy a nitrit va-
1léban indukdlja a NR;t, és a nia-D illetve a cnx mu-
tdnsokban a maradék aktivitdsok /citokrom-c-reduktiz, -
MV-kapcsolt NR/ konstitutiv szinten termel8dnek, te-
hdt nitrdt nem sziikséges az enzim indukcibdjihoz. Ezek-
hcn.a,muténsokban'az ammonia azonban kifejti.még rep -
ressziv hatédsadt, igy a nitridt indukcid és azvammonia
represszid két fiiggetlen szabdlyozd rendszeren keresz-
tiil kozvetitddik., Az elsd reguldcids mutédnst /nird/
A.nidulansbél izoldltdk /Pateman és mti, 1967/. A nirA
mutédnsban a NR-on kiviil a nitritreduktazt/NIR/ sem tud-
talk kimutatni, tehdt a nirA génbeh,bekévetkézett muté-
cidé pleiotrop hatidsu a NR és NIR-re. Pateman és Cove
/1967/ izoldltak egy olyan muténst, mely nem igényelte
a nitrdtot a NR szintéziséhez, tehdt az konstitutiv
szinten termel8ddtt. Bz a mutdcid /ééz&f/ egy helyre
térképez8dstt a nirA-val, t;hét ennek allelja. Ezért
feltételezhetd volt hbgy a ;irA gén egy pozitiv regu-~
lator fehérjét kédol, mely kbzvetiti a nitrdt dltal tor-
ténd indukciés folyamatot. g '

Arst és Cove /l973/~mé%fajta tulajdonsadgokkal
rendelkez8 reguléciés‘ﬁutén%okat /areA/ izoldltak. Az
areA l1lékusz egy 6lyan fehérljét kédol, amelyik sziikséges
a nitrogén metabeolizmusban ?észtvev6 enzimek, - igy a
NR és NIR - szintéziséhez, ?e ammonia jelenlétében in-

f
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aktiv, Bz is pozitiv reguldld fehérje, mely kozvetiti az

ammonia repressziét A.nidulansban. A N.crassaban szintén
leirtdk a regulacids mutdnsokat, melyek nagymértékii ha-

sonldésagot mutatnakvaz A.nidulans reguldcids muténsaihoz,
igy a nit-2 megfelel az areA-nak, mig a nit-4 és nit-5 a
nirA-nak /Qoddington, 1976/.

A nitrat asszimiléciéjéban résztvevd enzimek tehit
két, egymassal Osszehangolt reguléciés.mechanizmus alatt
Allnak., Az egyik feleld8s a NR és NIR szintézisének git-
l4dséért, olyan kdriilmények kozdtt, amikor a téptaiajban
a nitrdton kiviil jobﬁ /am@onia, aminosavak/ nitrogén forris
éli a sejtek rendelkeéésére. A‘mésik a‘NR és a NIR szin-

tézisének stimuldladsidért flelelds nitrat ionok jelenlété-

ben. /Cove és Pateman, 1969; Arst és Cove, 1973; Rand '

és Arst, 1978/.
;
»

Az enzimek szabidlyozdsa nemcsak az enzim szintézi-
| | §
’ « 2 : | o # & . .
sének represszidja vagy derepresszidja utjidn torténhet,
i |

Aktivitdsuknak reVerzibilﬂs‘vagy irreverzibilis inakti-

. 2 | . o
vacidja fontos és szAmos agrganizmusban ismert szabalyo-
! \

l

zasi mechanizmus. Revérzibilis inaktivéqié 4dltaldban
végtermékgitlas utjénj/feidback/‘valésul meg. Iiyen td
pusu reverzibilis inaktiv%ciét a NR esetében Chlorella
vulgarisban taldltak és deritették fol részleteit.

/Moreno és mti, 1972; Solomonson és mti, 1973; Solomonson

és Speher,1977/. Az irreverzibilis inaktivdcldét a=
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1970-es évektdl kezdve tanuiményozzék részletesebben,
Ma jdnem minden esetben az‘eﬁzimek.inaktivélédéséért
egy fehérje a felells, mel&\a kukorica esetében speci-
fikus a NR-ra, Protedz aktivitidssal rendelkezik: -a NR
enzimet specifikug'helyeken bontja /Wallace l97h,l975/.
N.crassabdl két NR-t inakfivélé /inaktivator I és II1/
aktivitast mutattak ki, meiyek fizioldgiai szerepe
részleteiben még nem ismert /Walls és mti, 1978;Sorger

és mti, 1978/.

1.3. Respirédcids és asszimildcids nitrdtredukcid bak-

tériumokban

. b
A nitrdtrespiricidt eg6szar Questel és mti /1925/
mutattdlk ki Escherichia coli tényészetével. Megfigyel-
télt, hogy a sejtek laktdt — mint egyediili szénforris

— és ammonia jelenlétében anaerob novekedésre csak

abban az esetben képesek, ha nitrdtot tettek a tap-

talajba. Anaerob'kﬁrﬁlmények kozott a laktdt nem ké-
pes a Szentgybrgyi—Krébs cikluson keresztiil oxidaldd-
2 hidnyédban a

ciklusban résztvevd enzimek aktivitdsa nagyon alacsony

ni és ezdltal energidt termelni, mert O

és az oxidativ foszforildcié nem miikddik /Wimpenny és

Cove, 1967/. Anaerob koriilmények kozott tehdt a laktét

szénforrdsként szolgdl a szerves vegyiiletek széméra,



mig a novekedéshez sziikséges energia /ATP/ a nitrat
redukeidja folyamdn szabadul f61 /Takahasi és mti ,
1957/,

Az Ib.coli rospiréciés nitrdtredukecidjaért fele-
16s enzimrendszer hasonldsigokat és kiilonbségeket mu-
tat az asszimildcids nitrdtredukcidért felelds enzim-.
rendszerhez. Hasonlésag, hogy mindkettd molibdént és
L tipusu citokrémot»tartalm%z, valamint mindkett6 ké-
pes a nitrdtot nitritté red&kélni. Kiilonbség aé, hogy
a respiracids enzimrendszer%membrénkﬁtétt, szintézi-
sét az oxigén represszélja,émig az ammonia nem, és a
nitrat nem sziikséges az enzimrehdsier indukcid jdhoz
/Showe és DeMoss, 1968/. Mi&el a respirdcids enzimrend-
szer a nitrédton kivﬁl a kloéétot is redukidlja, fizi-
oldégial szerepe pedig az en%rgiatermolés az A tipusu
NR-okhoz tartozik /Piéhinot% és Piéchaud, 1968/.

Azokban az organizmusp#ban melyekben A tipusu
NR taldlhatd egy rendkivuliégyszeru, pozitiv szelek-
cid All rendelkezésre‘nitrétredukciéban hib4s mutin-
sok izoldléasira /Hackehthai és mti, 196L4; Piéchaﬁa és
mti, 1967/. Azok a baktériumok, melyekben a nitratre—
dulkcibéért felelds enzimrendszer valaﬁelyik fehérjéje
funkcidképtelen, a klérétof nem tudjidk a sejtekre

toxikus kloritta redukélniL ezért klordt jelenlétében

élotképesek és novekedni tudnak. Klordtrezisztencia



/ch1R/ alapjén E.colibél az eddig izoldlt muténsok

7 fluggetlen lékuszba:térképez6dnek /chlA, B, C, D,

E, F és G/ /Puuig és Azou#§y, 1967; Vanables és

Guest, 1969; Ruiz—HerréraiéS mti, 1969; Glaser és
DeMoss, 1972; Bachmani és rriti, 1976/. A cblC muti-

cid kivételédvel mindégyikjmutécié'a nitradtredukcidn
kiviil a formiét—dehid}ogeﬂéz és Tformidt-hidrogénlibz
aktivitasokat is bofoiyésqlta /Rolfe és Onodery, 1972/,
E.coliban a respiricids nitrétreduktéz enzimkomplex
Tizioldgiai e~ donora a formidt. A formidtot a for-
midt-dehidrogenidz oxidalja széndioxiddé, mikozben
redukdlja a NR-t. A két enzim egy‘enzimkomplexet alkot,
ﬁelynek kozos részei vannak, ami magyarazatul szolgil
a NR mutédnsok pleiotrop tulajdonsidgaira /Enoch és
Lester, 1975/. A mutdcidk kdziil a chlC gén a NR struk-
turfehérjéjét kédolja /Guest, 1968/. A chlD gén/ek/
terméke a Mo-ko bioszintézisében és annak apoprote-
innel vald egyesitésében vesz részt, melynek ered-
ményeként jon létre az aktiv NR./Sperl és DeMoss ,
1975/. A chlD muténsok nitridtredukciodéra képesek, ha

a taptalaj lO_'3 M molibdAdtot tartalmaz /Glaser és
DeMoss, 1971/. A chlA gén terméke vélészinﬁleg a Mo-ko
~-hoz kapésoiédé fehérje, mely nélkiilozhetetlen a nit-
~atredulkkeidhoz, A chlB gén terméke az enzimkomplex

membrdnhoz vald kétddését biztositja /MacGregor és
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Schnaitman, 1973/. A chlE, F és G géntermékek pontos
fizioldégiai funkcidja még nem ismert.

