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1. Bevezetés

A novények egyik legfontosabb kémiai tépeleme, a termés
mennyiségének és mindségének egyik f6 meghatarozoja a nitrogén. Az
intenziv gabonatermesztési technoldgidk nagy mennyiségli nitrogén
mitragya alkalmazésat kovetelik meg, hiszen a talaj szerves és szervetlen
nitrogén vegyiiletei messze nem elegenddek a novekvd termésmennyiség
igények fedezésére. A nitrogén mutragya koltsége jelentdsen befolyasolja
a termelés gazdasagossagat. De nap, mint nap szembesiilniink kell azzal
is, hogy a nitrogén miitragyazas a kornyezetet, él6helyiinket is Oriasi
mértékben megterheli. A nitrat felhalmozddas a talajvizekben, felszini és
ivovizeinkben egyre komolyabb népegészségiigyi problémat jelent. A
tudomény még nem taldlta meg a nyitjat, hogyan tudnank a névények
nitrogéntéaplalasat teljes egészében kornyezetbardt médon megvalositani,
de ha mar a nitrogén mitragyanak csak egy részét ki tudjuk véltani
biolodgiai nitrogéntaplalassal, az mar jelentds eldrelépés lehet.

A probléma egy igéretes megolddsa a bioldgiai nitrogénkotés
felhasznalasa novények és mikroorganizmusok olyan egyiittélésében,
amelyben a mikroorganizmus a levegd nitrogénjét koti meg, alakitja at
ammoniava, és ezzel taplalja a novényt.

A bioldgiai nitrogénkdtés hallatan eldszor a hiivelyes novények ¢€s
a gyokerlikon gyokérgiimdékben €16 Rhizobium baktériumok nitrogénkotd
szimbiozisara gondolunk, vagy az drasztott rizskultardkban évtizedek 6ta

hasznalt Azolla-Anabaena szimbidzisokra.
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Mintegy 20 éve, a kutatds egyre inkdbb a gabonafélék és fifélék

gyokérkornyezetében, gyokerében természetes koriilmények kozott is €16
nitrogénkotd, novénynovekedést serkentd talajbaktériumokra terelédik,
valamint beldliik oltdanyagok fejlesztésére iranyul a munka. Ilyen
baktériumok az Azospirillum fajok, melyek a gabona- és pazsitfiifélék
gyokereinek felszinén élnek, egyesek a gyokérbelsdben, szarbelsdben is
megtelepszenek. A rizsben talalt Herbaspirillum baktérium endofita
nitrogénkotd, a talajban nem, csak gazdandvénye belsé szoveteiben él.

Egyes EU orszagokban, gabonakulturdkban, az azospirillumok
egyedi ¢s kevert oltdoanyagait mar évek Ota nagy mennyiségben
hasznaljak talajoltasra. 10-30 %-kal kevesebb nitrogén mitragya
felhasznalds mellett 5-30 % termésnovekedést is elértek. Bar az is
vitathatatlan, hogy az oltbanyagok hatékonysaga évrél évre, az id6jarasi-
¢s talajviszonyoktdl fiiggéen, bizony valtozo (Osszefoglalva Okon és
Labandera-Gonzales, 1994; Okon és mtsai., 1995).

Magyarorszagon is igéretes megoldas lehet az Azospirillum és
Herbaspirillum oltéanyagok arra, hogy ezeket, a hazai talajokban igen
alacsony szamban él6 hasznos baktériumokat feldusitsuk, ¢s munkara
fogjuk. Ehhez azonban Kkoriiltekintéen kell megbecsiilniink vérhatd
hatékonysagukat, és nemcsak a hazai éghajlati, iddjarasi és
talajviszonyok mellett. Ismerniink kell a magyar gabonafajtdk hajlamat
is, képesek-e veliik hatékony nitrogénkotd asszociacioban €lni.

Hatékony Azospirillum—buza nitrogénk6toé asszociacio
létrehozasahoz és miikodtetéséhez alapvetd, hogy megismerjiikk a novény

¢s a baktérium kozott, az asszocidcid kialakuldsa soran lejatszodd
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bioldgiai eseményeket is. Dolgozatom elsé részében ennek a jorészt még

fekete doboznak egy szogletébe, az Azospirillum baktérium és a
gyokérfelszin egy "jelmolekuldja", a gyokérlektin kozotti molekuléris
kolesonhatasokba kapunk betekintést.

Dolgozatom masodik részének témdja harom magyar rizs- és egy
magyar buzafajta jellemzése nitrogénkotd egyitittélésben Azospirillum és

Herbaspirillum baktériumokkal.
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2. Célkitiizés

Munkédm elsé részében az Azospirillum és buza egylittélés

kialakulasanak egyik elemét, a buza gyokérfelszin és a baktérium

sejtfelszin kolcsonhatasat vizsgaljuk:

bemutatjuk a gyokérfelszinen expresszalodo gyokérlektin, a buzacsira
agglutinin €s a baktérium sejtfelszin kozotti felismerési folyamatot;
leirjuk a lektin baktériumhoz kotédésének hatdsat a baktérium
nitrogénkotésére;

vizsgéljuk a lektinkotdédés kivaltotta jel kapcsolatat a nitrogénkotés
szabalyozasi rendszerével a baktériumban;

¢s lektinkotd receptort keresiink a baktérium sejtfelszinén.

