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í1. Bevezetés

í

1.1. A nitrátredukció biológiai szerepe

A nitrátot számos baktérium, gomba, alga és nö­

vény képes felhasználni szerves nitrogéntartalmú ve-

gyületeinek felépítéséhez. A különböző organizmusokban

a nitrát először ammóniává alakul, majd az ammonia köz-1

' vetlen szerves molekulába épül be. Azt a folyamatot , 

mely során a nitrát két lépésben ammóniává redukálódik, 

nitrát asszimilációnak nevezzük. E redukció első lépé-
I

sét a nitrátreduktáz /NR/ katalizálja. A reakció termé­

ke a nitrit, melyet a nitritreduktáz egylépésben ammóni­

ává alakit. A nitrát asszimiláció fiziológiai szerepe

tehát a szervezet utánpótlása nitrogénnel.

Számos fakultativ anaerob baktérium számára a nit-I '
rát ion helyettesítheti az oxigént, mint végső elektron ’

j ;
akceptort. Ezek a szervezetek nitráton anaerob növeke-

j . ■
désre képesek, még olyan s^énforrás jelenlétében is , 

melynek átalakításából energia nem termelődik. A nitrá­

tot ebben az esetben niein a terminális oxidációs rend -

szer utolsó enzime, a terminális oxidáz redukálja, ha­

nem egy másik, az úgynevezett respirációs vagy disszi-
’

milációs nitrátredukciós rendszer utolsó enzime a nit- 

rátreduktáz. Ilyenkor a nitrát redukciója energia /АТР/
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termeléssel kapcsolt. A

fiziológiai szerepe tellát energia termelés anaerob

körülmények között. '

1.2. A gombák, algák és növények asszimilációs nitrát-

re elnke ió ja

A nitrát asszimilációs redukciójáért felelős 

enzimrendszer biokémiai és genetikai tanulmányozása

több évtizedes múltra tekint vissza. Számos tudomá­

nyos dolgozatban leirt kísérleti eredmény dérit fényt 

a nitrátredukció egyes részleteire. A kísérleteket 

a Neurospora .crassa gombával kezdték meg és napjaink­

ban a Neurospora crassa asszimilációs NR-a ismert a 

legjobban. A kutatások, során számos egyéb gombában 

/pl. Aspergillus nidulans/, algában /pl. Chlorella 

vulgaris, Chlamidomonas reinhardii/ és növényben 

/pl. Spinacia oleracea, spenót; Nicotiana tabacum, 

dohány; Ногйеггт vulgare, árpa/ bizonyították az asz- 

szimilációs NR jelenlétét és derítették fel tulajdon­

ságait. Összehasonlító vizsgálatokból kiderült, hogy 

ezen organizmusok asszimilációs NR-a nagy hasonlósá-
7 ,

got mutat genetikai és biokémiai tulajdonságainak 

alapján a N. crassaéhoz, és ezért célszerű először 

a N. orttösa N&~«ról eddigi ismereteinket összefoglal-
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ni cs utána’ a többi organizmus egyedi sajátságait

bemutatni. Mivel respirációs nitrátredulcció csak

ezért a baktériumok asszi-b alt tér ium okb an f о r d.u 1 elő

, milációs és respirációs NR rendszerét külön fejezet

tárgyalja.

Evans és Nason /,1952/ valamint Nason és Evans 

/1953/ mutatták ki először egyértelműen sejtmentes 

extraktumban, hogy a initrát redukciójához NADPH szük­

séges mint elektron /e-/ donor és .az enzim proszteti- 

kus csoportja a FAN. jMolibdénmentes táptalaj előállí­

tásával illetve a NR tisztjitása során az egyes pre­

parátumok molibdéntartalmának meghatározásával bizo­

nyították a molibdén jelenlétét az enzimben /Nicholas 

195^; Nicholas és Nason, 195^/. Az egyre tisz­

tább NR preparátumok NR specifikus aktivitásával pár­

huzamosan növekszik a citokróm-c-reduktáz /diaforáz/ 

specifikus aktivitása is, valamint a tisztított en­

zimnek redukált FAD és FMN kapcsolt NR aktivitása

/Kinsley és McElroy, 1958/. Sorger /1966/ mutatta 

ki, hogy mesterséges -redoxfestékek /metilviologén,

MV; benzilvlologér., BV/ redukált formája aktiv az

a FAD vagy FMN nem stimulálja a MV- 

-ka.pcsolt NR aktivitást. Ebből következik, hogy a 

redukált MV a FAD tartalmú enzimrész után, a molib­

dén tartalmú enzimrésznek adja elektronjait. Sato 

/1956/ ered'etl feltételezését alapul véve igazolták, 

hogy a citokróm-b-557 a NR alkotórésze és e~ közveti-

ós mti

van

e donálásbanjés
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tőként szolgál /Garott és Inason, 1967/. A nitrátre­

dukció toljos redukciós lépósoi a következők:

cit olcróm- c
e

Ц. FAD citokróm-b-557NADPH

Garett és Nason /1969/, Antoine /1974/ valamint

Pan és Nason /1978/ biokémiai munkáit röviden össze­

foglalva a következőket tudjuk a N. crassa NR-áról.

A homogénre tisztított enzim négy enzimatikus akti­

vitással rendelkezik:

1. NADPE- NR

2. FADH- NR

3. Redukált MV-карcsőit NR

4. NADPIi- citokr óm- c-reduktáz

A négy aktivitás mérésével a RR különböző redukciós 

lépéseit ellenőrizhetjük. Az 1. reakció az enzim e-

gész- aktivitását méri a NADPH-tol a nitrátig. A 2.
i

és 3* reakció az enzim végső redukciós lépéséről ad 

felvilágosítást, inig a 4. aktivitás mérésével az e- 

transzport első lépését ellenőrizhetjük. Ezen enzi-

4•íl £ !SZEŰEJJ

XSS/f --T- у •
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uiatilcus aktivitások jelenléte vagy hiánya a NR mu-

tánsok elegáns jellemzésére'ad lehetőséget.\I
Az enzim 230*000 D molékulasulyu és két azonos 

alegységből /115*000 D/ áll. Egy molekula molibdént
i •és két hem-vasat tartalmaz. Szulfhidril csoport talal-

* !ÍI
ható az enzim FAD tartalmú iészén. A molibdén egy

úgynevezett molibdén kofaktor /Мо-ко/ alkotórésze.
; }

Egy Mo-ko tartja össze az epzim két nagy alegységét.
' i.

Az előbb említett• organizmus okban megtaláljuk

mind a. négy enzimatikus aktivitást és a EAD, citokróm-
í 1: )

-b és a Mo-ko alkotórészeket. Molekulasúly szempont-
: I

jából azonban eltérések mutatkoznak,például az A.ni- 

dulansban 190.000 D /McDonald és Coddlngton, 1974/, 

Chlorella vulgárisban 356.000 D /Solomonson és mti, 

1974/ az enzim molekulasúlya. Mindegyik, organizmusban 

az enzim a. citopla.zmában oldható állapotban van je­

len. A gombák fiziológiai e~" donora a NADPH, mig a 

■ zöldalgáké és a növényeké MADE.

Az asszimilációs MR rendszer biokémiai vizsgá­

latával párhuzamosan folytak a genetikai vizsgálatok 

is. Asszimilációs nitrátredukcióban hibás mutánsokat,
I íj •

melyek képtelenek növekedni nitráton, mint egyedüli 

nitrogén forráson, több organizmusból izoláltak, igy: 

N. crassából /de la tlaba., f95ü> Sorger, 1963/, A. nl- 

dulansból /Cove és Patémán, 19бЗ/> 0. reinhardiiből

I

I
I ;

;
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/Sosa és mti, 1978/, N. tabacumból /Müller és Grafe,

3.978/ és Ilordeum vulgar eb 0/ /Warner és mti, 1977/.
!

Genetikailag a mutánsolt több lókuszba esnek, igy:
, l

megkülönböztetünk strukturniutánsokat, melyekben a
j

genetikai defekt a NR enzimfehérjéjének a struktur­
ál

génjében van; Mo-ko mutánsokat, melyekben a mutáció1 r ' j;

a Mo-ko bioszintézisét vagy a strukturgénjét érintette;
, ! f

regulációs mutánsokat, melyek a NR enzim szintézisé-; j j
ért felelős regulátor fehérjéit génjeiben vagy a re-

i ' jgulátor szekvenciákban szenvedtek genetikai károso­

dást. A N. crassa nit-3, az A. nidulans niaD, a 0. 

reinhardii CR-3Q5 és a N. tabacum nia mutánsai struk- 

turmutánsok. Ezek nem rendelkeznek NADPH-nitrát il- 

letvejcitokróm— c—reduktáz aktivitással, de FÁD és FíV—

—kap csőit NR aktivitásuk van /Autóin, 1974; Pateman 

és mti, 1964; MacDonald és mti, 1974; Sósa. és mti,

1978; Mendel és Müller, 1978/. A mutáció a citoltróm-
! „ J ;

-c redukciójáért felelős FAD tartalmú enzim struktur-

génjében tör.tént, változatlanul hagyva az enzim többi
.1 *részének génjeit.

oportját alkotják a Mo-ltoA mutánsok második cs

1964/ mutatták ki első iz-mutánsok. Pateman és mti,/

ben, hogy a NR mutánsok egy része a nitráton kivül 

a hipoxantint sem kép'esek felhasználni egyedüli nit-

s: extraktumukban xantinde-rogénforrásul és.sejtínente 

hidrogenáz /XDIl/ aktivá.tá uk nem volt. A legegyszerűbbs
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magyarázat- amit később sikerült is egyértelműen bi-
i ! ■

zonyitani - az volt, hogy az aktiv 1STR és XDH egy kö­

zös kofaktoi-t tartalmaz és ennek a. bioszintézisét

vagy strukturgénjét érintő mutáció, mind a KR mind 

a XDH aktivitás elvesztésével jár. Ezt a kismolelcu- 

láju, polipeptid természetű kofaktort később tisztí­

tót iák /Pienlcos és mti, 1-977/ és kimutatták, liogy 

molibdént tartalmaz, ezért Mo-ko -nak nevezik.