Mint 1lAttuk az E.coli csak anacrob koriilmények
Kovott redukdlja a nitrdtot nitritté és ennck a folya-
matnak energia termelés az éredménye. A baktériumok
egy része azonban a nitrdtot - mint egyediili nitro-
génforrdst - aerob is tudjé redukdlni, tehadt asszi-

mildcids nitrdtredukecidéra is képes. Mindkét nitrat-
redukcidéra képes példaul a?Klebsiella aerogenes.

A Klebsiella aerogenes aerob koriilmények kozott

nitrdton mint egyediili nitrogénforridson a nitrédtot

|
\

asszimildlja. Az asszimilécids nitradtredukcidért fe-
i
)

1elds enzimrendszer a citoplazmédban oldott dllapot-

ban van jelen és a szintézise nitrattal indukédlhatd,
/ ) i Pl < ;
ammoniaval represszalhato.

Anaerob koriilmények kozott, ha nitrat az egye-

diili nitrogénforris, a nit%étot egyidejiileg két en-
zimrendszef redukéal ja, mégbedig az eldébb emlitett
asszimilédcids és a fespiréciés. A fespirdciés nitrat-
redukecidért fole16sienziﬁrendszer membrénk6t6tt és
miikodése kozben enefgia termel8dik /Hadjipetron és
Stouthamer, 1965/. Ammonia jelenlétében az.asszimi-
l4dcidés represszilddik, viszont a respiracids szin-

. [ | . .
tézisében vAltoz4s nem tdrténik. Oxigén jelenléte

viszont csak a respirdcids rendszer szintézisét




represszilja /Van’t Reit és mti, 1968/.

Az asszimildcids és respirédcibés nitridtredukcid-

ért felells enzimrehdszer?azon fehérjerésze, amelyen
a nitradtredukcid valéjébaﬂ megtorténik, kozds mindkét
komplexben /Stouthamer, 1567 a, 1967 b/. Azok a mutin-
sok melyekben a muté§i6 eﬁnék a fehérjének a struk .-

turgénjét érintette,;sém asszimildcidés sem respirici-
6s nitrdtredukcidra ﬂem képesek. Ez a fehérje aerob
koriilmények kozott, nitradt jelenldtében olyan fehérjék-
kel kapcsolddik kompl%xé, melyek oxigén jelenlétében

is e~ dondldsra képesek. Az aerob e  transzportlinc-

ban bekdvetkezett mutdcid csék az aerob nitridtasszi-
miladcidét érinti.

Anaerob koriilmények kozott egy mémbrénkététt
komplex alakul ki. Ebben a komplekben az eldzdektdl
eltérs fehérjék vesznek részt az e dondldsban, . ezért
ezekben a fehérjékben mutans baktériumoknak csak az
anaerob nitrdtredukcidja sériilt. Ezek a mutansok 4l- .
taldban pleiotrdép tulajdonsigokkal rendelkeznek, ami
a formidt-oxidacidnak,; illetve a gldztermelésnek a hi-
dnydban nyilvAnul meg /Stouthameéer és mti, 1967/.
Hasonld tulajdonségokkal rendelkezd mutdnsokrdél széi-
molt be Pseudomonas aeruginosa esetében Hartingsveldt
és Stouthamer, 1973.

A baktériumok harmadik csoportjdt alkotjdk azok,



amelyek a nitrétop csak aerob koriilmények kozott tud-
Jjak redukalni, tehat ésak‘asszimiléciés nitridtreduk-~
cidéra képesek. Ebbe a csoportba tartozik a Rhizobium
meliloti, mely a Medicagojsativa /lucerna/ gyokerein
taldlhaté gumdkban a levegd nitrogénjét'/Nz/ ammonié-~
va képes redukélni,'ezélt;l pétolnila sajat illetve

a novény nitrogénsziikségletit.

1.4, Célikitiizés.

A nitrdt redukcibjadért felelds enzimrendszerek
ré&id Attekintésekon 1éttuk, hégy a NR a molibdént
egy Mo-ko forméban ta}talmazza, és ez a kofaktor ko-
z0s a XDH-ban talélha%é Mg:gg—vél. Bulen és Le Comte
/1966/ kimutatta, hogy a nifrogenéz is molibdén tar--
talmu enzim és a'Rhibeium japonicﬂm nitrogenézénakt
I-es komponensébdl sa&kezeléssel szabadda tett Mo-ko

1 ‘

helyettesiteni tudja a N.crassa NR-anak Mo-ko-4t

/Nason és mti, 1971/. Ebb8l az eredményb8l azt a ko-

vetkeztetést vontak lé, hogy a NR, a XDH és a nitro-

gendz enzimeknek kozos Mo-ko-a van, Ezt a feltétele-

zést azonban Shah és Brill /1977/ valamint Pienkos
és mti /1977/ biokémiai eredményei cifolni ladtszot-
tak., Az a kérdés, hogy a szdban forgd hdrom enzim

egy vagy tobbfajta Mo-ko kozdtt osztozik-e genetikai

0



médszerekkel elddnthetd. Genetikai kArosodas a Mb-ko
strukturgénjében vagy a bigszintézisében résztvevd
enzimek génjeiben pleiotrdép hatdsu lesz mindazon en-
zimekre nézve, melyek azonos Mo-ko-t tartalmaznak,
Mivel a Rhizobium meliloti rendelkezik mindhdrom en-
zimmel /NR, XDH, nitrogendz/, alkalmas objektum e
genetikai munka elvégzésére.

E dolgozatban leirjuk a Rhizobium meliloti két-
fajta nitrdtredukcidjinak jéllemzését, asszimildcids
nitrétredukciéban hibads mutdnsok izoldlasit, a mutén-
solk biokémiai jellemzését, genetikai analizisét, vala-
mint a mutdcidk pleiofrép hatds4dt a XDH-ra és a szim-

biotikus nitrogénkotésre.
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2. Anyagok &s mbdszorek

2.1, Baktériumtdorzsek

A baktériumtﬁrisekct, melyekct hasznaltunk, az

1. tablazatban tintettink fol.

2.2, Taptalajok !

Az alaptéptalaj /BM/ al kévetkez8 vegyilileteket
1]
tartalmazta literenként: O,l e K2HPOM, 1 g NaCl, 3 g

0,27 mg FeCl,*

R 3

6 11,0, 0,242 mg Na2MoOu'2 H,0, 3 mg H,BO

Tris, 246 mg MgS0, "7 H,0, 11 mg CaCl
| 3

) 4805, 2,32 mg

MnSO, "4 H,0, 0,287 mg'Znson?7 H,0, 0,125 mg CuSO)

5 H_ O, 0,065 mg CoCl, és 2jmg biotin. A GTS taptalaj,

2 2
BM kiegészitve literenként: 2 g flikoéz, 2,7 g Na-szuk-
cindt. IND tédptalaj, BM kiegészitve literenként: 10 g
gliikéz, 2,7 g Na-szukcinat, 1 g Na-glutaméf, 10 mg

élesztékivonat /Difco/. FNO, taptalaj, BM kiegészitve

3

literenként 2 g fumlrsav, 0,85 g NaNO, 'HYP taptalaj,

, 3
BM kiegészitve 1 g/1 hipoxéntinnal.-Komplett /GTA/
taptalaj, GTS kiegészitve literenként: 1 g élesztd-
kivonat /Difco/, 10 g Bactb trypton /Difco/, 10 g

NHuCl. Mindegyik téptélaj 7,5 pH-ju volt. A szildrd

tiptalajok 2, %-os Bacto agart /Difco/ tartalmaztak,

i
o
i




TOrzsek

Rm41
GY39
GY43
GY44
GY45
cy7s
GY8l
GY83
GY138
GYl41l
GY152
GY154

GY156

1. tdblazat A felhasznélt baktériumtdrzsek és plazmidok

Fenotipus

vad
Nar—Met—

Nar—Phe—

‘Nar_Ade_

Nar_Trp_
Nar Met Km>
Nar_Phe_KmR

Nar Ade Km}

cys”strikm®

Cys Tyr Str

Nar

Nar

Nar_Hyp_

TCR

TCR

TCR

TCR

BKmRTcR

Genotipus

narA-168 met-168

narB~15 phe<15

narB-15 ade-15

narB-15 trp-15

narA-168 met-168 /R68.45]/

narB-15 phe~15 [R68.45/

narB-15 ade-15 /R68.45/

cys-46 str-1 [R68.45]

cya-db tyr-l stx-1l

narA-168

’ narB—l§

narC—lgl

Eredet

Dr Szende K.
GY152 szarmazéka

GY154 K N " o ‘_VA R

cyls4. " S T

GY154 " n

GY39 "