Munkam maéasodik részében:

nitrogénkotd asszociaciot hozunk 1étre harom magyar rizs- és egy
magyar buzafajta, valamint az asszociativ A. brasilense ¢s az endofita
H. seropedicae nitrogénkotd, novénynovekedést serkentd baktériumok
kozott;

jellemezziik a nitrogénkotd egytittéléseket:

— leirjuk a baktériumok megtelepedését a novényeken beliil, €s
hatasukat a novények novekedésére, mint az asszociacionak
a kovetkezményét;

— leirjuk a fajtak taroképességét, hajlamat a baktériumokkal
valo egyiittélésre és fogékonysagat az egyiittélés jotékony
hatasanak kihasznalasara;

bemutatunk egy sejt immobilizaciés oltéanyag elodallitasi technikat,
amelynek sordn celluléozgyongyon rogzitjiik az oltobaktériumokat,
valamint jellemezziik a rogzitett sejtes oltéanyagok hatékonysagat.
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3. Irodalmi attekinteés

3.1. Az Azospirillum nemzetség

3.1.1. Az Azospirillum taxonomiaja és morfologiaja. Az
Azospirillum nemzetség a Proteobacterium-ok o-alosztalyanak elsé
csoportjaba, ezen bellll a Rhodospirillaceae csalddba tartozik (Gillis és
Reinhold-Hurek, 1994). A nemzetség tagjai talajlako, aerob, nitrogénkotd
baktériumok. Asszociativ nitrogénkotd szimbidzisban élnek gabona- és
pazsitfifélék gyokerén. Biologiailag kotott nitrogénnel taplaljak, és
novényi hormon jellegli anyagok termelésével is serkentik a
gazdanovény novekedését. Mindezért a nitrogénkotd, novénynovekedést
serkentd rizobaktériumok (Nif-PGPR) ko6zé is soroljak  oket
(0sszefoglalva Klopper, 1994).

A nemzetségbe tartozo elsé baktériumot Beijerinck (1925) irta le és
eloszor Azotobacter spirillum-nak, majd Spirillum lipoferum-nak nevezte
el. Majd megfeledkezett a tudomanyos vilag a baktériumrdl. Az 1970-es
években fedezték fel Gjra Brazilidban, amikor asszociativ nitrogénkotd
baktériumok utan kutattak a Digitaria és a kukorica rizoszférajaban
(Dobereiner és Day, 1975). Késoébb mas éghajlati zéndkban is
megtalaltak Oket, a tropusi, szubtropusi 6vezettdl a hideg mérsékelt 6vi
zonakig (Dobereiner, 1992). Eddig 6t Azospirillum fajt irtak le, ezek az
A. brasilense, A. lipoferum (Tarrand és mtsai., 1978), A. amazonense, A.
halopraeferens ¢és az A. irakense. Ezek egymastol Okologiai
taroképességiikben,  gazdandvény  koriikben,  morfoldgidjukban,

flagellaltsagukban, valamint sejtjeik  fehérjéinek  kétdimenzios
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SDS—poliakrilamid gél elektroforézissel meghatarozott mintézataiban

térnek el (0sszefoglalva Gillis és Reinhold-Hurek, 1994). A két legjobban
leirt faj az A. brasilense ¢és az A. lipoferum, és 6k a mikrobiologiai €s
genetikai kutatasok kézéppontjai is.

Az Azospirillum Gramm-negativ, hajlitott palcika alaka (0,8—1,0
pm széles, 2,0-4,0 pm hosszu) baktérium (1. abra). Kétféle flagellummal
rendelkezik: valtozd szamu és méretti peritrich flagellaval, melyeket csak
szilard taptalajon, és egyetlen polaris flagellummal, melyet szilard és
folyadék tapkozegben is noveszt. DNS dallomanyanak G+C tartalma
69-70 % (Tarrand és mtsai., 1978).

1. abra. Az A. brasilense elektronmikroszkopos képe (10000x nagyitas)
(M. de Zamaroczy joévoltabol).

3.1.2. Az Azospirillum anyagcseréje (6sszefoglalva Hartmann és
Zimmer, 1994). Az Azospirillum fajok, anyagcseréjiiket nézve

sokoldaltiak. Kemoorganotrof, aerob baktériumok. Képesek megkdtni a
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1égkori nitrogént mikroaerob feltételek mellett. Képesek nitrat redukciora

is, amikor az oxigén Kkorlatozottan 4all rendelkezésre. Kiilonféle
szénforrasokbol termelik energidjukat. Legjobb hatdsfokkal a szerves
savakat (almasav, tejsav) metabolizaljak. Almasav ¢és oxalsav hasznositd
képességiik a gyokérkolonizaciojukat is tdmogatja (Reinhold és mtsai.,
1985). A fajok eltérdéen hasznositjdk a cukrokat, az A. lipoferum képes
felhasznalni a glikézt, az A. brasilense nem. Alkoholokat ¢&s
biopolimereket (keményitd, celluloz, xylan) is hasznositanak
szénforrasként. A baktériumok metabolizalhaté tapanyagforrasaik felé
kemotaxissal vandorolnak, a tdpanyagok koncentracio gradiense mentén,
mig aerotaxissal keresik meg az anyagcsere allapotuknak legmegfelelébb
oxigén koncentraciot.

Energia- és szénforras raktarozas céljabol poli—B—hidroxibutiratot
(PHB) halmoznak fol, ha a sejtben magas a C/N arany és a respiracios
lanc szédmara, oxigén vagy nitrdt alakban, kevés terminalis
elektronakceptor molekula all rendelkezésre. A felhalmozddasban inkabb
a rendelkezésre all6 oxigénmennyiség a meghatdrozd, semmint a
nitrogénhiany. A PHB raktarozds segiti a baktérium megélését
mikroaerob koriilmények kozott, mint példaul nitrogénkdtéskor, és noveli
a baktérium szarazsagtlirését is.

Kedvezdtlen kornyezeti kortilmények kozott az Azospirillum C—
(cyst) tipusu, nagy, kerek sejteket képez. Ezek foleg a rizoszféraban
fellépd szarazsagstressz hatasara keletkeznek, majd a stresszhatds
elmultaval képesek visszaalakulni vegetativ forméva (Bashan ¢és

munkatérsai, 1991).
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Mindezek a tulajdonsagok segitik a baktériumokat a rizoszféra

kulonleges mikrookoldgidjahoz valé alkalmazkodasban, abban, hogy
érzékelni és értékelni tudjak a gyokér és a gyokérkornyezet jeleit, vagyis
hogy sikeres versenytarsak legyenek a rizoszféra mikroorganizmusok
kozott, a ndvénnyel valo egytittélésben.