XDH aktivitással sem rendelkező Mo-ko mutánsok 

N. crassából a nit-1 /Ketjchum és mti, 1970/, A. nidu- 

lansból a cnxB, E,’ F, G, H /Pateman és mti, 1964/, N. ta- 

bacumból a cnx-68 /Mendel és Müller, 1978/. Az A.ni- 

dulans öt eme mutánsa közül a cnxH feltételezhetően

a Mo-ko strukturgénjében mutáns, mivel az erre a ló- 

kuszra előállított hőmérséklet érzékeny /ts/ mutánsok 

NR-a hőérzékeny volt: sejtmentes extraktumban, A többi 

mutáns pedig valószínűleg az aktiv Mo-ko bioszin­

téziséért felelős /MacDonald és Cove, 1974/.

Érdekes megfigyelés volt az, hogy a nit-1 mutáns 

sejtmentes extraktumában NADPH függő citokróm-c-reduk- 

táz aktivitás mérhető /a NR‘ első redukciós lépését nem 

befolyásolta a mutáció/,.és ezért az aktivitásért fele­

lős fehérje molekulasúlya pontosan fele /115.000 D/ az 

intakt enzimének /230.000 D, Sorger, 1966/. Ha a nit-1 

és nit-3 mutáns sejtmentes kivonatát összekeverik,

cnx

■4
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megfelelő inlcubációs idő után NADPH-NR aktivitás mér­

hető, Ezt a helyreállitódást in vitro komplementáció-

nak nevezik. E komplementáció folyamán megjelenik a 

NADPH-NR aktivitás , ami egyik mutáns kivonatában sem 

mutatható ki. A komplementáció során a nit-3 mutáns ki­

vonatában lévő szabad Mo-ko-ok a nit-1 mutáns extraktu-

mában található két szabad /115.000 D/ alegységgel pá­

rosulva hozzák létre a teljes aktivitással és moleku­

lasúllyal /23О.ООО D/ rendelkező enzimet /Nason és mt-i

1970/.

A fentiekből kitűnik, hogy a nit-1 mutáns nyers­

kivonata alkalmas aktiv Mo-ko-ok tesztelésére. Aktiv

Mo-ko preparátumot készithetünk molibdén tartalmú en­

zimekből /emlős xantinoxidáz, patkánymáj^ aldehidoxidáz 

és csirke xantindehidrogenáz/ savkezeléssel /pH 2.5/.

Az igy szabaddá tett Mo-ko-ok képesek helyreállítani a 

nit-1 NADPH-NR'aktivitását. Ezekkel a kísérletekkel

biokémiailag is igazolni lehetett a NR és XDH közös 

Mo-ko-át /Ketchum és mt~:i , 1970/.

A mutánsok harmadik csoportjába a regulációs mu­

tánsok tartoznak., NR aktivitás A.nidulánsban csak nitrát

ionok jelenlétében és ammonia ionok hiányában mérhető 

/Соve, 1966/. Mivel az ammonia nem befolyásolja a NR 

in vitro aktivitását, feltételezhető, hogy a nitrát 

indukálja, az ammónia represszálja a NR szintézisét.
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Pateman és int^i /1967/ mutatták ki, hogy a nitrát va­

lóban indukálja a NR-t, és a nia-D illetve a cnx mu­

tánsokban a. maradék aktivitások /citokrom-c-reduktáz, 

MV-ka.pcsolt NR/ konstitutiv szinten tex-melődnek, te­

hát nitrát nem szükséges az enzim indukciójához. Ezek­

ben a mutánsokban az ammonia azonban kifej ti.még rep - 

résszív hatását, igy a nitrát indukció és az ammonia 

represszió két független szabályozó rendszeren keresz­

tül közvetitődik. Az első regulációs mutánst /nirA/

A.nidulansból izolálták /Pateman és mti, 1967/. A nirA 

mutánsban a NR-on kivül a nitritreduktázt/NXR/ sem tud­

ták kimutatni, tehát a nirA génben bekövetkezett mutá­

ció pleiotrop hatású a NR és NIR-re. Pateman és Cove 

/1967/ izoláltak egy olyan mutánst, mely nem igényelte 

a nitrátot a NR szintéziséhez, tehát az konstitutiv 

szinten termelődött. Ez a mutáció /nirAC/ egy helyre 

térképeződött a nirA-val, tehát ennek allelja. Ezért
i í

feltételezhető volt hogy a nirA gén egy pozitív regu- 

látor fehérjét kódol, mely közvetíti a nitrát által tör­

ténő indukciós folyamatot.
:
i

Arst és Cove /1973/ másfajta tulajdonságokkal
'

rendelkező regulációs mutánsokat /агеА/ izoláltak. Az 

areA lókusz egy olyan fehérjét kódol, amelyik szükséges

a nitrogén metabolizmusban -résztvevő enzimek, - igy a
!

NR és NIR - szintéziséhez, de ammonia jelenlétében in-

(

!
!

1
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aktiv. Ez is pozltiv reguláló fehérje, mely közvétiti az 

ammónia repressziót A.nidulansban, A N.crassaban szintén 

leírták a regulációs mutánsokat, melyek nagymértékű ha­

sonlóságot mutatnak az A.nidulans regulációs mutánsaihoz, 

igy a nit-2 megfelel az areA-nak, mig a nit-4 és nit-5 a 

rlrA-nak /Cocldington, 1976/-

A nitrát asszimilációjában résztvevő enzimek tehát 

két, egymással összehangolt regulációs mechanizmus alatt
. I

állnak. Az egyik felelős a NR és NTR szintézisének gát­

lásáért, olyan körülmények között, amikor a táptalajban 

a nitráton kivül jobb /ammonia, aminosavak/ nitrogén forrás 

áll a sejtek rendelkezésére. A másik a NR és a NIR szin­

tézisének stimulálásáért felelős nitrát ionok jelenlété­

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

és Arst, 1978/.
j j ■ . ■

Az enzimek szabályozása nemcsak az enzim szintézi-
I \

sének repressziója vagy dqrepressziója utján történhet.
jI с.

Aktivitásuknak reverzibilis vagy irreverzibilis inakti-
1

vációja fontos és számos organizmusban ismert szabályo­

zási mechanizmus. Reverzibilis inalctiváció általában 

végtermékgátlás utján /feedback/ valósul meg. Ilyen ti- 

pusu reverzibilis inalctivációt a NR esetében Chlorella 

vulgárisban találtak és derítették föl részleteit.

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

és Speher,1977/. Az irreverzibilis inalctivációt az
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1970-es évektől kezdve tanulmányozzák részletesebben. 

Majdnem minden esetben az enzimek inaktiválódásáért 

egy fehérje a felelős, mely a kukorica esetében spéci-
I

fikus a KR-ra, Proteáz aktivitással rendelkezik: ~a NR 

enzimet specifikus helyeken bontja /Wallace 197^,1975/« 

N.crassaból két NR-t inaktiváló /inaktivátor I és II/ 

aktivitást mutattak ki, melyek fiziológiai szerepe 

részleteiben még nem ismert /Walls és mti, 1978;Sorger 

és mti, 1978/. I

1.3. Respirációs és asszimilációs nd trátredukció bak-
1t ériumokban .:

.1
Л nitrátrespirációt először Questel és mti /1925/ 

mutatták ki Escherichia coli tenyészetével. Megfigyel­

ték, hogy a sejtek laktát - mint egyedüli szénforrás
I

- és ammónia, jelenlétében anaerob növekedésre csak 

abban az esetben képesek, 

talajba. Anaerob körülmények között a laktát nem ké­

pes a Szentgyörgyi—Krebs cikluson keresztül oxidálód-I
ni és ezáltal energiát termelni, mert 0^ hiányában a

«
ciklusban résztvevő enzimek aktivitása nagyon alacsony

.
és az oxidativ foszforiláció nem működik /Wimpenny és 

Cove, 19Ó7/. Anaerob körülmények között tehát a laktátI
szénforráéként szolgál a szerves vegyületek számára,

ha. nitrátot tettek a táp-

:
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inig a növekedéshez szükséges energia /ЛТР/ a nitrát 

redukciója folyamán szabadul föl /Takahasi és inti 1

1957/.

Az 13.coll respirációs nitrátrodukciójáért fele­

lős enzlnirondszer hasonlóságókat és különbségeket mu­

tat az asszimilációs nitrátredukcióért felelős enzim-

rendszerhez. Hasonlóság, hogy mindkettő molibdént és

b tipusu citokrómot tartalmaz, valamint mindkettő ké-
, ■ •!. , ..

pos a nitrátot nitritté redukálni. Különbség az, hogy
I

a respirációs enzimrendszer membránkötött, szintézi-

sét az oxigén represszálja, mig az ammonia nem, és a
i

nitrát nem szükséges az enzimrendszer indukciójához
j ’ ' I

/Showe és DeMoss, 1968/. Mivel a respirációs enzimrend-
!

szer a nitráton kivül a klorátot is redukálja, fizi-
! I

o.lógiai szerepe pedig az energiatermelés az A tipusujj
NR-okhoz tartozik /Pichinoty és Piéchaud, 1968/.

[
Azokban az organizmusokban melyekben A tipusu

i I .j
3STR található egy rendkívül! egyszerű, pozitív szelek-

! !
ció áll rendelkezésre nitrátredukcióban hibás mután­

sok izolálására /Hackenthal és mti, 1964; Piéchaud és 

mti, 1967/. Azok a baktériumok, melyekben a nitrátre­

dukcióért felelős enzimrendszer valamelyik fehérjéje
I ;

funkcióképtelen, a klorátot nem tudják a sejtekre 

toxikus klorittá redukálni, ezért klorát jelenlétében 

életképesek és növekedni tudnak. Klorátrezisztencia

!
I

’

!
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i

'

/eh ÍR/ alapján E.coliból q.z eddig izolált mutánsokj
7 független lókuszba térképeződnek /chlA, B, C, D, 

E, F és G/ /Puuig és Azoulay, 19é>7; Vanables és 

Guest, 1969; Ruiz-Herrera és mti, 1969; Glaser és 

DeMoss, 1972; Bachman és rr.ti, 1976/. A ehIC mutá­

ció kivételével mindegyik mutáció 'a nitrátredukción 

kivül a formiát-dehidrogerjáz és formiát-hidrogénliáz 

aktivitásokat is befolyásolta /Rolfe és Onodery-, 1972/. 