GY43 "
Gy44 e

+ + + N -
AK194 gly ade tyr rekombinansa
AK194 glytade® rekombininsa
Rmd4l szarmazéka
Rm4l =

Rm4l N



az 1. tablazat folytatésa

GY157 Nar_Hyp_
GY197 Nar strR
GY200 Nar Hyp StrRX
Gv201. Nar Hyp Str
GY202 Nar strX
- éY5454;”“““Nar:Hy§:KmRTcB"“M“Mb
GY465 Cys~StrRKmRT¢R
GY491 Nar—Hyp-KmRTcR
AK194 cys Gly Ade Tyr str®
AK317 Nar_Aae—GmR
AK351 Nar—Ade-StrR
N461 Eff RNR
EV62 Nar Trp StrX
Neurospora
crassa Nar

narDtggg

narA-168 str-168

narC-191 str-191

~narD-240 str-240

narB-15 str-15

narc-191 /R68.45/

‘cys-46 str-1l [R68.45/

narD-240 [R68.45/

Rm41l szérmazéka

GY152 L

GY156 M

GY157 "

GY1l54 a !
GY156 e ‘ o
GY138 egy kl6nja

GY157 szarmazéka

cys-46 gly-1 ade-4 tyr-1 str-lKondorosi és mti./1977b/

narB-15 ade-15 gen-15

narB-15 ade-15 str-17

narB-15 trp-15 str-16

nit-1

GY44 szarmazéka
Gy44 "
Kondorosi és mti. [/1973/

GY45 szarmazéka

Dr Pienkos P.T.



az 1. téblazat folytatésa

Plazmidok

R68.45 ' KmRTcRCma+Inc—Pl . Dr Holloway B.

Nar Hyp-: a nitrat illetve a hipoxantin hasznosités hiédnya.
R R

Wl

Sty Km™y cR és Gn®: rezisztencia 250 ug/ml streptomicin
szulfdt,200 ug/ml kanamicin szulfét, 15 ug/ml tetraciklin-HC1
és 30 ug/ml gentamicin ellen. Cma: kromoszOma mobilizacils

képesség. Inc: inkompatibilités.'Eff: szimbiotikus effekti-

vitds. RNR: "respirdcids nitratredukcid.

R S
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Az FNO3 lemezek készitése elétt a Bacto agart desz-
till4dlt vizben hAromszor mostuk, Az Osszes felhasz-
nalt vegyiilet analitikai tisztasdgu volt. A kiilonbozd

nitrogénforrdsok koncentrdcidit, amelyeket a kiilon-

bo6z8 taptalajokhoz adtunk a szovegben tiintettiik fol.

2.3. A baktériumok szaporitdsa és fenntartisa

A baktériumtsrzseket 20 %-os glicerinben -20C°-on
tartottuk femn., Ujradélesztéskor 50 x-re higitottuk a
torzskulturdt GTA-ban és 34 C°-on acrob szaporitottuk,
vagy GTA lemezre egy telepre kikentiik és inkubdltuk
két napig, majd egy kaccsal egy telepet GTA folyadék-
ban szuszpendidltunk. A baktériumok szaporodasit spek-
trofotometridsan kovettiik, mérve 540 nm-en a kultu-

rédk denzitédsét.

2.4, Mutagenezis ‘és mutidns szelekcid

Az NTG mutagenezis; Rm 41 sejtekkel Kondorosi
és mti /1973/ 4ltal leirt mbédszer alapjan végeztiik,
Mutagenezis utdn a sejteket 0,9 %-os NaCl oldatban
mos tuk, GTA téptalajban felszuszpendidltuk és novesz-
tettiik, hogy a szegregicid 1létrejsjjon, majd ismé-

telten mostuk és kétszer passzidltuk 1 g/1 NH) Cl-el



kicgészitett GTS téptalajbaﬁ. A higitott mintékat;
melyek korilbeliil 100 sejte# tartalmaztak FNO3 le-
mezre szélesztottuk. A'leme%cket egy olyan nylon-

zsdkban inkubidltuk, melyet %mmoniamentes levegdvel
oblitettiink 4t. HArom nap u%én a kis Atlatszé te-

v

f
lepeket eltettiik a torzsgyiijteménybe,

'
§
{
t

2.8, A nitrétreduktéilaktivitésénak meghatarozisa
; ‘

A NR aktivitdst menden egyes esetben a reduk-
cibé folyamén keletkezett nitrit mennyiségének méré-
sével hatdroztuk meg. A NR‘aktivités.meghaférozé -
s&4t intakt baktériumokban é kovetkezd mbédon végez.-
til: 1,0 ml mintdt 30 mésodpercig argonnal &blitet-
tiink. A reakcidt a NaNo3 ad4séval inditottuk /1o mM
végkoncentridcid/ és a'nitTAtreagens /Griess-Ilqsvay/
hozzédadidsival dllitottuk le, A nitrittermelés 15

percig linedris volt. Levegd jelenlétében a nitrit-

termelés azomnal ledllt. |

A metilviologén;kapcs§1£ aktivitdst CTAB-val
kezelt sejtekben hatéfoztu&;meé. CTAB-t adtunk a
baktériumokhoz /végkoﬁcent&écié 0,1 mg/ml/ és 3 per-
cig fézattﬁk. A sejteket leéentrifugéltuk 4 c%-on és
a reakcibeleggyel /50 mM foszfétpuffer, pH 7,3,

850,0 mg/1 NaNO 100 mg/1l MV/ mostuk, Végezetiil a

3)
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scktelket a sejteket 1 ml reakcidelegyben szuszpendil-
tuk és 0 C%-on tartottuk /max. 1 napig/. A NR aktivi-
tast a kovetkezbképpen hataroztuk meg: CTBA Kezelt
sejtek megfeleld higitdsu szuszpenzibdjibdél 4,95 ml-t
pipettdztunk egy kémecs8be és 30 masodpercig argonnal
oblitettiik, A reakcidét 0,05 ml frissen készitett
Na,S,0) oldat /25 mg/ml/ hozzdaddsdval inditottuk. A
reakeid argon dram alatt, nyitott kémesSben, 30 ¢-on
Jatszoédott le. 1 ml mintdkat vettimk ki megfeleld id6-
kiézben és ditionit gyors oxidadladsaval /erds keverés/
dllitottuk be a reakcidét. A nitrittermelddés 1 6raig
linecdris volt. 1 nmél nitrit tefmelGdése, 1 perc alatt
30 ¢%-on jelenfette az enziﬁ aktivitasanak 1 egységét.
A specifikus aktivitéds az eﬁzim egységek 1 mg fehérjé—

1

re szémitott értéke jelenteﬁte. Nitritreduktidz akti-

v

vitast egyik esetben sem tud%unk kimutatni.
fs

. . 4 i
2.6. Nitritmeghatidrozis

!
A nitrit mennyiségét spkktrofotometriésan a Nicholas
és Nason /1957/ Altal leirt hédszer kis vAltoztatidsa-
: 1 ;
val hataroztuk meg. 0,5 ml f?issen készitett Griess -

Tlosvay reagenst adtunk a vizsgalandd minta 1 ml-éhez.
_ | 1 .
/A Griess - Ilosvay reagens az 1 %—os szulfonilsav ,

3o %-os ecetsavban és a 0,3 %-os 1l- naftilamin, 30 %-os
! .



occotsavban oldott, 1:1 aranyu keverdke/. 10 perc eltel-

tAvel a mintdkat lecentrifugdltuk és a keletkezett szin
optikai denzitasidt Spektromom 404 Spektrofotométeren

hataroztuk meg zold szirdét /540 nm/ hasznidlva.

2.7. Fehérjemeghatdrozas

A fehérjét Lowry és mti. /1951/ 4ltal leirt és
Hartree és mti. /1972/ altal mbédositott médszer alap-
jén hatdroztuk meg. E?L az elgarast jo reprodukalhato-
sdeggal egész sejtekre is haéznélni tudtuk. Bovine Se-

r™uam Albumlne—t /Slgma/ hasznaltunk Osszehasonlitéasul.

|
v
4

2.8. Poliakrilamid gélelektroforézis

' |
i
Az eloktroi‘ore21st . 5 %-0s gélben, pH 8.5-0n

Davis /196L4/ szerint hagtqtﬁuk végre. A sejtmentes
kivonatot uitrahang felté;éésal /15 x 30 masodpercig,
legnagyobb liovoenorglaval MSE ultrahangozé készﬁ-
léken/ dllitottuk elo. A nyerskivonatot 4 ¢®-on 20
percig 35000 g-vel céntrifugéltuk. A.felﬁluszét.desz—
11141t vizzel szemben egy éjszakan At dializéltuk.
200 ug fehérjét 20 %708 szacharézban tettiik a gélek
toetjére és gélonkénf 3 mA Arammal futtattul 4 Co—on,

mig a jelz6 szin /brémfenolkék/ el nem érte a gdlek
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aljat. A géleket 1 %—os Coomassie Brilloant Blue
R-250 /isopropanol:ecetsav, 2.5:1/ oldattal hivtuk
eld fehérjére, majd 10 %-os ecetsavval festdékteleni-
tettiik,.