Az Azospirillum fajoknak a novény novekedésére gyakorolt
kedvezé hatasa dontdéen harom tényezének az ereddje (Osszefoglalva
Hartmann és Zimmer, 1994): a baktérium

— nitrogénkotésének, és ennek révén a novény levegdbdl kotott
nitrogénnel valo taplaladsanak;
— fitohormon jellegli anyagok termelésének, melyek a novény
novekedését serkentik;
— ¢és nitrat redukcidjanak, amelynek egy koztes terméke, a nitrit
szintén novekedési hormon jellegli hatassal van a névényre.
Fontossagi sorrendet a harom tényezd kozott megallapitani nagyon
nehéz, a talaj, a novény és a baktérium egyiitthatasanak ereddje hol az
egyik, hol a mésik tényezot részesitheti elonyben.

A novénynovekedést serkentd hatds a gyokérzet erdteljesebb
fejlodésében, a gyokértomeg gyarapoddsaban, a laterdlis gyokerek
szaméanak ¢s méretének novekedésében nyilvanul meg. A nagyobb
gyokérfeliilet nagyobb tdpanyagfelvevd kapacitast ad a novénynek. A
gyokértomeg mellett a zoldtomeg €s a termésmennyiség is gyarapodhat

(Tien és mtsai., 1979; Kapulnik és mtsai., 1985).
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3.1.2.1. Novényi hormon jellegii anyagok termelése és hatasuk

a novénynovekedésre (Osszefoglalva Hartmann ¢s Zimmer, 1994). A
novényi hormonok, koztiik az auxinok és citokininek, dontd szerepet
jatszanak a novényi sejtek totipotencidjanak megnyilvanuldsdban, a
novények élettani folyamatainak szabdlyozasaban. Az auxin és citokinin
arany a sejtben a sejtdifferencialddast, a szovetekben az organogenezist
szabalyozza (Leyser ¢s Berleth, 1999). Auxin hatasdra a novényi
sejtekben  visszaallhat a dedifferencialt 4llapot. A citokininek
sejtosztodast és kallusznovekedést idéznek eld (Miller és mtsai., 1961).

A. brasilense és A. lipoferum tenyészetekben auxinokat,
citokinineket és gibberellineket azonositottak (Tien és mtsai., 1979,
Bottini és mtsai., 1989). Masok citokinin-szerli anyagokat csak idds
Azospirillum kulturdkban mutattak ki, ahol azonban azok a nukleinsavak
lebomlasi termékei is lehetnek. Enzimatikus uton torténd citokinin
termelésre nincs még bizonyiték. Az A. brasilense baktériumban harom
indol-3-ecetsavat termeld alternativ bioszintézis utat kozoltek: az indol-3-
acetamid (IAM) szintézis ut ¢és az indol-3-piruvat (IPyA) szintézisut
triptofan-fiiggd. Egy triptofantol nem fiiggd szintézis ut is mikodik, de
ezt még nem jellemezték (6sszefoglalva Costacurta, 1995). A baktérium
képes a novényi triptofant is indol-3-ecetsavva alakitani és kivalasztani a
novénybe. Indol-3-ecetsavat tiltermeld A. brasilense mutans torzs a
cirokban jobban serkentette a gyokérnovekedést, mint a vad tipus,
buzaban ¢és zabban azonban nem. Indol-3-ecetsavat alig termeld

mutansok gyokérnovekedést serkentd hatasa lecsokkent.



15
Az A. brasilense oltas hasonld hatast valtott ki, mint az indol-3-

ecetsav (IAA), kinetin és gibberellinsav (GA3) keverékkel vald kezelés.
Michiels és mtsai. szerint (1994) a novénynovekedés serkentésért
dontden az auxinok a feleldsek. A kukorica gydkerében 107 sejt/novény
szamban megtelepedett A. brasilense mar mérhetéen novelte az Osszes
indol-3-ecetsav mennyiséget a ndvényben (0sszefoglalva Fallik és mtsai.,
1994).

3.1.2.2. Az Azospirillum nitrogén anyagcseréje (0sszefoglalva
Hartmann és Zimmer, 1994). A baktérium tobbféle nitrogénforrast képes
hasznositani. A talajbol felvehetd ammoniat, nitratot, nitritet, szerves
nitrogéntartalmu vegytileteket, a 1égkori nitrogént ammoniava redukalt
formaban egyarant képes nitrogén-anyagcseréjébe bevonni (2. abra).

3.1.2.2.1. Ammonia asszimilacié és aminosav bioszintézis. Az
ammonia asszimil4cidja a kovetkezd folyamatokban zajlik:

(1) glutamat + NH; + ATP —= glutamin + ADP +P;

(2) glutamin + a-ketoglutarat + NADPH —<2%4L_

glutamat + NADP"

(3) a-ketoglutarat + NADH + NH; —22 5 glutamét + NAD"
Nitrogénkotési  kortilmények kozott az ammonia beépitést foleg a
glutamin-szintetaz (GS) (1) és a glutamat-szintdz (GOGAT) (2) enzim
katalizdlja (Okon é&s mtsai., 1976). Kisebb részét a glutamét-
dehidrogenaz (GDH) (3) alakitja glutamattd (Westby és mtsai., 1987). A
reakciokban az elsédleges NH; " akceptor a glutamat, a masodlagos az o-

ketoglutarat (2-oxoglutarat).
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2. abra. Nitrogén asszimilacid Azospirillumban. GS, glutamin szintetaz;
GOGAT, glutamat szintdz; GDH, glutamat dehidrogendz; GPT, glutamat
piruvat transzamindz; GOT, glutamat oxalacetat transzaminéz; aNR,
asszimilacios nitrat reduktaz; dNR, disszimilacios nitrat reduktaz; aNI,
asszimilécios nitrit reduktdz (Hartmann és Zimmer, 1994).
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Nagymennyiségli kiils6 ammoniaforras jelenlétében a GDH-nak a

részvétele a jelentés az NHy4 " asszimilacidjaban. Amikor pedig a glutamat
a fo nitrogén forrdsa a sejtnek, akkor a GDH, a GOT (glutamat-
oxalacetat-aminotranszferaz) és a GPT (glutamat-piruvat-
aminotranszferdz) enzimek mutatnak nagy aktivitést:

GPT

Glutamat + piruvat 2-oxo-glutarat + alanin

Glutamat + oxalacetat _GOT  2-oxo-glutarat + aszpartat

A fenti folyamatok termékeibdl, tovabbi enzimatikus 1épések
sorozatan keresztiil, mas aminosavak, nukleinsavak és egyéb N-tartalmu
molekuldk szintetizalodnak (2. édbra).