E.coliban a respirációs nitrátreduktáz enzimkomplex

fiziológiai e- donora a formiát. A formiátot a for­

rni át-dehidrogenáz oxidálja széndioxiddá, miközben 

redukálja a NR-t. A két enzim egy enzimkomplexet alkot, 

melynek közös részei vannak, ami magyarázatul szplgál 

a ETR mutánsok pleiotrop tulajdonságaira /Enoch és 

Lester, 1975/* A mutációk közül a chlC gén a NR Struk­

tur!ehér j éj ét kódolja /Guest, 1968/. A chlD gén/eк/ 

terméke a Mo-ko bioszlntézisében és annak apoprote- 

innel való egyesítésében vesz részt, melynek ered­

ményeként jön létre az aktiv ER /Sperl és DeMoss , 

1975/- A chlD mutánsok nitrátredukcióra képesek, ha 

a táptalaj 10_J M molibdátot tartalmaz /Glaser és 

DeMoss, 1971/. A chlA gén terméke valószínűleg a Mo-ko 

-hoz kapcsolódó fehérje, mely nélkülözhetetlen a nit- 

rátredukcióhoz. A chlB gén terméke az enzimkomplex 

membránhoz való kötődését biztosítja /MacGregor és

>
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Schnaitman, 1973/» A clilE, F és G géntermékek pontos 

Fiziológiai funkciója még nem ismert.

Mint láttuk az E.coli csalc anaerob körülmények 

között redukálja a nitrátot nitritté és ennek a folya­

ma írnak energia termelés az eredménye. A baktériumok 

egy része azonban a nitrátot - mint egyedüli nitro­

génforrást - aerob is tudja redukálni, tehát asszi­

milációs nitrátredukcióra is képes. Mindkét nitrát-; I
redukcióra képes például aj Klebsiella aerogenes.

í)
A Klebsiella aerogeneb aerob körülmények közöttI f

nitráton mint egyedüli nitrogénforráson a nitrátot
(j

asszimilálja. Az asszimilábiós nitrátredukcióért fe-
I 
\citoplazmában oldott állapot-
t

ban van jelen és a szintézise nitráttal indukálható, 

ammóniával represszálható.

Anaerob körülmények kjözött, ha nitrát az egye-
■ ; I

dűli nitrogénforrás, a nitrátot egyidejűleg két en-
; I j

zimrendszer redukálja, mégpedig az előbb említett
i i

asszimilációs és a respirációs. A Respirációs nitrát-
! I I •

redukcióért felelős enzimrendszer membránkötött és 

működése közben energia termelődik /Hadjipetrón és 

Stouthamer, 1965/. Ammonia jelenlétében az asszimi­

lációs represszálódilc, viszont a respirációs szin-
j ' I :

tézisében változás nem történik. Oxigén jelenléte 

viszont csak a respirációs rendszer szintézisét

lelos enzimrendszer a

;

i/*? i. V1
|SZIX’U

РЛ
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I

represszálja /Van’t Reit és mti, 1968/.
; I •

Az asszimi1ációs és respirációs nitrátredukció-

ért felelős enzimrendszer azon fehérjerésze, amelyen 

a nitrátredukció valójábaá megtörténik, közös mindkét

komplexben /Stouthamer, 1^67 a, 1967 b/. Azok a mután-
! j

sok melyekben a mutáció ennek a fehérjének a struk

turgénjét érintette, sem asszimilációs sem respiráci­

ós nitrátredukcióra nem kqpesek. Ez a fehérje aerob

körülmények között, nitrátj jelenlétében olyan fehérjék­

kel kapcsolódik komplexé, melyek oxigén jelenlétében 

is e~ donálásra képesek. A.z aerob e" transzportlánc­

ban bekövetkezett mutáció csak az aerob nitrátasszi­

milációt érinti.

Anaerob körülmények között egy membránkötött

komplex alakul ki. Ebben a komplexben az előzőektől 

eltéx'ő fehérjék vesznek részt az e donálásban, ezért 

ezekben a fehérjékben mutáns balttériumoÍvnak csak az

anaerob nitrátredukciója sérült. Ezek a mutánsok ál- . 

tálában pleiotróp tulajdonságokkal rendelkeznek, ami 

a formiát-oxidációnak; illetve a gáztermelésnek a hi­

ányában nyilvánul meg /Stouthamer és mti, 1967/. 

Hasonló tulajdonságokkal rendelkező mutánsokról szá­

molt be Pseudomonas aeruginosa esetében Hartingsveldt

és Stoj.thamer,

A baktériumok harmadik csoportját alkotják azok,

1973.
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amelyele a nitrátot csak aerob körülmények között tud-
.

jálc redukálni, tehát csak asszimilációs nitrátreduk­

cióra képesek. Ebbe a csoportba tartozik a Rhizobium 

meliloti, mely a Medicago sativa /lucerna/ gyökerein 

található gumókban a levegő nitrogénjét /N^/ ammóniá­

vá képes redukálni, ezáltal pótolni a saját illetve 

a növény nitrogénszükségletét.

! I.1.4. Célkitűzés.

A nitrát redukciójáért felelős enzimrendszerek

rövid áttekintésekor láttuk, hogy a NR a molibdént
:egy Mo-lco formában tártaim 

zös a XDH-ban található Mo

azza, és ez a kofaktor kö-

-ko-val. Bulen és Le Comte
I

/i960/ kimutatta, hogy a nitrogenáz is molibdén tar­

talmú enzim és a Rhizobium japonicum nitrogenázának 

X-es komponenséből savkezeléssel szabaddá tett Mo-lco 

helyettesíteni tudja á N.c}rassa NR-ának Mö-ko-át 

/kason és mti, 1971/. Ebből az eredményből azt a kö-
V ■ I ' .

vetlceztetést vonták le, hogy a NR, a XDH és a nitro­

genáz enzimelcnelc közös Mo-ko-a van. Ezt a feltétele-
j —

zést azonban Shah és Brill /1977/ valamint Pienlcos 

és mti /1977/ biokémiai eredményei cáfolni látszot­

tak. Az a kérdés, hogy a szóban forgó három enzim

egy vagy többfajta Mo-ko között osztozik-e genetikai
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módszerekkel eldönthető. Genetikai károsodás a Mo-ko

strukturgénjében vagy a bioszintézisében résztvevő

enzimek génjeiben pleiotróp hatású lesz mindazon en-
i

zimekre nézve, melyek azonos Mo-ko-t tartalmaznak.

Mivel a Rhizobium meliloti rendelkezik mindhárom en­

zimmel /NR, XDH, nitrogenáz/, alkalmas objektum e 

genetikai munka elvégzésére.

E dolgozatban leírjuk a Rhizobium meliloti két­

fajta nitrátredukciójának jellemzését, asszimilációs 

nitrátredukcióban hibás mutánsok izolálását, a mután­

sok biokémiai jellemzését, genetikai analízisét, vala­

mint a mutációk pleiotróp hatását a XDIi-ra és a szim­

biotikus nitrogénkötésre.

t

.

I .

1; :
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2 . A:ilyogok és inó<Iszérók

2.1. Baktériumtörzsek

:
A baktérium törzseket, melyeket használ tűni?., az

I
1. táblázatban tüntettünk föl.

i

j

2.2. Táptalaj ok
í

Az alaptáptalaj /ВМ/ a következő vegyületeket

0,1 g k2hpo4, 1 g NaCl, 3 e 

0,27 mg FeCl3*

3 mg H^BO^, 2,32 mg 

0,287 mg ZnSO^’7 B^O, 0,125 mg CuSO^* 

0,0б5 mg CoClg és 2 mg biotin. A GTS táptalaj, 

BM kiegészítve literenként: 2 g flükóz, 2,7 g Na-szuk- 

cinát. 1Ж) táptalaj, BM kiegészítve literenként: 10 g 

glükóz, 2,7 g Na-szukcinát

tartalmazta literenként:

7 H20, 4Tris, 246 mg MgSO^*

6 H20, 0,242 mg Na2Mo04*2 H^O, 

MnSO, *4 Ho0,

5 H20

mg CaCl^,
1

1

1 g Na-glutárnát, 10 mg»

élesztölcivonat /Difco/. FNO^ táptalaj, BM kiegészítve 

literenként 2 g fumársav, 0,85 g NaJSTO *BYP táptalaj,
j

BM kiegészítve 1 g/l liipoxantinna.l. Komplett /GTA/ 

táptalaj, GTS kiegészítve literenként: 1 g élesztő- 

kivonat /Difco/, 10 g Bacto trypton /Difco/, 10 g 

ШЬ(С1. Mindegyik táptalaj /,5 pH-ju volt. A szilárd 

táptalajok 2,%-os Bacto agart /Difco/ tartalmaztak.

I

!