A gélek XDH aktivitdsidt Mendel és Miiller /1976/
mbdszere szerint mutattuk ki. A gélek NR aktivitésénak
el8hivasira a géleket nitrdtmentes reakcidelegyben ,
melyet 25 mg/ml Na28204—01 kiegészitettiink, 10 per-
cig tartottuk majd Attettiik olyan reakcidbelegybe mely-
bs1 hiényzotf a MV. A NR helyén a sotétkék gél elszin-

telenedett.

2.9. Komplementéicids teszt

A Neurospora crassa pit-l-es mutansat NHuCl tar-
talmu Tries tAptalajban szaporitottuk, majd atraktuk

~

NaNOB-ot tartalmazé tédptalajba, hogy indukalja a NR
szintézisét /Pienkos és mti, 1977/. A micéliumokat
homokkal 4 ¢°-on homogenizaltuk /0,1 M foszfatpuffer,
pH 7,2 5 mM EDTA, i mM fenil-metil-szulfonil fluorid,
1 mM NADPH, 1 % NaCl/ és centrifugidltuk 30 percig
30.000 g-vel. A vad tipusu és mutidns Rm 41 sejteket
GTA taptalajban cxpdnenciélis fazisig novesztettiik és
a nyers kivonatokat /9,2 = 17 mg/ml fehérje/ az elek=-

troforézisnél leirt mdbdszer szerint készitettiik. Sav-

!



kezelt nyerskivonatot Nasoﬁ és mti /1971/ 4ltal le-
irtak szerint kaptunk azzai a kivétellel, hogy ar -
gont hasznidltunk nitrogén %elyett. A nit-1 mutlns
sejtmentes kivonatdnak /ll;h mg/ml fehérje/ 0,25 ml-ét

30 percig szobahdn inkubAltuk a vad &s mutins bakté-

4
5

riumok 0,5 ml savkezelt hydrs kivonatédval. Az inkubé-

[}

14s utdn meghatidroztuk a mintak NADPH2 fliggd NR akti-
; , ' .
vitidsidt /Pienkos és mti, 19f7'7/. A keletkezett nitri-
tet az elbzbekben leirtak szerint hatéroztuk meg.
i
{

2.1lo. Novényi teszt ' l

A baktériumok siimbiotikus effektivitdsdt Kondorosi

és mti /1977 a/ szZerint vizsgiltuk.

2.11. A baktériumok konjugicidja

A keresztezéscket Dixon és mti /1976/ és Kondorosi
és mti /1977/ 4ltal leirtak szerint csindltuk, Hipoxan-—

tin hasznositisra a szelekcidét HYP lemezen végeztiik.
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3. Eredményeck

|
|
|
{
|
f
|
f
;
i
1

3.1. Kétfajta nitrétfedukéié Rhizobium melilotiban
I ' '

i1
[
|
I
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f¥zioldgiai kdriilmény kozott

A Rmkl két kiilonbozd

mutat nitrédtredukcids aktivitdst. A nitrédtredukcidban
|

[
hibds mutdnsok izoldldsa eldtt sziikséges e két aktivi-
l |
tds egyértelmii megkﬁlénbé%tetése.
:

|

3.1.1, Asszimildcidbés nitratredukcid

Aerob kériilmények kozbtt az Rmdl a nitrdtot - mint
'egyeduli nitrogén forrast - hasznoéitani tudja, melybdl
kovetkezik, hogy asszimiléeiés nitrétredukoiéra.képes.
Az asszimildcids nitradtredukcidt INb tadptalajban tud-
juk kimutatni, IND tdptalajban az Rmil koriilbeliil hégy

réds osztéddadsi idével szaporodik. Ha ehhez a téptalaj—

Os

_ hoz ammonidt, nitratot vagy hipoxantint adunk, a gene-
rédoibds idd két brara csokken, jelezve hogy a IND tép-—
talajban a baktériumok elldtidsa korladtozott. Az sszi-
mildcidés nitrdtredukcidt ezért IND taptalajban ki le-
het mutatni, ha nitrdt addsa utan koévetjlikk a nitrit
felhaszndlédasit /1l.4bra/. Mivel maginak a nitritnek
az adisa a nitrit eltiinésével jar /asszimildcids nit-

ritredukcid/, az 8ssz NR aktivités feltételezhetBen




1. 4bra: Az asszimildcidés nitridt- és nitritredukcid

kimutatéisa
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Az Rmhl sejteket INb tép&%lajban 34 ¢%-on fblnbveszf
tettik lxlbs sejt/ml sﬁrﬁéégig, majd négy részre osz-
tottuk és tovabb inkubél¥gk. Kiilonbozd iddkben mintét
vettiink és azonmral ﬁegha%éroztuk a nitfit mennyiségét
/1ésd 2.'6._pon5cot/. A kbvetkezd vegyiile.teket' adtuk 4
nyillal jelzett id&ben: KNO2 /o/, KNOzés kloramfenikol
vagy NHuCl,/o/, NaNQ3 /8/, Na.'NO3 és k}oramfenikol.vagyl
ammonia /@/. A niﬁrogénforrésoknak 10 mM, a kloramfe-

nikolnak ZOOjug/ml_volt a végkoncentricidja.



nagyobb, mint az 6ssz NIR aktivitas. Kloramfenikol
addsa utdn sem nitritkezelést, sem fogydst nem ta-
pasztaltunk, ami arra utal, hogy de novo fehérje -
% i o B . , s iaag B 8 B . 7 2 '
szintézis szikséges az asszimilacids nitrat - és
nitritredukecidé beindulédsdhoz. Az ammonia adéasa

ugyanilyen eredménnyel jart, ami az ammonia represz-

szibds hatdsira utal.

3.1.2. "Respiradcidés" nitratredukcid

Az Rmll szigoruan aerob baktérium. Anaerob hﬁve—
keddésre sem nitrdt jelenlétében, sem hidnydban nem
képes, legalébbis azokon a téptalajokon, amelyeken
kiprébiltuk. Nitrdtredukcids aktivitassal azonban
rendelkeznek a komplett /GTA/ tdptalajon szaporodd
Rmhl sejtek az exponencidlis flzis végefelé. Ennek
a nitratredukcids aktivitésnak az,indukciéjét mutat-—
ja a 2.4bra. Nitritredukcid ilyen koriilmények kozott
nem mutathatd ki. Intakt baktériumokban az oxigén
interferdl ezzel a nitrdtredukciéval. Kloramfenikol
adédsa utdn sem a sejtosztédis, sem a nitritredukcid
tovabbi ihdukciéja nem folytatddik. Ammonia az induk-
cidét nem befolyééolja. Mas baktériumok nitratreduk-
cibs rendszerével Osszhangban az uﬁébbi nitritreduk-—

cibébt az egyszeriiség kedvéért "respirdcids"-nak ne-
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2.4bra: A "respirdcids" nitridtredukcid indukcibja

komplett tAptalajban
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Az Rmll sejteket GTA. tédptdlajban aerob névesztettiik ko-

rilbelul l—5x107

se‘jt‘;/ml siiriiségig, majd kiilonbszd idd-—
i ‘

pontokban mintét vett‘;iink és meghatiroztuk a sejtek den-

zitadsat /lasd 2.3.ponﬁot/ és az intakt sejtek NR aktivi-

: !
tdsdt /ladsd 2.5.pontot/. A kisérlet inditdsakor nagyfo-

{

ku higitas sziikséges,% hogy a maradék NR aktivitads eltiin-
Jjon a stacioner fazisu sejjtekbiil. ODshO /o/, nitratre-
duktdz specifikus aktivitads /e/. Kloramfenikolt /200
fil(",‘/ml végkoncentridcié/ adtunk a 'ny.ilakkal mégjel'dlt 1d6~

pontokban.



vezziik, habidr respirdcidés funkcidéja nincs, de induk-
cidéjidban hasonlit a respiricids tipusu enzimekéhez
/Van’T Reit és mti, 1968/,