3.1.2.2.2. A nitrogénkotés élettana és genetikaja (Osszefoglalva
Hartmann és Zimmer, 1994; de Zamaroczy, 1995). Az Azospirillum
baktérium a novénnyel asszocidcidban és a talajban szabadon élve is
képes  nitrogénkotésre.  Nitrogénhidnyos  vagy  nitrogénmentes
kornyezetben, mikroaerob koriilmények kozott, a levegd molekularis
nitrogénjét, nitrogendz enzimje segitségével, ammoniava redukalja. A
nitrogénmentes taptalajban tenyésztett baktérium nitrogénkotéséhez az
optimalis pH tartomany 6,0-7,3. A nitrogénkotésben meghatarozo
kornyezeti tényezd az oxigén koncentracié és a kotott nitrogén
mennyisége. Az A. brasilense 0,1 kPa, az A. lipoferum 0,5 kPa parcialis
0O, nyomas mellett koti legaktivabban a nitrogént (Okon és mtsai., 1976).
A kotott nitrogén mennyiségét illetéen, 0,05 mmol ammonium-klorid
koncentracio a sejtkornyezetben mar elnyomja a nitrogénkotést, a gatlas

reverzibilis (Hartmann ¢és mtsai, 1986). Tovabba, anaerob koriilmények
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vagy tul sok oxigén is gétolja a nitrogénkotést, mikozben irreverzibilisen

inaktivalédik a nitrogendz enzim.

A nitrogendz enzim egy komplex, két alkotérésze a dinitrogenaz
(molibdén-vas-protein) ¢és a dinitrogendz-reduktdz (vas-protein). A
dinitrogendz molekuldn taldlhato az aktiv hely, ahol a N, redukcid
végbemegy:

No+ 8H' + 8¢ + 16 ATP —> 2NH; + 16 ADP + 16 PO,” + H;
Az enzim molekuldja tetramer (of2) szerkezetli, mukddéséhez
molibdént és vasat haszndl kofaktorként. A dinitrogenaz-reduktaz
szallitta a redukciés folyamathoz sziikséges elektronokat a
dinitrogenazhoz. Az enzim homodimer (a2) szerkezetti, kofaktora vas.

A nitrogénkotés szabalyozasa két szinten nyilvanul meg, a sejt
N-statuszanak és oxigén ellatottsdganak megfeleléen: egyrészt gén
atirodéasi (transzkripcids) szinten, amikor is az enzim bioszintézise
szabalyozott, masrészt a termel6dott enzimmolekuldk aktivitasat is
szabalyozza a baktérium poszt-transzlaciés modositasokkal.

A nitrogénkotés transzKripciés szabalyozasa (3. 4bra). A
nitrogenaz enzim struktirgénjeit hordozo6 nifHDK operon a baktériumban
a kromoszoma DNS-en helyezkedik el. Szomszédsagdban tovabbi, a
nitrogénkotéshez elengedhetetlen géneket irtak le: a draGT, nifE, nifUS,
nifW, fixABC géneket. A régiotdl elkiiloniilten, de szintén a
kromoszéman talalhato a nif4 és nifB gén, valamint a g/nBA cluster is

(0sszefoglalva de Zamaroczy, 1995).
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A nifHDK harom génje egy transzkripciés egységet alkot

(Perroud és mtsai, 1985). A nifH gén terméke a dinitrogenaz-reduktaz, a
nifDK gének termékei pedig a dinitrogendz o és B alegységei. A nifHDK
operonrol csak nitrogénkotési kortilmények kozott (mikroaerob és
nitrogénmentes kornyezet) folyik transzkripcio (de Zamaroczy és mtsai,
1989). A gének egy kozos, 6~ 4—ﬁigg6 promoterrdl irddnak at. Az atirddas
megindulasdhoz egy aktivéator fehérje, a NifA kotddése sziikséges egy, a
promoter el6tt elhelyezkedd specifikus DNS szakaszhoz, az "upstream"
aktivator szekvencidhoz (upstream activator sequences, UAS).

A NifA fehérje a nif4 gén terméke. A gén konstitutivan irodik at,
tehat nemcsak a nitrogénkotésnek megfeleld koriilmények kozott, hanem
magas oxigén koncentracio és/vagy ammonia jelenlétében is, de
transzkripcidja a nitrogénkotési feltételek mellett teljes. A gén promoter
régidjaban o'—RNS polimeraz kitéhelyhez hasonlo szekvencia talalhaté
(Fadel-Picheth és mtsai., 1999). Megnyilvanulasdhoz nincs sziikség az
NtrB/NtrC szabéalyozd rendszerre. A NifA fehérje inaktiv forméban
szintetizalodik, és a nitrogénkotés feltételei mellett aktivalodik (3. és 4.
abra). Az aktiv forma vesz részt a nifHDK transzkripcio beinditadsaban.
Aktivalodasa nem poszttranszlacids kovalens modositassal torténik.
Aktivalasi folyamatdban a g/nB gén kodolta Py fehérje vesz részt,
uridilalt, aktiv formaban (de Zamaroczy és mtsai., 1993). A NifA N-

termindlis doménje a molekula inaktiv formaban tartdsaban vesz részt,
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ammonia tulsuly esetén. Nitrogénkotési koriilmények kozott, feltehetdleg

a Py fehérje az (vagy egy, a Py szabalyozésa alatt allo, még ismeretlen
elem), amely megakadalyozza az N-terminalis gatlast a molekuldban, egy
ismeretlen mechanizmus révén (Arsene és mtsai., 1996). Az N-terminalis
domén Tyr-18 pozicidja kulcsfontossagu a fehérje aktivitdsanak
gatlasaban, mert ennek mutdcidja az aktivalashoz Py fehérjét nem
igényld, aktiv NifA fehérjét ad nitrogénkotési koriilmények kozott
(Arsene és mtsai., 1999).