1. táblázat A felhasznált baktériumtörzsek és plazmidok

EredetFenotipus GenotípusTörzsek

Dr Szende K.Rm41 vad

GY152 származékanarA-168 met-168GY39 Nar Met
IfiGY154GY4 3 narB-15 phe-15Nar Phe

v H
40IIGY154-GY44 narB-15 ade-15Nar Ade

• IIGY154GY4 5 narB-15 trp-15Nar Trp
R R narA-168 met-168 /R68.45/ IIGY39GY75 Nar Met Km Te

Nar Phe KmRTcR narB-15 phe-15 /R68.45/ IIGY4 3GY81

Nar Ade KmRTcR 

Cys~StrRKmRTcR

narB-15 ade-15 /R68.45/ IIGY44GY83
+ “f +AK194 gly ade tyr rekombinánsa 

AK194 gly+ade+ rekombinánsa 

Rm41 származéka

cys-46 str-1 /R68.45/GY138

Cys Tyr~StrRKmRTcR cys-46 tyr-1 str-1GY141

narA-168GY152 Nar
IIRm41GY154 narB-15Nar
IIRm41narC-191GY156 Nar Hyp



1. táblázat folytatásaaz

Rm41 származékanarD-240GY.157 Nar Hyp
R GY152narA-168 str-168GY197 Nar Str ;

R tiGY156narC-191 str-191GY200 Nar Hyp Str
R IIGY157narD-2.40 str-240Nar Hyp StrGY201

R !GY 15 4-narB-15 str-15GY202 Nar Str
fo

—Nar Hyp ~KmRTcR—  ‘ -narC-191 / R6 8.4 5 /

Cys StrRKmRTcR 

Nar Hyp KmRTcR

Cys~Gly~Ade~Tyr-Strr cys-46 gly-1 ade-4 tyr-1 5tr-lKondorosi és mti./1977b/

GY44 származéka

оGY156---- GY24H
I

GY138 egy kiónjacys-4 6 str-1 /R68.45/ 

narD-240 /R68.45/

GY4 65

GY157 származékaGY491

AKI 9 4
R narB-15 ade-15 gen-15AK317 Nar Ade Gm

R GY44narB-15 ade-15 str-17AK351 Nar Ade Str

Kondorosi és mti. /1973/N461 Eff RNR
R GY45 származékanarB-15 trp-15 str-16EV6 2 Nar Trp Str

Neurospora

Dr Pienkos P.T.nit-1Narcrassa



az 1. táblázat folytatása

Plazmidok

KmRTcRCma+Inc-Pl Dr Holloway B.W.R68.45

Nar Hyp-: a nitrát illetve a hipoxantin hasznosítás hiánya.
R R R RStr , Km v, Te és Gm : rezisztencia 250 ug/ml st-reptomi-c-i-n— 

szulfát,200 ug/ml kanamicin szulfát, 15 ug/ml tetraciklin-HCl 

és 30 ug/ml gentamicin ellen. Crna: kromoszöma mobilizáciös 

képesség.- Inc: inkompatibilitás. Eff: szimbiotikus effekti- 

vitás. RNR: "respirációs nitrátredukció.

I
ro
H
I

V

V
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Az FNO^ lemezek készítése előtt a Bacto agart desz­

tillált vízben háromszor mostuk. Az összes felhasz­

nált vegyűlet analitikai tisztaságú volt. A különböző

nitrogénforrások koncentrációit, amelyeket a külön­

böző táptalajokhoz adtunk a szövegben tüntettük föl.

2.3* A baktériumok szaporítása és fenntartása

. o rA baktériumtörzseket 20 %-os glicerinben -20C -on

tartotttik fenn. Újraélesztéskor 50 x-re hígítottuk a

törzskultúrát GTA-ban és 34 C°-on aerob szaporítottuk,

vagy GTA lemezre egy telepre kikentük és inkubáltulc

két napig, majd egy kaccsal egy telepet GTA folyadék­

ban szuszpendáltunk. A baktériumok szaporodását spek­

trofotometriásán követtük, mérve 540 nm-en a kultú­

rák denzitását.

2.4. Mutagenezis 'és mutáns szelekció

Az NTG mutagenezist Rm 4l sejtekkel Kondoros! 

és mti /1973/ által leirt módszer alapján végeztük. 

Mutagenezis után a sejteket 0,9 %-os NaCl oldatban

GTA táptalajban felszuszpendáltűk és növesz­

tettük, hogy a szegregáció létrejöjjön, majd ismé­

telten mostuk és kétszer passzáltuk 1 g/l NH^Cl—el

mos tűk

•'ч
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■

kiegészített GTS táptalajban. Л hígított mintákat, 

melyek körülbelül 100 sejtet tartalmaztak FN0_ 

mezre szélesztéttűk. A lemezeket egy olyan nylon­

zsákban inkübáltűk, melyet aiiunoniamentes levegővel)
öblítettünk át. Három nap után a kis átlátszó

ílepeket eltettük a törzsgyüjtemenybe.

1c-

te-

i
■

I
2.5. A nitrátrecluktáz aktivitásának meghatározása

*

A NR aktivitást menden egyes esetben a reduk­

ció folyamán keletkezett nitrit mennyiségének méré­

sével határoztuk meg. A NR aktivitás meghatározá -

sát intakt baktéri-umokban a következő módon végez­

tük: 1,0 ml mintát 30,másodpercig argonnal öblitet-
■ I '

. tünk. A reakciót a NaN0o adásával indítottuk До mM
•

végkoncentráció/ és a nitritreagens /Griess-Ilosvay/ 

hozzáadásával állítottuk le. A nitrittermelés 15

percig lineáris volt. Levegő jelenlétében a nitrit-

termelés azonnal leállt.
,

A metilviologén-lcapcsolt aktivitást CTAB-val 

kezelt sejtekben határoztuk meg.

baktériumokhoz /végkoncentráció 0,1 mg/ml/ és 3 per-
i j

cig rázattuk. A sejteket lecentrifugáltuk 4 C -on és

СТАВ— t ad tunic a

a reakcióeleggyel /50 mM foszfátpuffer, pH 7,3,
j j

850,0 mg/l NaN0„, 100 mg/l MV/ mostuk. Végezetül a
J ■ í

I

I
1
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sckteket a sejteket 1 ml reakcióelegyben szuszpendál- 

tuk és 0 C° tartottuk /max. 1 napig/. A NR alctivi--on

tást a következőképpen határoztuk meg: CTBA kezelt 

sejtek megfelelő higitásh szuszpenziójából 4,95 ml-t 

pipettáztunk egy kémcsőbe és 30 másodpercig argonnal

öblítettük. A reakciót 0,05 nil frissen készített

oldat /25 mg/ml/ hozzáadásával indítottuk. A

30 C°

y*2S2°4

reakció argon áram alatt, nyitott kémcsőben 

játszódott le. 1 ml mintákat vettünk ki megfelelő idő­

közben és dltlonit gyors oxidálásával /erős keverés/

-on>

állítottuk be a reakciót. A nitrittermelődés 1 óráig

lineáris volt. 1 nmól nitrit termelődése, 1 perc alatt 
о I30 C -on jelentette az enzim aktivitásának 1 egységét. 

A specifikus aktivitás az enzim egységek 1 mg fehérjé­

re számított értéke jelentette. Nitritreduktáz akti-
Iг j

vitást egyik esetben sem tudtunk kimutatni.
:

2.6. Nitritmeghatározás

A nitrit mennyiségét spektrofotometriásán a Nicholass
és Nason /1957/ által leirt módszer kis változtatásá­

val határoztuk meg. 0,5 ml fjrissen készített Griess --! IГIlosvay reagenst adtunk a vizsgálandó minta 1 ml-éhez.

/А Griess - Ilosvay reagens az 1 /-os szulfonilsav ,
í i ,

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

i

I
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ooütsavbmí oldott, 1:1 arányú keveréke/. 10 porc cl töl­

tővel a mintákat loconti'ifugáltuk . és a kele tkeze t t szíri 

optikai donzitását Spoktroniom 4o4 Spektrofо lomó toron 

határoztuk inog zöld szűrőt /540 run/ használva.

I
2.7. Fehér j eme gha t ár ozás

l

:■

A fehérjét Lowry és mti. /1951/ által leirt és 

Hartree és mti. /1972/ által módosított módszer alap-
■ ‘ I

ján határoztuk meg. Ezt az eljárást jó reprodukálható­

sággal egész sejtekre is használni tudtuk. Bovine Se-I
rum Albumine-t /Sigma/ használtunk összehasonlításul.

2.8. Poliakrilamid gélelektroforézis

í

Az elektroforézist 7.5’ %-os gélben, pH 8.5-ön
, ■! ! I

Davis /1964/ szerint hajtqtjtuk végre. A sejtmentesI ]
kivonatot ultrahang feltárással /15 x 30 másodpercig, 

legnagyobb kijövőenergiával, MSE ultrahangozó készü­

léken/ állítottuk * elő. A nyerskivonatot 4 C°-on 20 

percig 35ООО g-vel centrifugáltuk. A felüíuszót desz­

tillált vízzel szemben egy éjszakán át dializáltuk.

200 ug fehérjét 20 fo-os szacharózban tettük a géleki I
1 í о

, totjére és gélenként 3 niA árammal futtattuk 4 C -on,

inig a jelző szili /bróiiifonój.kék/ ol nem értő a gólok

j

I
I
(
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alját. A géleket 1 %-os Coomassie Brilloant Blue 

R-25O /isopropanol:ecetsav, 2.5:1/ oldattal hívtuk 

elő fehérjére, majd 10 ^-os ecetsavval festékteleni-
i

tettük.

A gélek XDH aktivitását Mendel és Müller /1976/

módszere szerint mutattuk ki. A gélek ТШ aktivitásának

előhívására a géleket nitrátmentes rcakcióelogyben ,

melyet 25 mg/ml Na^S^O^-ol kiegészitettünk, 10 per­

cig tartottuk majd áttettük olyan reakcióelegybe mely­

ből hiányzott a MV. A NR helyén a sötétkék gél elszin-

telenedett.

2.9* Кomplementációs teszt

A ISIeurospora' crassa nit-l-es mutánsát NH^Cl tar­

talmú Fries táptalajban szaporítottuk, majd átraktuk
%

NaNO^-ot tartalmazó táptalajba, hogy indukálja a 

szintézisét /Pienkos és mti, 1977/. A micéliumokat 

homokkal 4 C°-on homogenizáltuk /0,1 M foszfátpuffer,

5 mM EDTA, 1 mM fenil-metil-szulfonil fluorid, 

1 111M NADPH, 1 Ío NaCl/ és centrifugáltuk 30 percig 

3О.ООО g-vel. A vad tipusu és mutáns Rm 4l sejteket 

GTA táptalajban exponenciális fázisig növesztettük és 

a nyers kivonatokat /9,2 - 17 mg/ml fehérje/ az elek- 

troforézisnél leirt módszer szerint készítettük. Sav-

NR

pH 7,2
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kezelt nyerslcivonatot Nason és mti /1971/ által le-

irtalc szerint kap tunic azzal a kivétellel, hogy ar -
i I

gont használtunic nitrogén helyett. A nit-1 mutáns 

sejtmentes kivonatának /11.4 mg/ml fehérje/ 0,25 ml-ét

30 percig szobákon inlcubáltuk a vad és mutáns bakté-
.

riumolc 0,5 ml savkezelt nyers kivonatával. Az inkubá--
lás után meghatároztuk a minták NADPIk függő NR alcti-

vitását /Pienkos és mti, 1977/. A keletkezett nitri-
.

tét az előzőekben leírtak sizerint határoztuk meg.