3.2. Asszimildcids nitridtredukcidban hibds muténsok

izoldlasa /Nar /

Asszimildcibés nitrdtredukcidban hibds mutiansok
a nitrdtot - mint égyedﬁli nitrogénforrast - haszno-
sitani nem tudjdk és igy nitrdton novekedni képtele-
nek. Nar_ mﬁténsokat nitrdtot tartalmazdé lemezen /FNOB/
izoladltunk. Ha a nitradtot kihagytuk ebbd8l a taptalaj-—
bél, a vad tipusu telepek kisebbek és Atlatszbébbak
voltak mint a nitridtot tartalmazdbé taptalajon névd te-
lepek., /Ennek a kismértékii novekedésnek a taptalaj-
ban 1év8 ammonia, vagy mAs szerves nitrogénszennyezl-
dés a magyaradzata/. Azt vartuk, hogy a Nar muténsok
telepei ugyanolyan fenotipussal rendelkeznek majd ,
mint a vad tipusu telepek nitrdt nélkiili taptalajon.
Bz igy is tégtént, és ennek a rendszernek a segitségé-

vel 25 Nar mutdnst izoldltunk az Rml1l-bSl. Az izolé-

14s eredményeit a 2.tdblazatban foglaltuk Ossze. A
mutansokat folydékony minimédl téaptalajba oltottuk,-mely
nitrdtot vagy nitritet tartalmazott- és ellendriztiik

novekedésre valamint nitrit termelésre és fogyasztis-



2, tédbldzat: A mudnsok izoldldsinak Ssszefoglalésa
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Az 5tvizs—v A feltéte~ Igazi Naf— Nitridtot nem-~ Nitritet nem
ch4lt tele- lezett Nar~ izoldtumok hasznositdk hasznositék
pek szama telepek szama E - szama szama

4969 97 ‘ 5 % 8 0
576 62 , 6 : 3 3

3542 5k 6 3 3
4928 69 o] 9 5
6262 Lg - 2 | | 2 0
10602 61 L2 2 0
5959 36 ‘ o1 1 : 0

A mutagenizdlds utdn a sejteket hét csbébe osztottuk

szét. A szelekcidét FNO

3]

azt a 2.4, pontban leirtuk.

lemezen végeztik ugy,ahogy



ra, ahogy azt az 1. :’\.:'1)1‘:1 {1‘.]_:,1")’[2 leirtuk a wvad tipusu
baktdrium esctdben. 3zok %lapjén a mutinsokat k&t
csoportra tudtulk oszténi:;l. nitrdtot nem hasznosi-
tolk; 2. nitritet nem haszﬁositék. A nitrdtot nem
“hasznositdé 25 muténst biokémiai‘és gehetikai vizsgh-~
latok soran /lasd késébb/ négy osétélyba tudtuk sorol-
ni. Mindegyik osztaly egy-egy reprezentinsat /GY152,
GY154, GY156, GY157/ vAlasztottuk ki a tovAbbi vizs-

gdlatokhoz.

el ' . DAY .. Pl -
3.3. A Nar mutdnsok novekedése kiilonboz8 nitrogén-

forridson

Szédmos mutédcid eredményezheti azt a tulajdonsa-
got, hogy az eredetileg nitrdthasznositd baktérium
nem tudja tobbé hasznositani a nitrétot. Példaul a
NR enzimren&szer struktur - vagy reguldtorgénjeiben
illetve a nitrdt transzportjdért felelds génekben be-~
kovetkezett mutdcid eredményezheti ezt a fenotipust.
A Mo-ko-ban vagy a kiilonboz8 nitrogénhasznositads re-
guldcibdbjdban mutidns baktériumok viszont a nitritre-~
rukecid hidnya mellett mé&s nitrogénforridst sem képe-
sek hasznositani. Ezért ellen6riznﬁnk kell a mutan-
sok novekedését kiilonbozd nitrogénfofrésokon /3. tab-

ldzat/, Mindegyik mutdnstipus jél ndvekszik hiszti=
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Rml 1

GY152
GY154
GY156

GY157
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3. tablazat: A mutinsok novekeddése Kiilonbozd nitrogpén-

forrast tartalmazdbé folyékony téaptalajban

ck - Nitrat
0.32 1.9
0.36 0.39
0.40 0.38
0.21 0.20
0.37 0.33

Ammonia

2.90

2.85

2.20

Xantin

0.37

0.34

Hipox.

1.50
1,95
1.75
0.19

0.35

Hugysav

1.90

Az Rmlil és a mutdns baktériumok GTA taptalajban fel-

noétt tenyészetét fizioldgiids sdbdoldatban 1-5x10

sejt/

ml-re higitottuk. 0.1 ml-t adtunk 5 ml GTS taptalajba,

amit kiilonboz8 nitrogénforradsokkal egészitettiink ki

/lasd téblazat/. A nitrogénforrisok végkoncentricidja

1 mg/ml. Harom nap aerob inkubidlids utidn megmértiik a

tenyészetek optikai denzitasit 540 nm-en.

Hipox. = hipoxantin
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dinen, prolinon, glutaminon, aszparaginon és ureén.
Két mutédnsosztdly egy-egy reprezentédnsa /GY156 és
GY157/ azonban nem nd hipoxantinon és xantinon, de

né hugysavon. - a purin anyagcsereut koztitermékein.
Mivel a XDH felelds mind a hipoxantin mind a xantin
oxidativ lebohtéséért, e két mutédns novekedési tulaj-
donsigai azt sejtetik, hogy benniik a NR aktivités’
mellett a XDH aktivitds is hidnyzik. A mutansok koziil
egyik sem novekszik nitrétoé tartalmazdé taptalajon

16™* ¥ Na,MoO, jelenlétében.

3.4. A mutdnsok NR aktivitéasa

Az Bmhl nyerskivonatdnak NR aktivitasdt, ndtrium-
ditionittal, mint e~ donorral és MV-al, mint e koz-
vetitével in vitro mérni tudjuk. Ez az aktivitas akkor
is meghatdrozhatd, ha a sejteket mem tarjuk fel, hanem
membridnjukat atjarhatéva /permedbilissé/ tessziik CTAB
kezeléssel. A mutdnsok MV-kapcsolt NR-anak meghatiro-
zaséval elddénthetd, hogy a mutdcid érintette-e az ezért
az akitivitdsért felelds fehédrje strukturgénjét, vagy
reguldcidéjidt. Fontos megjegyezni azt, hogy a CY152 meg-
tartotta in vivo ”respiréciés" nitratredukcids akti-

\

vitdsdt, mig a GY154, a GY156 és a GY157 elvesztette

az asszimildcidés mellett a "respirdcids" nitratreduk-



cids Kképességét is.

A 4, tablazat bemutatjé a kiilonb6z8 nitrogénforri-
“ 30
{
son szaporodott, exponencidlis fézisu, CTAB kezelt vad

tipusu és muténs-baktériumdk MV-kapcsolt NR aktivitéisat.

Az exponencidlis fézisu Rmll sejtekben, amelyek ammonia

! [
!

vagy glutamdton ndttek - mﬁnt egyediili nitrogénforrison -
korilbeliil husszor magasabé volt a NR specifikus akti-
vitds a komplett tébtalajoﬂ szaporitotthoz viszonyitva.
Nitrdt addsa a glutamétot?fartalmazé taptalajhoz két-
szeres novekedést erédményézett. Ezek az eredmények azt
jelzik, hogy a.MV;kapcsolt NR aktivitids szintje a nit-

rogénforrids milyenségétél fiigg, és a nitrdt nem elen-
|

gedhetetlen az indukcidhoz, habir szinergetikus hatés
nem zarhaté ki. Az Nh6bl-es mutans, melyet Kondorosi és

mti /1973/ elézéleg izolédltak és képtelen a szimbioti-

|
|

kus nitrogénkstésre, harmincszor -szdzszor kisebb ak-

tivitdssal rendelkezik valamennyi tAptalajon az Rmil-hez
: : i
vizsonyitva. Ez a mutdns azonban nitrdt minimal tapta-

| ' . 3
lajon ndvekedni tud /Sik |és Barabas, 1977/. Ez azt va-

1észinilisiti, hogy a vad baktérium MV-kapcsolt NR-anak
| SO .
1 %-a elegendd a nitrdtasszimildcidhoz,

A b, t4blézatban szintén lathatjuk, hogy a GY15k,

a GY156 és a GY157 mﬁtén%okndk‘egyéltalén nincs MV- v
| ;
kapcsolt NR aktivitédsuk 4 vizsgdlt tdptalajokon. A

GY152 muténsnak-valémiveﬂ hagasabb aktivitdsa van mint
az Rmil-nek, a GTA ﬁéptalaﬁt kivéve, ami ant jelenti,

j i
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4, tablazat: A mutinsok MV-kapcsolt nitrdtreduktiz

aktivitisai

Torzsek GTA GTSNHu
Rmk 1 1.47 - 13.80
GY1ls2 0.90 16.90

GYish £o0.02 £ 0.02
ayise &£ 0,01 £ 0.01
GY157 £ 0.01 £ 0.01

NLo61 0.046 0.24

IND

23.40
104 .40
£o0.02
0,02
£o.02

0.22

IND+NO
P03

L2.40
124,60
£o.01
{o0.01
£o.o1L

0.43

A MV-kapcsolt NR aktivitdsokat exponencidlis fézisu

sejtekb8l /0.2-0.4 OD

540

nm/ hatdroztuk meg. A bak-

tériumok a tabldzatban feltiintetett tdptalajokban

szaporodtak., A sejteket CTAB-val kezeltiik. A szlm-

értékek a NR specifikus aktivitasit jelentik. Az

amménia és nitradt végkoncentricidéja 1 mg/ml volt.
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hogy a muticid mem befolyééolta a NR strukturgénjét.
Az Rmhl és GY152 njerskivoﬁaténak NR aktivitisa egy
éles csikban mutathatd ki éoliakrilamid gélben elek-
trofokuszidlds utan. Mint aé varhaté, enzimaktivitast
gélben sem tudtunk kimutatﬁi a GYlsh, a GY156 és a
GY157 mutinsok nyerskivoha%aibél.»Sajnos fehérje csik

nem azonosithatd az enzim aktivitdsdnak a helyén az

Rmlil esetében, ezért a mutdnsok NR géntermékével kap-

v .