A Py fehérjét a gimB gén kodolja. A gén expresszioja
elengedhetetlen a nitrogénkotéshez. Null mutécidja esetén a nifHDK
génekrdl nem torténik transzkripcid, a nifA gén atirdsa azonban nem
csokken. A Py fehérje a sejt N—statuszanak kozponti érzékeld és jelatvivo
eleme, funkciojat feltehetden a glutamin/o—ketoglutarat ardany mérése
révén végzi. A sejt N-—statuszatdl fiiggden a fehérje reverzibilisen
uridilalodik. A fehérje szintézise a sejt nitrogén ellatottsdganak
fuggvényében alakul (de Zamaroczy és mtsai., 1993). A ginB gén k6z06s
atirasi egységben van a glutamin szintetazt (GS) kodold glnd génnel (3.
€s 4. abrdk). A glnBA operon harom, N-szabalyozott promoterrel
rendelkezik. A glnB géntél felfelé két atfedé promoter van, a o' '—fiiggd
glnBpl és a o '—fiiggd glnBp2. A gind gén sajat promoterrel is bir,
melyet egy o '—t6] eltéré, nem ismert o faktor szabalyoz. A sejt nitrogén
¢s oxigén ellatottsagatdl fliggden, az egyes promoterekrdl az atiras eltérd
aktivitassal folyik. Nitrogénmentes, mikroaerob koriilmények kozott a
ginBp2 promoterrdl glnBA mRNS irédik at, mig a glnd sajat

promoterérdl alig nyilvanul meg. A termelddott Py fehérje uridilalodik.



23
Az uridildlé enzim és génje még nem ismert. A Pp—UMP aktivalja a

NifA fehérjét, ami aztan a nifHDK gének atirdsat kapcsolja be. A
Pi—UMP feltehetdleg a glnBp2 promoter szabéalyozasaba is belép, egy
még ismeretlen (X) fehérje aktivalasa révén. Nitrogén tulsuly esetén a
ginBp2 represszalt, glnBA mRNS kis mennyiségben a ginBpl
promoterrdl késziil. A ginA sajat promoterének aktivitisa megnd. A Py
fehérje nem uridilalodik, nem aktivalja a NifA-t, a nitrogendz gének nem
irodnak 4t. Feltehetdleg nem aktivalja az X fehérjét sem, igy sajat
szintézisét a glnBp2 promoterrdl is gatolja.

A Py fehérjének a GS aktivitas szabalyozasaban nincs szerepe. A
Py jelzést tovabbit a sejt N-statuszarol az NturB/NtrC rendszerhez,
feltehetdleg ugy, hogy részt vesz az NtrC fehérje defoszforilalt forméaban
tartasaban, ammonia tulsuly esetén. Igy kozvetve tehat, az NtrC révén,
szerepe van a nitrogenaz enzim inaktivaldsaban, tovabbd a ginZ
expresszid gatladsaban, a nitrat asszimildciéo elnyomdasaban (3. 4bra).
Szerepet jatszik a sejtben a C/N metabolizmus koordinalasaban is és részt
vesz a sejt mozgékonysaganak szabalyozdsaban (de Zamaroczy és mtsai.,
1996; de Zamaroczy, 1998).

A ginZ gén a ginB génnek egy szekvencia homoldgja, a glnB gén
masodik kopidjanak is tartjak (3. abra). Terméke, a P, fehérje. Sejtbeni
funkcioja eltér a P-ét6l, nagyfoku szerkezeti hasonlosaguk ellenére is. A
gén nitrogénkotési és ammonia asszimilacidos kortilmények kozott is
megnyilvanul. Promotere 054—ﬁiggc") ¢s nitrogénkotéskor a foszforilalt
NtrC aktivalja. Expresszidja ammonia talsulyban is fligg az ntr

rendszert6l. A Pz fehérje nitrogénkotési feltételek mellett reverzibilisen
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crer

modifikacidjdhoz  nem  sziikséges, negativan  szabdlyozza a
metilammoénium transzportot a sejtbe, ¢és szerepe van a C/N
metabolizmus koordindldban (de Zamaroczy, 1998).

A glutamin szintetdzt (GS) kodolo glnA gén atirdsanak
szabalyozasat elobb mar targyaltuk (3. és 4. abra). A szabalyozéasban az
NtrB/NtrC rendszer nem vesz részt. Az enzim aktivitdsat reverzibilis
adenilacié szabalyozza a sejt N-statuszanak megfeleléen. A
nitrogénkotés  feltételei mellett az enzim nem-—adenilalt forméban
miikodik. Ha a sejt nitrogénforrasa talstilyban ammonia, akkor az enzim
adenilacioval inaktivalodik. Az adenildciés folyamatban résztvevd
enzimeket még nem jellemezték. A Py fehérje nem kapcsolodik be az
enzim aktivitasanak alakitasaba.

Az ntrA (rpoN) gén kddolja a specifikus RNS-polimeraz szigma
faktort, a o '-et (3. abra). A gén miikodése elengedhetetlen a
nitrogénkotéshez. Az ntrB és ntrC gének az NtrB/NtrC kétkomponensu
hisztidin ~ kinaz/valasz- szabdlyoz6 rendszer elemeit kodoljak.
Megnyilvanulasuk nem elengedhetetlen a nitrogénkotéshez. Az NtrB
reverzibilisen foszforildlja az NtrC-t, a sejt N-statuszdnak megfeleléen
(3. abra). Az NtrC nem vesz részt a nifd, gind és ginB gének
megnyilvanuldsanak szabalyozéasaban, de a fehérje foszforilalt formaban
sziikséges a glnZ atirddaséhoz, nitrogénkotési feltételek mellett (Zhang €s
mtsai., 1997). Nem vesz részt a GS aktivitds szabdlyozasaban sem.