2.1°. Növényi teszt

:
A baktériumok szimbiotikus effektivitását Kondoros! 

és mti /1977 a/ szerint vizsgáltuk.
:

2.11. A baktériuinok konjugáció ja

I
A keresztezéseket Dixon és mti /1976/ és Kondoros! 

és mti /Л-977/ által leírtak szerint csináltuk. Hipoxan- 

tin hasznosításra a szelekciót HYP lemezen végeztük.
!: 'I

!
:

1
i

1

i

'

\
:
■
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3.1. Kétfajta nitrátredukció Rhizobium melilotiban
I

A Rm4l két különböző fiziológiai körülmény között

mutat nitrátredukciós aktivitást. A nitrátredukcióban

előtt szükséges e két aktivi-bibás mutánsok izolálása

egyértelmű megkülönböztetése.tás

3.1.1. Asszimilációs nitrátredukció

Aerob körülmények között az Rm4l a nitrátot - mint 

egyedüli nitrogén forrást - hasznosítani tudja, melyből 

következik, hogy asszimilációs nitrátredukcióra képes. 

Az asszimilációs nitrátredukciót 1Ж) táptalajban tud­

juk kimutatni. IND táptalajban az Rm4l körülbelül négy 

órás osztódási idővel szaporodik. Ha ehhez a táptalaj­

hoz ammóniát, nitrátot vagy hipoxantint adunk, a gene­

rációs idő két órára csökken, jelezve hogy a IND táp­

talajban a baktériumok ellátása korlátozott. Az sszi- 

milációs nitrátredukciót ezért IND táptalajban ki le­

het mutatni, ha nitrát adása után követjük a nitrit 

felhasználódását /l.ábra/. Mivel magának a nitritnek 

az adása a nitrit eltűnésével jár /asszimilációs nit- 

ritredukció/, az ossz NR aktivitás feltételeashetÖon.

i

/1

i
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1. ábra: Az asszimilációs nitrát- és nitritredukció

kimutatása

1
5C -S

Hю

ü 30-'H
СЯ
H
5

g
2 10-

IHи m

2 31о

i

IDŐ /óra/
:

!

Az Rm4l sejteket IND táptalajban 34 C°-on fölnövesz-
■ 8 ! i

tettük 1x10° sejt/ml sűrűségig, majd négy részre 

tottuk és tovább inkubáltuk. Különböző időkben mintát

vettünk és azonnal meghatároztuk a nitrit mennyiségétj I
/lásd 2.6.pontot/. A következő vegyüle.teket adtuk a 

nyíllal jelzett időben: KNO^ /°/> KN0oés kloramfenikol 

vagy NH^Cl /©/, NaNO^ /□/, NaNO^ 

ammonia /□/. A nitrogénforrásoknak 10 mM 

nikolnak 200

osz-

és kloramfenikol vagy

a kloramfe-7

I
jug/ml volt a végkoncentrációja.

r
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nagyobb, mint az ossz NIR aktivitás. Kloramfenikol 

adása után sem nitritkezelést, sem fogyást nem ta­

pasztaltunk, ami arra utal, hogy de novo fehérje - 

szintézis szükséges az asszimilációs nitrát - és

nitritrodukció beindulásához. Az ammonia adása

ugyanilyen eredménnyel járt, ami az ammonia represz-

sziós hatására utal.

3.1.2. "Respirációs11 nitrátredukció

Az Rm4l szigorúan aerob baktérium. Anaerob növe­

kedésre sem nitrát jelenlétében, sem hiányában nem 

képes, legalábbis azokon a táptalajokon, amelyeken 

kipróbáltuk. Nitrátredukciós aktivitással azonban 

rendelkeznek a komplett /GTA/ táptalajon szaporodó 

Rmál sejtek az exponenciális fázis végefelé. Éhnek 

a nitrátredukciós aktivitásnak az indukcióját mutat­

ja a 2.ábra. Nitritredukció ilyen körülmények között 

nem mutatható ki. Intakt baktériumokban az oxigén

interferál ezzel a nitrátredukcióval. Kloramfenikol

adása után sem a sejtosztódás, sem a nitrátredukció 

további indukciója nem folytatódik. Ammonia az induk­

ciót nem befolyásolja. Más baktériumok nitrátreduk­

ciós rendszerével összhangban az utóbbi nitrátreduk­

ciót az egyszerűség kedvéért "respirációs"-nak ne-

• !

V

!
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2 . ábra : Л 11 respirációs 11 nitrátredukció indukció,ja 

komplett táptalajban
i
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Az Rínál sejteket’ GTA táptalajban aerob növesztettük kö-I

sejt/ml sűrűségig, majd különböző idő-I
pontokban mintát vettünk és meghatároztuk a sejtek den-

I

zitását /lásd 2.3*pontot/ és az intakt sejtek NR aktivi­

tását /lásd 2.5.pontot/. A kísérlet indításakor nagyfo­

kú higitás szükséges
*

jön a stacioner fázisú sejtekből. OD

7rülbelül 1-5x10

hogy] a maradék NR aktivitás eltün-

/0/, nitrátre- 

dukl:áz specifikus aktivitás /©/. Kloramfonikolt /200 

iig/ml végkoncentráció/ ad tunic a nyilakkal megjelölt idő­

pontokban.

> 1

5ЦО
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vezzük, habár respirációs funkciója nincs, de induk­

ciójában hasonlít a respirációs tipusu enzimekéhez

/Van’T Reit és mti, 1968/.

3.2. Asszimilációs nitrátredukcióban hibás mutánsok

Izolálása /Nar /

Asszimilációs nitrátredukcióban hibás mutánsok

a nitrátot - mint egyedüli nitrogénforrást - haszno­

sítani nem tudják és igy nitráton növekedni képtele­

nek. Nar mutánsokat nitrátot tartalmazó lemezen /FNO^/ 

izoláltunk. Ha a nitrátot kihagytuk ebből a táptalaj­

ból, a vad tipusu telepek kisebbek és átlátszóbbak 

voltak mint a nitrátot tartalmazó táptalajon növő te­

lepek. /Ennek a kismértékű 'növekedésnek a táptalaj­

ban lévő ammonia, vagy más szerves nitrogénszennyező­

dés a magyarázata/. Azt vártuk, hogy a Nar mutánsok

telepei ugyanolyan fenotipussal rendelkeznek majd , 

mint a vad tipusu telepek nitrát nélküli táptalajon. 

Ez igy is történt, és ennek a rendszernek a segítségé­

vel 25 Nar mutánst izoláltunic az Rm4l-ből. Az izolá­

lás eredményeit a 2.táblázatban foglaltuk össze. A 

mutánsokat folyékony minimál táptalajba öltöttűk,-mely 

nitrátot vagy nitritet tartalmazott- és ellenőriztük 

növekedésre valamint nitrit termelésre és fogyasztás- ’
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2. táblázat: A muánsok izolálásának összefoglalása

;
;

Nitrátot nem- Nitritet nemAz átvizs- A. feltóte- Igazi Nar

hasznosttókizolátumok hasznosítókgált tele- lezett Nar"

számaszámaszámaрек száma telepek

4969 О597 5
6624576 33

54 ' 63542 33
i4694928 59

4862 62 02 2

6lI0602 022!
íI :З6 0115959

■#

A mutagenizálás eitán a sejteket hét csőbe osztottuk

szét. A szelekciót FNO lemezen végeztük úgy,ahogy
3

azt a 2.4. pontban leix’tuly.

I

i

i
I

I
!
} '
I

s

í
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ra, ahogy azt az 1. ábra alatt lolrtiik a vad tipusu 

baktérium osotóbcn. Ezek alapján a mutánsokat két 

csoportra tudtuk osztani: 1. nitrátot nem hasznosí­

tók; 2. nitrátét nem hasznosítók. A nitrátot nem 

hasznosító 25 mutánst biokémiai és genetikai vizsgá­

latok során /lásd később/ négy osztályba tudtuk sorol­

ni. Mindegyik osztály egy-egy reprezentánsát /GY152, 

GY154, GYI56, GY157/ választottuk ki a további vizs­

gálat okhoz.

3.3. A War mutánsok növekedése különböző nitrogén-

f orráson

Számos mutáció eredményezheti azt a tulajdonsá­

got, hogy az eredetileg nitráthasznositó baktérium

nem tudja többé hasznosítani a nitrátot. Például a

MR enzimrendszer Struktur - vagy regulátorgénjeiben

illetve a nitrát transzportjáért felelős génekben be­

következett mutáció eredményezheti ezt a fenotipust.

Л Mо-ко-ban vagy a különböző nitrogénhasznositás re­

gulációjában mutáns baktériumok viszont a nitrátre-r

rukció hiánya mellett más nitrogénforrást sem képe­

sek hasznosítani. Ezért ellenőriznünk kell a mután­

sok növekedését különböző nitrogénforrásokon /3.táb­

lázat/. Mindegyik mutáns típus jól növekszik hiszti-
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3. táblázat: A mutánsok növekedése különböző nitro^6n-

forrást tartalmazó folyékony táptalajban

Nitrát Ammónia Xantin Hipox. HugysavTörzsek

1.40Rm4l 1.561.68О.32 1.53I.32

1.68О.36 1.801.95GY152 0.39 2.35

o.4oGY154 0.38 1.75 1.75 1.552.90

GY156 0.37 p.19 1.350.21 0.20 2.25

О.34 I.902.20 0.350.37 0.33GYI57

Az Rm4l és a mutáns baktériumok GTA táptalajban fel-
О

nőtt tenyészetét fiziológiás sóoldatban l-5xl0J sejt/ 

ml-re Hígítottuk. 0.1 ml-t adtunk 5 ml GTS táptalajba

amit különböző nitrogénforrásokkal egészítettünk ki 

/lásd táblázat/. A nitrogénforrások végkoncentrációja 

1 mg/ml. Három nap aerob inkubálás után megmértük a 

tenyészetek optikai denzitását 540 nm-en.