§
csolatban semmit sem mondhatunk.
i ) i

3.5. A mutdnsok XDH aktivitasa

Fontos wvolt tudﬁunk azt, hogy a hipoxantin vagy
a xantin transzpoftréndszere, vagy maga a XDH sérﬁlt—e
azokban a mutansokban meljek nem tudjak hésznositani
e két vegyiiletet. Az Rmhl:XDH aktivitdsa poliakrilamid
gélben elektroforetizdlds utan kimutathatéd /3 A 4bra/.
A halvinysarga p—nitrotetfazolium—kéket a XDH, hipo-
xantin jelenlétében egy b&rnésbibor szinii vegyiiletté
redukdlja, igy a gélben egy szines csik jelenik meg
ott ahol a XDH talélﬁaté.éA GY152 és a GY154 az Rmbl-
hez hasonldan ?endelkezik; mig a GY156 és a GY157 nen
rendelkeziﬁ XDH akti%itéssél? Mivel csekély XDH akti-
vitds mutathatd ki aéokbanla gélekben, amelyekben

hipoxantinnal nem indukélt Rmll-es sejtek nyerskivo-

{




3. &bra: A xantindehidrogendz aktivitidsa és fehérje

mintdzata poliakrilamid gélben
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41 GY152 GYISKAH GY156 ‘GYlé}: Rmh1  GY152 GY15h GY156 GY157

Az Rmhl és muténs baktériumokat IND tidptalajban,

1 mg/ml hipoxantinnal kiegészitve novesztettiik az
exponenoiél%s fazis végbig. A nyerskivonatot és a
gélelektroforézist a 2,8.pontban leirtak alapjin :
készitettik iiletve hajtottuk végre. A: a géiek

XDH aktivitasa. B: a gélek fehérje mintizata,
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natat futtattuk, a GYL56 ¢s a GYL57 mutiansokban a
muticid a XDH strukturgénhét is érintette, mert ez

a maraddék aktivitdsuk is eltiint. Ha géleket fehérjére
hivtuk ¢16 /3 B 4bra/ egy éles fehérjecsik jelent
meg az Rmhl, a GY152 és a GY154 baktériumok XDH ak-

_tivitésdnak a helyén. Ez a fehérjecsik nem lathatéd

a GY156 és a GY157 esetében.

3.6. Komplementacids analizis a Neurospora crassa

nit-1 mutédnsidnak segitségével

Kiilonbozd molibdéntartalmﬁ enzimek vagy nyerski-
vonatok Mo-ko aktivitdsa mérhetd az alapjan, hogy ké-
pes-e helyredllitani a N.crassa nit-1 mutdnsdnak NADPH-
NR aktivitdsdt /Nason és mti, 1970; Nason és mti, 1971;
MacGrégQr és Schnaitman, 1972; Ketchum és Downey, 1975/.
Az 5. téblézat eredményei mutatjdk, hogy az Rmil, a
GY152 és a GY154 baktériumok nyerskivonatidbdl savke-
zeléssel aktiv Mo-ko szabadithatdé fel. A GYl57—ben
minimdlis a Mo-ko aktivitéds, mig a GYl56-ban egyalta~
1l4n nem mutathaté ki. Ebb8l arra kovetkeztethetiink,
hogy ebben a két mutdnsban a mutidcid vagy a Mo-ko
strukturgén jét vagy a bioszintéziséért felelds enzimek
aénjét érintette. A Mo-ko hidnya magyardzhatja a mu-
tacid pleiotrdép tulajdonsigait.

-
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5. t4blazat: A Nourospora crassa nit~l-cs mutins nitrit-

roduktizanak in vitro komplementicidja az

Rkl és mutansainak savkezelt nyerskivonatbval

Torzsek Helyreidllitott NR
aktivités
- ‘ : 0.0
Rmk 1 4o.0
GY152 40.0
GY15h4 | 56.0
GY156 il 00
GY157 | 2.1

A savkezelést és a komplementdciét a 2.9. pontban

leirtak alapjén hajfottuké végre. Az Rmlhl és muténs
baktériumok savkezelt nye%skivonaténak nam volt
NR aktivitdsa.A megadoté ;értékek a NR specifikus
aktivitédsat jelentik a nit-1 kivonatdra vonatkoz-

tatva.
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3.7. Szimbiotikus offektivitas

Az Rmhl és a mutédns torzseket novényi tesztben

.
[}

cllendriztiidk, hogy a mutidcid befolydsolta-e a szim-
bidtikus nitrogénkotést. Medicago safiva /lucerna/
novénykdéket a baktériumokkal fertgztﬁk, inkubdaltuk

és megfeleld i1id8 /L-6 hét/ eiteltével meghatiroztuk
a novények acetilénredukcids képességét illetve meg-
mértik a novények szarazsulydt. A b, &bra mutatja,
hogy a mutdnsok éppolyan effektivek acetilénredukcid
és szirazsuly alapjéh, mint az Rmil. Mivel a baktéri-
umolk, melyeket a»gumékbél izolal tunk vissza, megtar—
tottdk mutdns fenotipusukat , az effektivitas mem a

mutdcidk reverzidjanak a kovetkezménye.

3.8. Reverzids analizis

obh

Két vagyAtulajdonség megvaltozdsdnidl az elsbren-—
dii és legfontosabb kérdés az, hogy a szébanforgé mu—-
téns fenotipust egy vagy tébb génben bekivetkezett
mutdcid okozta-e, vagy sem. Ezt a kérdést revertinsok
izolAdladsival és azoknak a jellemzésével lehet eldon-
teni. Bzért a mutans baktériumokbdl streptomicin re-.

zistens szarmazékokat izoldltunk /GY197, GY202, GY200,

GY201/, mely a reverténsok azonosltdsdt lehetlvéd tetie,
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L, 4bra: Az Rmil és mutidns baktériumok szimbiotikus

effektivitasa |
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A novényi tcsztct'd 2.ld.pontban leirtak szerint vé-

geztiik, Tiz névényt fertdztiink mindegyik baktérium-

torzzsel és ;egaléﬁb héfomszér megismételtiik a kisér-

letet. Az -oszlopokban 1év8 szakaszok 5 %-os szighi-

fikanciaszintet jefenteéek/n—lﬁ9/. A: a novények szi-
;

razsulya az Rmll-el feré6zﬁt% novények Atlagos szi-

!
razsulyidnak szdzaldékdban. B: acetilén redukcid az

i

L .. ’l- . . o
Rmll-el fert8zott ndvények Atlagos alktivitasidnak széd-,
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gyukorisdgﬁal Kaptunk nitratot hasznositd
4

lemezen a GY197 ésh GY202 bakté-
| .

-0

10 = 1.()""’0

revertinsokat I'NO

3
riumokbdél és ugyanilyen gjakoriséggal kaptunk nitré-
tot illetve hipoxantint hasznositéd revertlnsokat FNO3

illetve HYP lemezeken a pleiotrdpidt ﬁutaté baktériu-
uokbél /GY200, GY201/. Mindkét esetben mindkét muténs
bsszes revertinsa visszanyerfe a vad fenotipust a hi-
poxantin illetve a nitrdt hasznositis szempontjabdél.

Ez az eredmény azt jelenti, hogy a NR és XDH elveszté-
séért mindkét mutins esetében /GY156, GY157/ egysze-
res pontmutdcid felelds, tehdt valddi pleiotrdép mutici-

6kkal allunk szemben.'