Viszont belép a dinitrogenaz reduktaz kovalens modositasdnak
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folyamatéba, vagyis a nitrogenaz enzim inaktivaldsaba, ammonia tulsuly

esetén.

A nif gének expresszidjanak oxigénszabalyozasa alig ismert. Az
oxigén feltehetdleg kozvetleniil a NifA fehérje aktivitdsanak
szabalyozasaban vesz részt (Zhang és mtsai., 1997). A NifA fehérje
kozponti ¢és C-termindlis doménje kozotti linker tartalmazza az
enzimmolekula oxigén érzékenységéért felelds konzervativ cisztein
motivumot (Liang és mtsai., 1991).

A nitrogenaz enzim aktivitas poszt-transzlacids szabalyozasa
(0sszefoglalva Zhang és mtsai., 1997). A kornyezeti viszonyokhoz vald
gyors alkalmazkodast poszt-transzlacidés enzimaktivitas szabalyozas
végzi. A szabalyozast, a dinitrogendz-reduktdz kovalens modositasaval,
az ADP-ribozil-transzferaz/dinitrogenaz-reduktaz-aktival6-glikohidrolaz
(DraT/DraG) enzimrendszer végzi (3. abra). Ammonia talsaly vagy
anaerobiozis esetén a DraT a dinitrogendz—reduktazhoz ADP-ribozt
kapcsol, ezzel az enzimet inaktivalja. Nitrogénkotési feltételek mellett a
DraG az ADP-ribozt lehasitja és visszaallitia az enzim aktiv

A DraT/DraG rendszer mellett mas szabalyoz6 rendszerek
mukodése is feltételezett: nagy oxigénkoncentracié mellett gyors és
reverzibilis, valamint magas ammodnia koncentracid mellett részleges
nitrogendz aktivitds gatlds kovetkezik be. Mindkét szabalyozas a
dinitrogenaz reduktaz kovalens mddositasa nélkiil torténik.

Az A. lipoferum nitrogénkotésének szabalyozéasarol kevés a

tudasunk. A nifHDK operon nif4-szer( szabalyozas alatt all (Fahsold és
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mtsai., 1985). A glnBA operon leirt. A Py fehérjét még nem jellemezték a

baktériumban. A DraT/DraG és NtrB/NtrC kett6s szabalyozo rendszerek
az A. brasilense-ben leirt mechanizmusokkal miikodnek (Elmerich ¢és
mtsai., 1991).

3.1.2.2.3. Nitrat asszimilaci6. #Ammonia hidnydban az
Azospirillum nitratot (vagy nitritet) is képes nitrogénforrasként hasznalni
(2. &bra). Az asszimilacio a nitrat nitritté, majd annak ammoniéava torténd
redukalasaval jatszodik le. Az ammonia pedig végiil az aminosav
szintézisben hasznalodik fel. A nitrat asszimilacid ellentétes a nitrat
disszimilaci6 folyamataval, ahol a nitrat a respiracidés lanc elektron
akceptora ¢€s a redukcié termékei, a N,O és a N, nem metabolizal6édnak
tovabb, mint nitrogén forrds. A két folyamatnak csak az elsd lépése
egyezik meg, azaz a nitrat atalakitasa nitritté (6sszefoglalva: Hartmann és

Zimmer, 1994).

3.2. A Herbaspirillum seropedicae baktérium
A Herbaspirillum nemzetség rendszertanilag a
Proteobacteriumok P-alosztalyaba tartozik. A nemzetség két faja, a H.
seropedicae ¢és a H. rubrisubalbicans nitrogénkotésre képes (Baldani és
mtsai., 1986a).

A H seropedicae baktériumot rizs magvakbol, a cukornad
gyokerébdl, szarabol és levelébdl izolaltdk. A talajban nem taldltdk meg
(Dobereiner és mtsai., 1993). Kimutattak gyokérrel asszocidcioban is
cirokban, kukoricaban ¢és rizsben. Feltételezik, hogy a baktérium novényi

magvakkal is terjed (Baldani és mtsai., 1996). Cirokban és kdlesben néha
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patogénként is viselkedik, a cukornddban azonban sosem (Dobereiner és

mtsai., 1993).

3.2.1. A Dbaktérium morfologiaja ¢és anyagcseréje. A
Herbaspirillum  Gramm-negativ, vibroid alaku baktérium. Az
Azospirillumnal kisebb (0,6—0,7 um széles, 1,5-5 pm hossza). Valtozé
szamu flagellat visel a sejt egyik vagy mindkét polusan (Baldani és

mtsai., 1986a) (5. abra).

5. dbra. A H. seropedicae elektronmikroszkopos képe (10000x
nagyitas) (Dobereiner, 1992).

DNS-ének G+C tartalma kisebb, mint az Azospirillumé (64—65 mol %)
(Baldani és mtsai., 1996).

Kemoorganotréf, aerob baktérium. Megkéti a 1€gkori nitrogént és
nitrdt asszimilaciora is képes, korlatozott oxigén ellatdas mellett.
Szénforrasként foleg szerves savakat, malédtot, fumaratot, szukcinatot,

piruvatot és citratot fogyaszt, de szénhidratokat, gliikézt, galaktozt,
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arabin6zt, mannitolt, szorbitolt és glicerolt is képes hasznositani.

Nitrogénkotési kortilmények kozott 34 °C-on nd jol. 22 °C alatt vagy 38
°C felett nem szaporodik. (Baldani és mtsai., 1986a). A baktérium
novénynovekedést serkentd hatdsa bizonyitott (Dobereiner ¢és mitsai.,
1993; Rethati ¢s mtsai., 2000), de a serkentés mechanizmusa és a
serkentd molekuldk milyensége még nem ismert.