Hipox. =r liipoxantin

1
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dinen, prolinon, glutaminon, aszparaginon és ureán. 

Két mutánsosztály egy-egy reprezentánsa /GYI56 és 

GY157/ azonban nem nő hipoxantinon és xantinon, de 

nő hugysavon. - a purin anyagcsereut köztitermékein. 

Mivel a XDII felelős niind a hipoxantin mind a xantin 

oxidativ lebontásáért, e két mutáns növekedési tulaj­

donságai azt sejtetik, hogy bennük a NR aktivitás 

mellett a XDH aktivitás is hiányzik. A mutánsok közül

egyik sem növekszik nitrátot tartalmazó táptalajon 

10-2 M Na^MoO^ jelenlétében.

3.4. A mutánsok NR aktivitása

Az Rm4l nyerskivonatának NR aktivitását, nátrium- 

ditionittal, mint e~ donorral és MV-al, mint e” köz­

vetítővel in vitro mérni tudjuk. Ez az aktivitás akkor

is meghatározható, ha a sejteket nem tárjuk fel, hanem 

membránjukat átjárhatóvá /permeábilissé/ tesszük СТАВ 

kezeléssel. A mutánsok MV-kapcsolt NR-ának meghatáro­

zásával eldönthető, hogy a mutáció érintette-e az ezért 

az aktivitásért felelős fehérje strukturgénjét, vagy 

reguláció j'át. Fontos megjegyezni azt, hogy a GY152 meg­

tartotta in vivo "respirációs" nitrátredukciós akti-

• <

4

vitását, mig a GY154, a GYI56 és a GY157 elvesztette 

az asszimilációs mellett a "respirációs" nitrátreduk-
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ciós képességét is.

A 4. táblázat bemutatja a különböző nitrogénforrá-' J ,son szaporodott, exponenciális fázisú, СТАВ kezelt vad 

tipusu és mutáns baktériumok MV—kapcsolt NR aktivitását. 

Az exponenciális fázisú Rm4l sejtekben, amelyek ammonia
1 Évagy glutárnáton nőttek - mint egyedüli nitrogénforráson - 

körülbelül hússzor magasabb volt a NR specifikus akti­

vitás a komplett táptalajon szaporitotthoz viszonyítva.
i ! I

Nitrát adása a glutamátot tartalmazó táptalajhoz két­

szeres növekedést eredményezett. Ezek az eredmények azt 

jelzik, hogy a .MV-kapcsolt NR aktivitás szintje a nit-

x'ogénforrás milyenségétől függ, és a nitrát nem elen-!
gedhetetlen az indukcióhoz, habár szinergetikus hatás 

nem zárható ki. Az N46l-es mutáns, melyet Kondoros! és 

mti /1973/ előzőleg izoláltak és képtelen a szimbioti-
' j . j ,

kus nitrogénkötésre, harmincszor -százszor kisebb ak­

tivitással rendelkezik valamennyi táptalajon az Rm4l-liez
j - í •

vizsonyitva. Ez a mutáns azonban nitrát minimál tápta­

lajon növekedni tud /Sik és Barabás, 1977/. Ez azt va- 

lószinüsiti, hogy a vad baktérium MV-карcsőit NR-ának 

1 %-a. elegendő a nitrátasszimilációhoz.

A 4. táblázatban szintén láthatjuk, hogy a GY154,
! 1

a GYI56 és a GY157 mutánsoknak 'egyáltalán nincs MV-
! i

kapcsolt NR aktivitásuk a vizsgált táptalajokon* A
- 1 }

#, I . I { ‘
GY152 mutánsnak valamivel magasabb aktivitása van mint

í ‘ ' j
az Rju4 1-nek, a GTA táptalajt kivéve, awi feft-fe jelähtii

;

I
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táblázat: A mutánsok MV-kapcsolt nltrátreduktáz4.
aktivitásai

IND+NO"Törzsek GTA GTSNH^ IND

1.47 13.80 23.40 

GY152 0.90 16.90 104.40 

GY154 40.02 4 0.02 4 0.02 

GY156 < 0.01 40.01 40.02 

GY157 <0.01 <0.01 <0.02 

N46l 0.046 0.24 0.22

Rm41 42.40 • 

124.60 

4 0.01 

< 0.01 

<0.01 

0.43

;

A MV-kapcsolt NR aktivitásokat exponenciális fázisú 

sejtekből /О.2-0.4 OD

tériumok a táblázatban feltüntetett táptalajokban

nra/ határoztuk meg. A bak-540

szaporodtak. A sejteket CTAB-val kezeltük. A szám­

értékek a NR specifikus aktivitását jelentik. Az 

ammónia és nitrát végkoncentrációja 1 mg/ml volt.
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hogy a mutáció nem befolyásolta a NR s trulcturgén j ét.

Az Rínál ás CY152 nyerskivonatának NR aktivitása egyI
éles csikban mutatható ki poliakrilamid gélben elek-

I
trofokuszálás után. Mint az várható, enzimaktivitást

\
gélben sem tudtunk kimutatni a GY15á, a GYI56 és a

.
GY157 mutánsok nyerskivonataiból. Sajnos fehérje esik 

nem azonosítható az enzim aktivitásának a helyén azI
Rínál esetében, ezért a mutánsok NR géntermékével kap-

' " !
csolatban semmit sem mondhatunk.

1

r

3.5. A mutánsok XDH aktivitása.
í!

:
Fontos volt tudnunk azt, hogy a hipoxantin vagy

a xantin transzportrendszere, vagy maga a XDH sérült-e
*

azokban a mutánsokban melyek nem tudják hasznosítani 

e két vegyületet. Az Rínál XDH aktivitása poliakrilamid 

gélben elektroforetizálás után kimutatható /3 A ábra/. 

A halványsárga p-nltrotetrazolium-kéket a XDH, hipo­

xantin jelenlétében egy barnásbibor szinti vegyületté 

redukálja, igy a gélben egy színes esik jelenik meg 

ott ahol a XDH található. A GY152 és a GY15á az Rmál- 

hez hasonlóan rendelkezik, mig a GYI56 és a GY157 nem 

rendelkezik XDH aktivitással. Mivel csekély XDH akti­

vitás mutatható ki azokban a gélekben, amelyekben 

hipoxantinnal nem Indukált Rmál-es sejtek nyerskivo-

:

I

1
5
t

\

í
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3. ábra: A xantindohidrogenáz akt ivitása és fehérje

mintázata poliakrilamid gélben

A

■

:

Rm4l GYI52 GYI54 GY156 GYI57GY157"41

.Az Rm4l és mutáns baktériumokat IND táptalajban,

1 mg/ml hipoxantinnal kiegészítve növesztettük az

exponenciális fázis végéig. A nyerskivonatot és a
*

gélelelctrof orézis t a 2.8. pontban leirtalc alapján

készítettük illetve hajtottuk végre. A: a gélek 

XDII aktivitása. В: a gélek fehérje mintázata.
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natát .futtattuk, a GYI56 6s a GY157 mutánsokban a 

mutáció a XDII strukturgénj ét is érintette, mórt ez 

a maradék aktivitásuk is eltűnt. Ha géleket fehérjére 

hívtuk elő /3 D ábra/ egy éles fchérjecsik jolent 

meg az Rm4l, a GY152 és a GY154 baktériumok XDH ak­

tivitásának a helyén. Ez a fehérjecsik nem látható 

a GYI56 és a GY157 esetében.

3.6. Komplementációs analízis a Neurospora crassa

nit-'-l mutánsának segítségével

Különböző molibdéntartalmu enzimek vagy nyerski­

vonatok Mo-ko aktivitása mérhető az alapján, hogy ké­

pes-e helyreállítani a N.crassa nit-1 mutánsának NADPH- 

KR aktivitását /Kason és mti, 1970; Kason és mti, 1971; 

MacGregor és Schnaitman, 1972; Ketch™ és Dovmey, 1975/» 

Az 5- táblázat eredményei mutatják, hogy az Rm4l, a 

GY152 és a GY154 baktériumok nyerskivonatából savke­

zeléssel aktiv Mo-ko szabadítható fel. A GY157-ben

minimális a Mo-ko aktivitás, mig a GY15ó-ban egyálta­

lán nem mutatható ki. Ebből arra következtethetünk, 

hogy ebben a két mutánsban a mutáció vagy a Mo-ko

strukturgénj ét vagy a bioszintéziséért felelős enzimek 

génjét érintette. A Mo-ko hiánya magyarázhatja a mu­

táció pleiotróp tulajdonságait.
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5 . láblázat : A. Nourospora crassa :n:i. l,-1 -он inu l árts ni. trá t —

roduktázánalc :i.n vitro koinp I oinontáoló.ja az

Riii4l 6s mutánsainak savlcezolt nyerskivonatával

Helyreállított NRTörzsele

aktivitás

I
0.0

i 4o.oRm4l

40.0GY152

GY154 56.О

GYI56 0.0

2.1GY157 J

;A savkezelést és a kompleímentációt a 2.9- pontban
i'll

leírtak alapján hajtottuk végre. Az Rm4l és mutáns• I I
baktériumok savkezélt nyerskivonatának nam volt

. ! I j
NR aktivitása.A megadoti| értékek a NR specifikus 

aktivitását jelentik a nit-1 kivonatára vonatkoz­

tatva .

. i
1

• ‘
■

. I

:

i 1
I- ■

;
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3.7. Sz1 11|Ъlotileus of f oktlyitds

Az Rm4l és a mutáns törzseket növényi tesztben 

ellenőriztük, hogy a mutáció befolyásolta-e a szim­

biotikus nitrogénkötést. Medicago sativa /lucerna/ 

növénykéket a baktériumokkal fertőztük, inkubáltuk 

és megfelelő idő /4-6 hét/ elteltével meghatároztűk 

a növények acetilénredukciós képességét illetve meg­

mér tűk a növények száraz súlyát. A 4.- ábra mutatja, 

hogy a mutánsok éppolyan effektivek acetilénredukció 

és szárazsuly alapján, mint az Rm4l. Mivel a baktéri­

umok, melyeket a gumókból izoláltunk vissza, megtar­

tották mutáns fenotipusukat , az effektivitás nem a 

mutációk reverziójának a következménye.