3.9. A Nar mutdnsok genetikai analizise

A kBzelmultban munkacsoportunk megszerkeztette
az Rubl kéralaku genetikai térképét az R68.45 plazmid

segitsdégével /Kondorosi és mti, 1977a/. Az R68.45

(

kromoszbma mobilizdcidéra képes és ezért segitségével
genetikai rekombindcids analizist végezhetink. Ameny—
nyiben két mutadcid egy génpen van, a markerek kﬁzétti
rekombindcids gyakorosdg olyan alacsony, hogy kimutat-
ni nem tudjuk, amennyiben nem,a rekombindnsok szamabdl
a markerek kozotti tadvolsidg meghatidrozhatd. Célunk

volt tehdt meghatdrozni azon lékuszok szamat, melyek



- 46 -

résztvesznek a nitrat asszimiléciéjébah. Ezért el8szor
belevittiik az R68.45 plazmidot, a hArom kiilonbozd
fenotipusu Nar mutdns auxotrdéf szdrmazékdba és keresz-
tezést hajtottunk végre ezen donorok és az ugyanolyan
fenotipussal rendelkezd recipiensek kozott. Rekombi-—
nansok nem jelentek meg azokban a keresztezésekben,
ahol a GY75-6t /a GY152 mutdns met-168 szarmazdka,
mely tartalmazza az R68.h5—6t/,'mint donort és a GY152
mutdnssal azonos fenotipusu mutéansokat, mint recipien-
seket haszndltuk., BEzek a mutdcidk valdsziniileg egy
lékuszba esnek és ezt a mutinstipust narA-nak nevez-
tiilk el. Szintén nem jelentek meg rekombindnsok azok-
ban keresztezésekben ahol a GY8l-et /a GY154 muténs
phe-15 szarmazéka, mely tértalmazza az R68.45-6t/,
mint donort és a GY154 muﬂénssal azonos fenotipusu
mutansokat, mint reoipienéeket hasznaltuk. Ezek a
mutacidk is valdsziniileg égy‘lékuszba esnek és narB-
nek neveztik el. Amikor'a%onbén a>GY248—at /GY156
mely tartalmazza az R68.4§—6t/ kereszteztiik a 11
pleiotrdp fenotipust mutaéé mutidnssal 8 esetben kap-
tunk rekombindn'sokat. A néolc mutidns /a GY157-et be-
leértve/ 1lékuszt Egzé—nekga maradék hdrmat /GYl56-o0t
beleértve/ Eiag—nekvnevezéﬁk.

A rekombindcibs anaifzis utén kezdtiik el a nar

mutiacidk helyét megdllapitani a kromoszdédman. A narB-15
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S S
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-
lokalizdcidjadt ugy 4llapitottuk meg, hogy a GY1l54 egy

7 ! I - -
auxotrdéf szldrmazdékat hasznidltuk recipiensként és meg-
» |
’ . P + ’ |
Allapitottuk az auxotrdéf marker é$ a narB marker kap-

2 I4 ! l
csoltsagdt. Azt taldltuk, hogy a narB marker a trp-15

| |
és az ade—15 markerek kozgtt foglal helyet /6. tablé-
| .
zat 1-3. keresztezés/. |
A narC és a narD gének helyét mids mbédszerrel 41~
lapitottuk meg. Az R68.45 plazmidot étvittﬁk a GY1l57-es
t6rzsbe /GYL91l/ és ezt hasznilva donorként keresztez-
'tiik AK351-el és EV62-vel. Streptomicinnel ellenszelek-
tdltunk ade-15-re illetve trp-l5-re szelektidltunk és
meghatdroztuk a szelektidlt markerek és a nemszelektalt
markerek /hipoxantin nemhasznositéds/ kozotti kapcsolt—
sdgot replikizassal. 'A 6. tablazat /L4-5. keresztezés/
mutatja, hogy a narD szintén a trp-15 és az ade-15
markefek kozott taldlhatd, A 6.‘téblézat.6., 7. és 8.

keresztezése mutatja a tyr-1, a trp-15 és az ade-15

markerek kapcsoltsdgi adatait. Megfigyeltiik, hogy a
GY2L48-as torzset keresztezve az EV6é—vel a trp—lS

és EEEE:ié kozti 57 %-os kapcsoltsadgi gyakorisag 0,06
%—ra csokkent. Ha ezt a donort Kereszteztiik AK351-el

nem kaptunk ade~15"TnarB-15Yrekombinidnst. Bz az ered-

mény azt jelenti, hogy a narB-15 és narC-191 gének

nagyon kézel vannak egymidshoz és a narC-191 kdzelebb
van az ade-15-hdz. A nar gének térképhelyzetdt az 5,
Abran lathatjuk. A narA-168 markert eziddig még nem

térképeztiik be.
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6. tédbladzat: A kromoszdéma nar régidjinak kapcsoltsigi adatai

Ellenszelektalt

Szelektadlt marker

cys—h6/adej}5+

cys~46/ade—£§+

cys-U6/trp-15"+

str—2/§§g-15+

str-15/trp-157

cys=46/crp-15"

A rekombinédnsok nemsze-

+
narB-15

_léktélt osztalyai

str—l+

narB-15

str—l+

narB—15+

str-1

narB-15
narB-15"

E?TB‘lé

str-1 -

str~l+

str—l+

narB—15+

str-1t

narB-15
narD-240"
narD-240
narD-240"
narD-240

tyr-1 st

str—l+

r—l+

tyr—l+ st

+
r-1

tyr-1 st

r-1

tvr-1t

str-1

d

/0

55
38
5.2
1.8
38
62
57
L3
13
87
8L
16
L5
55

A markerpirok kap-

csoltsiga o

ade-15" narB-15 0.62

ade-15T str-1  0.07

narB-l5+str—l 0.652

ade-15" narB-15'0.38—— 0,29 &H—

trp-15tnarB-15% 0.57

ade-15"narD240 0.87

trp-15'narD-240 0.16

trp-15" tyr-1 0.45
*
trp-15"str-1 0.01

volsag

0.24



a 6., tdblazat folytatisa

-3 GY83  EV62  str-15/trpls’ ade-15 14 trp-15% ade-15 0.1k
ade-15" 86

8 GY14kl AK317  cys-46/adels” tyr-1* 98 ade-15" tyr-1  0.02
tyr-1 2

cys-46 tyr-1/ade-15" str-1t | 9L ade-15T str-1 0.06
str-1 6

’

c: a markerparok kapcsoltsigi gyakorisédga. d: additiv térképtédvolsig a mar-

kerpdrok kozstt /onkényes egységekben/. d= l-c /Koﬁdorosi és mti.,1977a/.

A keresztezést minden esetben Dixon és mti. /1976/ 4ltal leirtak alapjan
végeztilk., A szelektiv minimidl téptalajt /GTSNHA/ sziikkség szerint kiegészi-
tettiik; az anyagokat az aké&bbi koncentricidban adtuk: aminosav /25 ug/ml/,.
adenin /20 ug/ml/, hipoxantin /1 mg/ml/és streptomicin szulfit /250 ug/ml/.
‘A markerek kozotti tévolségof é Lederberg~féle replika technikival hatdroztuk

meg.

0.48

0.72

0.62

—617—
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5. dbra: A nar gének helyzete a Rhizobium meliloti 41

kromoszdémi jan
v
narC-191
tyr-1  trp-15 narB-15 narD-240 ade-15 str-1
L B —— e SR «

0.24 0.7 0.15;

029  0.59;0.62

<

T 046

0.05
0.63

met-168

i
{
1
|
H
|

ade-3

cys-46

met-13

his-1

A markerek kozti sz?kaszok az additiv térképtavol-

)

sdgok /d/ értékei /kondorbsi és mti, 1977a/, amiket

filiiggetlen keresztez%sekb
l

14sd a 6. téblézatb@n.

|

{ ¥
61 kaptunk. A részleteket

'



b, Az eredmények megvitatisa

A Rhizobium melilotiban kétfajta nitrétré&ukcié
mutathatdé ki in vivo. A kettd koziil valédsziniileg csak
az asszimildcids tipusnak van alapvetd fizioldgiai
funkecidéja. A "respiricids" ﬁitrétredukciénak szefepe
jelenleg még nem ismert, Bacillus subtilisben hasonld,
ismeretlen funkciéju, a sporuldcié alatt indukiiddd
nitratredukcidés aktivitdst mutattak ki /Bohon és mti,
1976/. Az Rmll "respiricids" nitrdtredukcids aktivitas
indukecidéja hasonlit a Klebsiella aerogenes nitritres-—
pirlcids rendszer indukcidjédhoz /Van’T Reit és mti,
1968/. Az’Rmhl NR aktiv%tésétAazonban 10 mM klorat
nem befolyasolja, és mivel az enzim nem membrankstott,
a Pichinoty féle B tipusu enzimekhez hasonlit. Az in
vivo "respirdcids" nitrdtredukcidét az oxigén reverzi-
bilisen gatolja, ami az oxigén felé torténd preferen-
cidlis e  Aramlast jelentheti,

Kondorosi és mti /1973/ olyan mutdnsokat izolAl-
tak Rmlb1-b81l, ahol a mutidcid a "respirdcids" nitrit-
redukecidét érintette. E mutéhsok egy reprezentinsa az
N4 61, szimbidzisban ineffek%iv, de nitradton - mint
egyediili nitrogénforrison —%szaporodni tud /Sik és
Barabas, 1977/, ezért az as%zimiléciés nitritreduk-

cidja normdlis kell hogy lefyen. Azt taldltuk /4. téb-
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ladzat/, hogy az N461 30-100 szor kevesebb MV-kapcsolt