3.2.1.1. A baktérium nitrogénkotése és annak genetikai
szabalyozasa. A H. seropedicae, az Azospirillum-hoz hasonldan, szintén
mikroaerob nitrogénkétd baktérium. 0,04—-0,2 kPa parcidlis nyomas
mellett, azaz alacsonyabb oxigén koncentracional koti a nitrogént, mint
az Azospirillum. A nitrogénkotéséhez optimalis pH tartomany tagabb (pH
5,3-8,0) (Baldani és mtsai., 1986a). Nitrogendz enzimének aktivitasat,
csakugy, mint az Azospirillumnal, a kornyezet nitrogén ellatottsaga is
befolyasolja, 0,2 mmol ammoénium—klorid gyors, reverzibilis gatlast
okoz). Nitrogenaz enzime szintén oxigén érzékeny.

A H. seropedicae nif génjei két régioba szervezddnek: az I. régio
tartalmazza a nifA és nifB géneket, a II. régid pedig a nifHDK operont, a
nifE, ORF4 ¢s fixX géneket. A ginA, ntrB és ntrC gének egy operonban
talalhatok, tavolabb a nif régioktdl. A nifA gén transzkripcidja, eltéréen
az Azospirillumtol, o>'— és NtrB/NtrC—fiiggd (Souza és mtsai., 1991). A
NifA fehérje aktivitasa a baktérium nitrogén és oxigén ellatottsdganak
fiiggvénye. A fehérje aktivalasahoz, csakiagy, mint az 4. brasilenseben, a
Py fehérje sziikséges (Pedrosa és mtsai., 1997). A Py fehérje feltehetdleg
itt is a sejt N—statuszanak jelét tovabbitja a NifA aktivator fehérje felé,
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ezen keresztiil pedig a nitrogendz strukturgének megnyilvanuldsanak

szabalyozasa felé (Benelli és mtsai., 1997).

A nitrogénkotés ebben a baktériumban is két szinten
szabalyozodik: a nif gének expresszidjanak szintjén ¢€s a nitrogendz
enzim aktivitdsdnak szabdlyozdsa révén. Az enzimaktivitds szabalyozas
azonban eltér6. A baktérium genomban dral/draG  génekkel
szerkezetileg homolog DNS szekvencidkat nem taldltak. Ammonia
asszimilacidos kortilmények kozott sem a dinitrogendz, sem a
dinitrogenaz-reduktdz ~ molekuldn  nincs  kovalens = modositas.
Feltételezhetd, hogy az ammodnia membranpotencial-csokkenést okoz a
sejtben, igy kozvetett uton az elektron aramlast csokkenti a nitrogendz
enzim felé, és igy fejti ki gatld hatdsat a nitrogénkotésre (Fu és Burris,
1989).

3.3. Az Azospirillum—gazdanovény egyiittélés kialakulasa. Az
Azospirillum baktériumok a gabonafélékkel és pazsitfiifélékkel alkotnak
asszociativ szimbidzist. A baktérium a gyokérepidermiszt kolonizalja,
egyes torzsek azonban a belsé gyokérszovetek sejt kozotti jarataiban is
megtelepszenek (Patriquin és mtsai., 1983). Az asszociativ kapcsolat
kialakulasa sok és még nagyrészt ismeretlen 1épésen keresztiil megy
végbe, melynek sordan mind a baktériumban, mind a ndévényben
morfologiai, fizioldgiai valtozasok torténnek (Del Gallo és Fendrik,
1994), és génmegnyilvanulas szinten zajlo események zajlanak le (Fallik
¢s mtsai., 1994; Karpati és mtsai., 1999). A kolonizacié elsé 1épése a
baktérium kemotaktikus véandorladsa a gyokérhez, majd ezt koveti egy

laza reverzibilis kapcsolddas (adszorpcid), €s ezutan jon létre az erds,
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irreverzibilis kotddés (lehorgonyzés) a gyokérfelszinhez (Michiels és

mtsai., 1994).

A novény gyokérexudatumaval csalogatja az Azospirillumot. A
baktérium  kemotaktikus mozgassal, azaz a gyokérexudatum
taplaldéanyagainak novekvd koncentracidja mentén uszva, sikeresebben
talalja meg a gazdanovényt, €s halmozddik fel annak rizoszférajaban, igy
kompetitiv  elényt nyerhet a gyokérkolonizacioban. A  buza
gyokérexudatum alkotorészei koziil az Azospirillumra leginkabb vonzo
hatassal van a glutaminsav, a glicin, a galaktdz, a szukcinat és a malat. A
glutaminsav, ha egyediili C- és N-forrasként &ll rendelkezésre, a
baktérium novekedéséhez és nitrogénkotéséhez a legjobban hasznosulo
taplaloanyag. A kukorica gyokérexuditumban nagy mennyiségben
talalhaté almasav erdsen csalogatd hatdst a kukorica gyokérrdl izolalt
Azospirillum torzsekre, mig a buza gyokérexudatumban 1évé oxalsav a
buzaroél izolalt torzsekre (Reinhold és mtsai., 1985).

Az asszociacio létrejottében donté 1épés az  Azospirillum
gyokérfelszinhez kapcsoloddsa. Az Azospirillum fajok zome f6leg mint
gyokérepidermisz kolonizal6 ismert, de egyes fajok képesek behatolni is
a gyokérbe. gy, az A. brasilense Sp7 a buzagyokér epidermiszén és a
gyokérsapkan telepszik meg, mig az A. brasilense Cd, Sp254, SpBrl4
sejtek féleg a gyokérsapkan és a gyokérbelsOben talalhatok meg (Baldani
¢s mtsai., 1986b; Bashan és Levanony, 1989a,b; Sukiman és New, 1990).
Az Azospirillum fajok megtelepedési mintdzata a gyokéren a
novényfajtol is fiigg. Rizs, buza, paradicsom ¢és szoja gyokereken, az A.