3.8. Reverziós analízis

"több
Két vagy tulajdonság megváltozásánál az elsőren-A

dü és legfontosabb kérdés az, hogy a szóbanforgó mu­

táns fenotípust egy vagy több génben bekövetkezett 

mutáció okozta-e, vagy sem-. Ezt a kérdést revertánsok 

izolálásával és azoknak a jellemzésével lehet eldön­

teni. Ezért a mutáns baktériumokból streptomicin re- 

zistens származékokat izoláltunk /GY197, GY202, GY200, 

GY201/, mely a revertánsok azonosítását lehetővé tette.

.
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4. ábra: Az Rni4l és mutáns baktériumok szimbiotikus

ef f elctivitása

!
í

.

fr
SÍ) H
!> 'O в:: Atí

0
". О

Hо
g
R

100-1 00-éсл 80-Ы80-
PhN

60-60- CMы
í-MN. 40-40-N1 CMrhcn о го-20-

to и
о о

I Rm41 cont. GY GY GY GY 
152 154 156 157Rm41 cont. GY GY GY GY 

152 154 156 157
AR­ AI

i

' .

:

A növényi tesztet a 2.10.pontban leírtak szerint vé­

geztük. Tíz növényt fertőztünk mindegyik baktérium-
j ■ j •

törzzsel és legalább háromszór megismételtük a kísér­

letet. Az «oszlopokban lévő szakaszok 5 %-os szigni- 

fikanciaszintet jeienteriek/n-l=9/» A: a növények szá- 

razsulya az Rm4l-el fertőzött növények átlagos 

razsulyának százalékában. B: acetilén redukció az

szá-

Rm4l-el fertőzött növények átlagos aktivitásának szá-,
1 i

zalókában. kVis1 IUI
•I !! \

■
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_9io -io-.10 1gyakoriságjgal kaptunk nitrátot hasznooitó 

revertáiisolcat FNO^ lemeze 

riumokból és ugyanilyen gyakorisággal kaptunk nitrá-

i!
a GY197 ós£i GY202 bakié­

tól illetve hipoxantint hasznosító rover iái is oka t №0^ 

illetve HYP lemezeken a pleiotrópiát mutató baktériu­

mokból /GY200, GY20l/. Mindkét esetben mindkét mutáns 

összes revertánsa visszanyerte a vad Genotípust a hi- 

poxantin illetve a nitrát hasznosítás szempontjából.

Ez az eredmény azt jelenti, bogy a NR és XDH elveszté­

séért mindkét mutáns esetében /GY156, GY157/ egysze­

res pontmutáció felelős, tehát valódi pleiotróp mutáci­

ókkal állunk szemben.

i

3.9. A kar mutánsok genetikai analízise

A közelmúltban munkacsoportunic megszerkeztette 

az Rm4l köralaku genetikai térképét az R68.45 plazmid 

segítségével /Kondoros! és mti, 1977a/. Az RÓ8.45 

kromoszóma mobilizációra képes és ezért segítségével

Ъ

genetikai rekombinációs analízist végezhetünk. Ameny-

nyiben két mutáció egy génben van, a markerek közötti 

rekombinációs gyakoroság olyan alacsony, hogy kimutat­

ni nem tudjuk, amennyiben nenij a rekombinánsok számából 

a markerek közötti távolság meghatározható. Célunk 

volt tehát meghatározni azon lókuszok számát, melyek

\



46 -

résztvesznek a nitrát asszimilációjában. Ezért először 

belevittük az R68.45 plazmidot, a három különböző 

fenotipusu Nar” mutáns агосо1г01 származékába és keresz­

tezést hajtottunk végr'e ezen donorok és az ugyanolyan 

fenotipussal rendelkező recipiensek között. Rekombi- 

nánsok nem jelentek meg azokban a keresztezésekben 

ahol a GY75-öt /a GY.152 mutáns niot-l68 származéka, 

mely tartalmazza az R68.45-öt/, mint donort és a GY152 

mutánssal azonos fenotipusu mutánsokat, mint recipien- 

selcct használatuk. Ezek a mutációk valószínűleg egy 

fókuszba esnek és ezt a mutánstipust narA-nak nevez-

»

tűk el. Szintén nem jelentek meg rekombinánsok azok­

ban keresztezésekben ahol a GY8l-et /a GY154 mutáns 

phe-15 származéka, mely tartalmazza az R68.45-öt/,
I ’

mint donort és a GY154 mutánssal azonos fenotipusu 

mutánsokat, mint recipienseket használtuk. Ezek a 

mutációk is valószínűleg égy lókuszba esnek és narB-

nek neveztük el. Amikor' azonban a GY248-at /GYI561 í
í

mely tartalmazza az R68.4f)-öt/ kereszteztük a 11
■

\r
pleiotróp fenotipust mutató mutánssal 8 esetben kap­

tunk rekombinárisokat. A nyolc mutáns /a GY157~et be­

leértve/ lókuszt narD-nek ja maradék hármat /GY156-ot
í

■ ! I
beleértve/ narC-nek neveztük.

1

A rekombinációs analízis után kezdtük el a nar 

mutációk helyét megállapítani a kromoszómán. A narB-15

1

!

!



I- 47 -

!
'

lokalizációját úgy állapítottuk meg, hogy a GY154 egy

acucotróf származékát haszháltuk recipiensként és meg­

állapítottuk az auxotróf marker éé a narB marker kap­

csoltságát. Azt találtuk hogy a narll marker a trp-15 

és az ado-J 5 markerek között foglal helyet /6. .táblá­

zat 1-3- keresztezés/.

Л na.rC és a narD gének helyét más módszerrel ál­

lapítottuk meg. Az RÓ8.45 plazmidot átvittük a GY157-es

törzsbe /GY491/ és ezt használva donorként keresztez­

tük AIC351-el és EVő2-vel. Streptörnielnnél ellenszelek­

tál tunic ade-15-re illetve krp-15-re szelektáltunk és 

meghatároztuk a szelektált markerek és a nemszelektált 

markerek /hipoxantin nemhasznositás/ közötti kapcsolt­

ságot replikázással. 'A 6. táblázat /4-5- keresztezés/ 

mutatja, hogy a narD szintén a trp-15 és az ade-15 

markerek között található. A 6. táblázat 6., 7. és 8. 

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

markerek kapcsoltsági adatait. Megfigyeltük, hogy a 

GY248-as törzset keresztezve az EVő2-vel a trp-15 

és narD-15 közti 57 %-os kapcsoltsági gyakoriság O.OÓ 

^-ra csökkent. Ha ezt a donort kereszteztük AK351-el 

kaptunk ade-15+narB-15+rekoinbinánst. Ez az ered­

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

nagyon közel vannak egymáshoz és a narO-191 közelebb 

van az ado-15—hÖz. A nar gének tórképholyzétét az 5» 

ábrán láthatjuk. A narA-l68 markert ezidáig még nem 

térképeztűk be.

■

nem

'



б. táblázat: A kromoszóma nar régiójának kapcsoltsági adatai

Ellenszelektált A rekombinánsok nemsze- A markerpárok leap-[eresz- Donor Reci- T. ptá-
of /°;ezés Szelektált marker lektált osztályai csoltsága voisá.g dpiens c

cys-46/ade-15+ na:rB~15 + str-l+ ade-15+ narB-15 0.62 

ade-15+ 

narB-15+str-l

GYI38- GY441 55 0.15

str~l+ 38narB-15 0.07str-1 0.59

narB-15+ str-1 0.630.0525.2

1.8narB-15 str-1 I

n,arB-15+ str-l + ade-15+ narB-15+0.38cys-46/ade-15+ 0,2-9-----£GY4 65 GY44 382
Is tr-l + 62narB-15

narB-15+ str-1 trp-15+narB-15^ 0.57cys-46/trp-15+GY453 0.1757

str~l+ 43narB-15

narD-240+ ade~15+narD240 0.87str-2/ade-15+4 GY491 AK351 O.O513

narD-240 87

trp-15+narD-24Q О.16narD-240+str-15/trp-13+ 0.4684EV625

narD-240 16

trp-15+tyr-ltyr-1 str-l+ 

tyr-l+ str-1+

cys-46/trp-15+6 GYl4l GY44 0.2445 0.45

55

trp-15+str-1tyr-1 str-1 0 0.01

tvr-l+ str-1- 0



a 6. táblázat folytatása

str-15/trpl5+ trp-15+ ade-15 0.14GY83 EV627 l4 0.48ade-15

ade-15+ 86

GYl4l AK317 cys-46/ade!5+ tyr-l+ ade-15+ tyr-18 98 0.02 0,72

tyr-1 2

cys-46 tyr-l/ade-15+ str-l+ ade-15+ str-194 о.об 0.62

6str-1

I

■F-
40c: a markerpárok kapcsoltsági gyakorisága, d: additiv térképtávolság a mar- 

kerpárok között /önkényes egységekben/. d= l-_c /Kondoros! és mti., 1977a/.

A keresztezést minden esetben Dixon és mti. /1976/ által leírtak alapján 

végeztük. A szelektiv minimál táptalajt /GTSMH^/ szükség szerint kiegészí­

tettük; az anyagokat az akábbi koncentrációban adtuk: aminosav /25 ug/ml/, 

adenin /20 ug/ml/, hipoxantin /l mg/ml/és streptomicin szulfát /250 ug/ml/.

A markerek közötti távolságot a Lederberg-féle replika technikával határoztuk

I

neg.
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5. ábra: A nar gének helyzete a Khizobium meliloti 4l

kromoszómáján
f

I

narC-191
tyr-1 trp-15 narB-15 norD-240 ade-15 str-1

j LJ.