NR aktivitédssal rendelkeziﬁ mint az Rmll azokon a tap-
T
talajokon, amelyeken megmértiik, Nitrdt asszimillcid-

P 3 v 52

kor tehadt ez az alacsony aktivitids is elegendd ahhoz,
; :

hogy a sejteket a maximalis novekedéshez sziikséges
]

v

nitrittel elléassa. Az.N46l%ben a mutdcid valdsziniileg
a NR enzimrendszer szabélyézését érintette,

Az asszimiléciés nitrétredukciéban hibids Rmil
mutédnsok kozott harom kﬁléﬁbﬁzﬁ fenotipussal rendel-
kez86 osztalyt figyelhetﬁnk meg. Az elsd osztdlyba tar-
toznak azok a muténsék /Eiié/’ melyek képtelenek hasz-

nositang% nitrdtot, de mormdlis "respiracids" nitrit-

redukcids képességgel rendelkeznek komplett téptalaj-

ban in vivo koriilmények kozott, A mutédnsok nyerskivo-

|

natédban az Rmll-hez hasonld MV-kapcsolt NR aktivitas
mérhetd., Ezekbd8l az adatokbdél kovetkezik, hogy a narA
mutdcidk nem a nitratfelvételét, hanem a NR-t reduké-

- : \
16 e~ transzportlénc valamelyik tagjidt érintették. Azt
| ‘ F
feltételezziik, hogy egy mAsik, az oxigén felé torté-
: Jl P
né e~ transzportlanctél filiggetlen, e  transzport kom-

ponens szintetizAldédik nitritasszimilacidkor, és ez a

két mechanizmus egyméstél fiiggetleniil funkcidképes.

Valdsziniileg ezt az é— traﬁszportrendszert szabalyoz-

z4dk az amindésavak és;a glufamin szintetdz /Kondorosi

és mti,'l977b/.'A Mv;kgpaF$lt NIl aktivithdeért felelés
| { 1 :

{
|
|
i
i
{

|
!
|
|



fehérjét az ammbédnia nem szabdlyozza, mivel ammdbénia
jelenlétében derepresszalt szintii aktivitids mérhetd
A mutinsok masodik osztAlyadba /narB/ tartoznak

azok, melyek’ sem asszimildcidés sem "respirdcids" nit-

ol

ratredukcibéval nem rendelkeznek. A mutidnsok nyerski-
vonataben MV—kapcsolt NR aktivitast kimutatni nem le-

hetett. E ténybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az asz-

szimildcids és "respiricids" nitritredukcidért felelds

enzimrendszerben vannak olyan fehérjék, példdul MV-
~kapcsolt NR aktivit4dsért [felel8s fehérje, melyek

i {
mindkét rendszerben kiézosek és csak egy strukturgén-

Jjuk van. A narB gén vélészinﬁleg a NR apoprotein

i
|

strukturgénje.
A mutidnsok harmadik flenotipikus osztdlyat alkot-

jdk azok /narC.és narD/, melyek az asszimilédcids és

"prospirdcibs" nitrétredukéiéjuk mellett a hipoxantin-
és a xantinhasznositdsi képességiiket is elvesztették,
A mutdnsok nyerskivonatabdl semiMV-kapcsolt NR sem
XDH aktivitdst kimutatni nem lehetett. A kisérleti
adatok a?ra utalnak, hogy a mutdcid a hipoxantin és

a xantinfelvételét mem befolyidsolta. Mivel mind a NR
mind a XDH molibdén tartalmu enzim, a mutdcidé a mo-
libdén asszimiléciéjéf is érinthette. Ebben az esetben
10-3--10-Ll molibd4t adaséval minqkét:enzim aktiviitdsa
helyredllithaté., Tgy helyredll a NR aktivitds az B,

coli chlD mutdnsaiban /Sperl és DeMoss, 1975/, a NR
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és XDH aktivitds az A, nidulans cnxE /Arst és mti,
1970/ és a Pseudomonas aeruginosa narD /Van Hartings-
veldt és Stauthamer, 1973/ mutdnsaiban. 10™% M molib-
dAt azonban egyik Rmi4l mutédns esetében sem 4llitotta
helyre a vad fenotipust.

A harmadik csoportba tartozé~muténsok'revorziés
analizisébdl kideriilt, hogy a pleiotrdépidt egysuzercs
pontmutidcidé okozta, ami a két enzim kozds reguléacid-
jat vagy kozos szerkezeti alegységét kArositotta., A
narC és narD mutdnsok biokémiai fenotipusa hasonlit
mas organizmusok Mo-ko hiéﬁymuténsaihoz /Pateman és

mti, 1974; Nason és mti, 1970; Mendel és Miiller, 1978/,
Biokémiai komplementéacids kisérletekben azt talaltuk,
hogy a narA és narB mutdnsok helyre tudjédk allitani

i . ; A5 s
a N. crassa nit-1 mutdnsdnak a NR aktivitidsat mig a
LN e : i

narC és narD nem. Ezért a ﬁarC és narD mutinsokat

Mo-ko muténsoknék tartjuk.%Mivel e két mutansnak nem

tudtuk kimutatnt a XDH apoéroteinjét, valébszinii, hogy
az aktiv Mo-ko hiénya‘befo%yésolja az enzim stabili-

tdsAdt vagy az alegység 6s§%etéte1ét. Azotobacter

vinelandii nitrogendzidnak I-es komponensébdl Shah és

Brill /1977/ izoldlt egy FeMo-ko /vas-molibdén kofak-
i [ 1 -,
tor/-t , amelyrdl Pienkos és mti /1977/ kimutattak,

hogy specifikus a ni&rogenézra és kiilonbozik a Mo-ko-

té61l, melyet xantinoxidadzbdél izoldltak, A FeMo-ko



Kképes helyredllitani egy Azotobacter vinelandii nif

{
mutans nitrogendz aktivitasit, de képtelen a N. crassa
’

nit-1 mutadns NR-&dnak a helyredllitidsira. Ezek a tények

megfelelnek a mi eredményeihkkel mivel mindkét muténs
éppen olyan effektlv nOVenyl tesztben mint az Rmkl,
Igy a Mo-ko mutansok aktlv nltrogenézzal rendelkznek,

melybd6l az a kovetkeztetés vonhato le, hogy csak-a NR

és a XDH enzimeknek a Mo~ko-a koOozos és ez a Mo-=ko

nem a prekurzora a nitrogendzban taldlhaté FeMo-ko-nak.

RekombinAcidés analizis segitségével négy 1ldékusz-

ba tudtuk /narA, narB, narC és narD/ sorolni a 25 Nar_

mutinst. Kapcsoltsagi adatok azt mutatjdk, hogy a narB,

O~

C és D 1ld6kuszok a trE—lS és az ade-15 markerek kozé
térképezbdnek az Rmhl koralaku kromoszémidjan. A plei-
otrdép tulajdonségokkdl reédelkéz6 Mo-ko mutinsokat
egyértelmﬁep két kiilon lékqszba tudtuk osétani/nafc

J ‘
és narD/; [ |
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5. Osszefoglalés

Rhizobium melilotibél 25 fiiggetlen mutinst izo-

141 tunk, melyek nem tudtdk hasznositanila nitratot,

mint egyediili nitrogénforrdst. A muticidk négy kiilon-

b6z6 helyen /narA, narB, narC és narD/ térképezddnek.

A narB, narC és narD ldékuszokat a trp-15 és az ade-15

kozé lokalizidltuk a kromoszoéman.

A narA mutidnsokban a

mutdcidé csak az asszimildcids nitratredukcidét befolyh—

solta mig a "respirdcidés" aktivitdst nem. Metilvio-

logén=kapcsolt nitrdtreduktiz aktivitidssal rendelkez-

nek., A narB mutdnsok sem asszimildcids sem "respirédci-

6s" nitrdtredukeidédval nem rendelkeznek,

és ninces metil-

viologén-kapcsolt nitrdtreduktdz aktivitasuk. A narC

és narD mutdnsokban a mutdcid nem csak az asszimilé-—

cidés és a "respirdcibds" nitrdtredukcidt, hanem a xan-—

tindehidrogenaz aktivitast is befolyidsolta. Ezen mutan-

]

sok savkezelt nyerskivonataénem dllitja helyre‘a Neu-

rospora crassa nit-1 mutéans

lezve, hogy ezek a muténsok |
5

!
INADPH~NR aktivitasit, je-

]

fnem rendelkeznek aktiv

{
|

molibdén kofaktorral.

Mind a 25 aténs | ef Fal]
rogénkistésben, és nitrogenas
Az eredményekbdl ,arra, lehet

radtreduktidz éa a nitrogenaz

libdénkofaktorral{

\

i

biv volt szimbidtikus nit-

Z,

aktivitdssal rendelkezett.
kovetkeztetni, hogy a nit-

nem rendelkezik kozos mo-
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