0.24 0.17 0.15:0.29 0.59:0.62
а

0.050.46
•хЧt 0.63

-»t
0.48 ->У

0.72

str-1
ade-15

ade-3nar D
•;

narB.C-
x

cys-46
trp-15

tyr-1' met-13

! •
his-1met-168

•
. ■

I

*

A markerek közti szakaszok az additiv térképtávol-
I j

ságok /d/ értékei /Kondorbsi és mti, 1977a/, amiket
' ■ ' )

független keresztezésekből kaptunk. A részleteket
:
;lásd a 6. táblázatban.

b‘

*
!>
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4. Az eredmények megvitatása

A Rhizobium melilotxban kétfajta nitrátredukció 

mutatható ki 'in vivo. A kettő közül valószínűleg csak 

az asszimilációs típusnak van alapvető fiziológiai 

funkciója. A "respirációs" nitrátredukciónak szerepe 

jelenleg még nem ismert. Bacillus subtilisben hasonló, 

ismeretlen funkciójú, a sporuláció alatt indukálódó 

nitrátredukciós aktivitást mutattak ki /Bohon és mti, 

1976/. Az Hm4l "respirációs" nitrátredukciós aktivitás 

indukciója hasonlít a Klebsiella aerogenes nitrátres­

pirációs rendszer indukciójához /Van’T Reit és mti, 

1968/. Az Rm4l NR aktivitását azonban 10 mM klorát 

nem befolyásolja, és mivel az enzim nem membránkötött, 

a Pichinoty féle В tipusu enzimekhez hasonlít. Az in 

vivő "respirációs" nitrátredukciót az oxigén reverzi­

bilisen gátolja, ami az oxigén felé történő preferen­

ciáiig e- áramlást jelentheti.

Kondoros! és mti /1973/ olyan mutánsokat izolál­

tak Rm4l—bői, ahol a mutáció a "respirációs" nitrát­

redukciót érintette. E mutánsok egy reprezentánsa az
í

N461, szimbiózisban ineffektiv, de nitráton - mint 

egyedüli nitrogénforráson - szaporodni tud /Sik és 

Barabás, 1977/, ezért az asszimilációs nitrátreduk­

ciója normális kell hogy legyen. Azt találtuk /4.

i

J
I
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I

lázat/, hogy az N461 30-10Ó szór kevesebb MV-kapcsolt
:

NR aktivitással rendelkezik mint az Rm4l azokon 

talajokon, amelyeken megmé/tük. Nitrát asszimiláció­

kor tehát ez az alacsony alftivitás is elegendő ahhoz,

s növekedéshez szükséges 

nitrittel ellássa. Az. N46l-[-ben a mutáció valószinüleg 

a NR enzimrendszer szabályozását érintette.
. ill

Az asszimilációs nitrátredukcióbon hibás Rm4l

a táp-

a maximálihogy a sejteket

mutánsok között három különböző fenotipussal rendel­

kező osztályt figyelhetünk meg. Az első osztályba tar­

toznak azok a mutánsok /narA/, melyek képtelenek hasz­

nosítania nitrátot, de normális "respirációs" nitrát­

redukciós képességgel rendelkeznek komplett táptalaj­

ban in vivo körülmények között. A mutánsok nyerskivo- 

natában az Rm4l-hez hasonló MV-kapcsolt NR aktivitás 

mérhető. Ezekből az adatokból következik, hogy a narA 

mutációk nem a nitrátfelvételét, hanem a NR-t reduká­

ló e" transzportlánc:valamelyik tagját érintették, 

feltételezzük, hogy egy másik, az oxigén felé törté­

nő e

Azt

transzportlánctól figgetlen, e transzport kom­

ponens szintetizálódilc nitrátasszimilációkor, és ez a 

két mechanizmus egymástól függetlenül funkcióképes.
I IValószinüleg ezt az é transzportrendszert szabályoz- < 

zák az atninósavak és I a gintamin szintetáz /Kondoros!

és mti, 1977b/. A MV^lcapo *4>lt N14 aktivitásért felei ős
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fehérjét az ammónia nem szabályozza, mivel ammónia 

jelenlétében derepresszált szintű aktivitás mérhető 

A mutánsok második osztályába /narB/ tartoznak 

azok, melyek' sem asszimilációs sem "respirációs" nit­

rátredukcióval nem rendelkeznek. A mutánsok nyerski-

vonatáben MV-kapcsolt NR aktivitást kimutatni nem le­

hetett. E tényből arra következtethetünk, hogy az asz-
I 1

szimilációs és "respirációs" nitrátredukcióért felelős

enzimrendszerben vannak ollyan fehérjék, például MV-
j

-kapcsolt NR aktivitásért felelős fehérje, melyek 

mindkét rendszerben közösek és csak egy strukturgén- 

jük van. A narB gén valószínűleg a NR apoprotein

<

s trukturgénj e.

A mutánsok harmadik fenotipikus osztályát alkot-.
ják azok /narC és narD/, melyek az asszimilációs és 

"respirációs" nitrátredukciójuk mellett a hipoxantin- 

és a xantinhasznositási képességüket is elvesztették. 

A mutánsok nyerskivonatából sem MV-kapcsolt NR sem 

XDH aktivitást kimutatni nem lehetett. A kísérleti

adatok arra utalnak, hogy a mutáció a hipoxantin és 

a xantinfelvételét nem befolyásolta. Mivel mind a NR
*

a mutáció a mo-inind a XDH molibdén tartalmú enzim )

libdén asszimilációját is érinthette. Ebben az esetben
»

molibdát adásával mindkét enzim aktivitása10 3-10

helyreállítható. Xgy helyreáll a NR aktivitás ай Й, 

coli chlD mutánsaiban /Sperl és DeMoss, 1975/} a NR

;• V
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és XDIi aktivitás az A. nidulans cnxE /Arst és mti,

1970/ és a Pseudomonas aeruginosa narD /Van Hartings-
—2veldt és Stouthamer, 1973/ mutánsaiban. 10 M molib- 

dát azonban egyik Rm4l nrntáns esetében sem állitotta

Helyre a vad fenőtípust.

A Harmadik, csoportba tartozó mutánsok revorziós 

analíziséből kiderült, Hogy a pleiotrópiát egyszeres 

pontmutáció okozta, ami a két enzim közös reguláció­

ját vagy közös szerkezeti alegységét károsította. A 

narC és narD mutánsok biokémiai fenotipusa hasonlít 

más organizmusok Mo-lco hiánymutánsaihoz /Pateman és
I i

mti, 197^+; Nason és mti, 1<?70; Mendel és Müller, 1978/.
j

Biokémiai komplementációs kísérletekben azt találtuk, 

hogy a narA és narB mutánsok helyre tudják állítani

a NR aktivitását mig a
■■

-1 mutánsának
I

narC és narD nem. Ezért a. harC és narD mutánsokat

a N. crassa nit

Mo-ko mutánsoknak tartjuk. Mivel e két mutánsnak nem 

tudtuk kimutatni a XDH apoproteinjét, valószínű, hogy

az aktiv Mo-ko hiánya befolyásolja az enzim stabili-
.!

tását vagy az alegység összetételét. Azotobacter
I 1

vinelandii nitrogenázának f-es komponenséből Shah és
i

Brill /1977/ izolált egy FeMo-ko /vas-molibdén kofak- 

tor/-t , amelyről Pienkos és mti /1977/ kimutatták,
í I ihogy specifikus a ni'trogenázra és különbözik a Mo-ko- 

tól, melyet xantinoxidázból izoláltak. A FéMo-ko

■
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képes helyreállítani egy Azotobacter vinelandii nif

mutáns nitrogenáz aktivitását, de képtelen a N. crassa*
nit-1 mutáns NR-ának a helyreállítására. Ezek a tények 

megfelelnek a mi eredményeinkkel
• I ! »

éppen olyan effektiv növérjyii tesztben mint az Rm4l.

így a Mo-ko mutánsok aktiv nitrogenázzal rendelkznek
i í

melyből az a következtetés vonható le, hogy csak'a NR
#

és a XDH enzimeknek a Mo-ko-a közös és ez a Mo-ko

mivel mindkét mutánsf

1

nem a prekurzora a nitrogenázban található FeMo-ko-nak.
I

Rekombinációs analízis segítségével négy lólcusz- 

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

mutánst. Kapcsoltsági adatok azt mutatják, hogy a narB,

C és D lókuszok a trp-15 és az ade-15 markerek közé 

térlcépeződnek az Rínál köralaku kromoszómáján. A plei-f

otróp tulajdonságokkal rendelkező Mo-ko mutánsokat 

egyértelműen két külön lókuszba tudtuk osztani/narC 

és narD/;
.

I

1 I
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5. Összef oglalás

Rhizobium melilotiból 25 független mutánst izo­

lál tunic, melyek nem tudták hasznosítania nitrátot,

mint egyedüli nitrogénforrást. A mutációk négy külön­

böző helyen /narA, narB, narC és narD/ térképeződnek.

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

közé lokalizáltuk a kromoszómán. A narA mutánsokban a

mutáció csak az asszimilációs nitrátredukciót befolyá­

solta mig a "respirációs" aktivitást nem. Metilvio- 

logén-kapcsőit nitrátredulctáz aktivitással rendelkez­

nek. A narD mutánsok sem asszimilációs sem "respiráci­

ós" nitrát redukcióval nem rendelkeznek, és nincs motil- 

Viologén-kapcsolt nitrátreduktáz aktivitásuk. A narC 

és narD mutánsokban a mutáció nem csak az asszimilá­

ciós és a "respirációs" nitrátredukciót, hanem a xan- 

tindehidrogenáz aktivitást is befolyásolta. Ezen mután­

sok savkezelt nyerskivonata nem állítja helyre a Neu- 

rospora crassa nit-1 mutáns NADPH-NR aktivitását,

hogy ezek a mutánsok nem rendelkeznek aktiv 

molibdén kofakt orral.

je­

lezve
.

25 mutáns effektiv volt szimbiotikus nit­

rogénkötésben, és nitrogená:: aktivitással rendelkezett. 

Az eredményekből .arra lehet következtetni, hogy a nit- 

rátreduktáz óa a nitrogenáz nem rendelkezik közös mo- 

libdénkofaktorral.

Mind a

v

r
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