brasilense sejtek elsésorban a gyokér megnyulasi zoénajdhoz és a



31
mucigéles gyokérsapkdhoz, és kisebb mértékben a gyokérszorokhoz

tapadnak (Bashan ¢és mtsai., 1986; Bashan és Levanony, 1989a,b;
Levanony ¢s mtsai., 1989; Bashan és mtsai., 1991; Levanony és Bashan,
1991). Bashan és mtsai. (1989a) szerint 6tszor tobb baktérium telepszik
meg a buzagyokér gyokérsapkan és megnyulasi zondban, mint a
gyokérszorokon. Egyes rizsfajtdk kozott is kolonizacids mintazatbeli
kiilonbségeket irtak le. Ugyanakkor, kolesben és kukoricdban az A.
brasilense gyokérszérzona kolonizacioja a dontd (Patriquin és mtsai.,
1983). Del Gallo és mtsai. (1991) szerint rizs €s buza csiranévények A.
brasilense és A. lipoferum oltasakor a mucigéllel boritott gyokérsapka
vonzza legaktivabban a megtelepedd baktériumokat. A gyokérsapkatol
megfosztott gyokércsucs kolonizalasa joval kisebb mértékii. Gyokérszor
kolonizaciot csak szorvanyosan figyeltek meg.

Az A. lipoferum a buzagyokér epidermiszt lepi el (Baldani és
mtsai., 1986b; Sukiman és New, 1990), mig a rizs gyokérszor zondjaban
telepszik meg dontéen (Murty és Ladha, 1987).

Szamos szerzd mutatott ki A. brasilense sejteket az
endorizoszféraban, gyokérkortex intercellularis tereiben megtelepedve,
kukoricaban, buzaban, rizsben, cirokban, pazsitfifélékben (Patrigiun és
Dobereiner, 1978; Schank ¢és mtsai., 1979; Patriquin és mtsai., 1983;
Whallon és mtsai., 1985; Baldani ¢s mtsai., 1986b; Levanony és mtsai.,
1989). Kukoricaban és kolesben, a szdllitd edénynyalabokban
lokalizaltak megtelepedett Azospirillum fajokat (Patriquin és Dobereiner,

1978; Tilak
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¢s Subba Rao, 1987). 28 napos rizs és buza novényekben az A. brasilense

Cd torzs a szérat is kolonizélta (Rethati és mtsai., 2000).

Azospirillum baktériumokat kizarolag csak elhalt novényi sejtek
belsejében talaltak (Lakshmi és mitsai., 1977; Umali-Garcia és mtsai.,
1980). Bar a gyokérszor zona kolonizécidjat tobben leirtdk egyes
novényeknél, gyokérszor sejtekbe behatolt Azospirillum baktériumot nem
talaltak. Feltételezik, hogy az Azospirillum nem a gyokérszorokon
keresztiil 1ép be a gyokérbe.

Kimutattdk, hogy mind az 4. brasilense, mind az A. lipoferum
sejtek pektinolitikus aktivitassal birnak, amely, a n6vényi sejtfal bontasa
révén, elOsegitheti a baktérium bejutdsat a gyokérbe (Patriquin és
Dobereiner, 1978; Umali-Garcia és mtsai., 1980).

Mindemellett, nagyszamu Azospirillum sejt hatol be a gyokerekbe
az oldalgyokerek kitorési pontjainal keletkezd repedéseken, a
gyokérepidermiszen keletkez6 sebzéseken, réseken keresztiil (Lakshmi €s
mtsai., 1977; James, 2000).

Az Azospirillum fajok gyokérkolonizacidja nem gazdandvény
specifikus. Az endorizoszférat kolonizdlo torzsek gazdanovény
szelektivitasat azonban megfigyelték. A rizs €s buza endorizoszférajabol
A. brasilense, a kukoricaébol A. lipoferum torzseket izolaltak (Baldani és

Dobereiner, 1980; Baldani és mtsai., 1986b).

A gyokér ¢és a baktérium kozotti kapcsolat kialakuldsdban
meghatarozoak lehetnek a két érintkez6 sejtfelszin alkotéelemei. gy a

baktérium részérél az extracellularis anyagok és fliggelékek, a
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sejtkapszula és annak alkotorészei a kiemelten jelentdsek: a kapszularis-

(CPS) és exopoliszacharidok (EPS), a sejtfelszini lipopoliszacharid (LPS)
réteg, a kapszula fehérjék, a polaris flagellum és a celluléz fibrillumok. A
novény részérél a gyokéresticsot boritdé mucigéles sapkanak, a
gyokérfelszin fehérjéinek, glikoproteinjeinek, poliszacharidjainak, a
gyokérlektineknek ¢s a gyokérexudatum oOsszetevoinek lehet szerepiik
(0sszefoglalva Del Gallo és Fendrik, 1994).

A baktérium sejtfelszin CPS rétege vastag, siirli, a sejthez szorosan
kotddd poliszacharid réteg, az EPS lazdbb szerkezetli és gyengén
asszocialodik a sejtfelszinhez. A  kalkofluort kot — sejtfelszini
poliszacharidok [B(1—4)- és B(1—3)-kapcsolt] az EPS és CPS frakciok
kozott oszlanak meg (Del Gallo és mtsai., 1989). Az A. brasilense és az
A. lipoferum EPS frakciojat nagyrészt gliikéz, galaktdéz, ramndz,
galakturonsav ¢és szukcinilsav alkotja. N-acetil-gliikozamint csak
nyomokban, HPLC és NMR technikéval tudtak kimutatni benne. Az EPS
antigén hatasu. Az A. brasilense Sp7 torzs EPS ellen termelt antitest nem
ad keresztreakciot a Cd torzs termelte EPS-sel (Levanony ¢és Bashan,
1989), ami a két torzs EPS frakcidinak specifikus cukor-osszetételbeli
kuilonbségére utal. Az EPS frakcidban az egyes monoszacharidok aranya
fugg a tapkozegben 1€évé szénforrds mindségétdl, a tenyészet koratol.
Kalkofluor ¢s kongovords festéssel kimutattdk, hogy nitrogénkoto,
vibroid 4. brasilense sejtek nem termelnek EPS-t (Bastaracchea és
mtsai., 1988; Yagoda-Shagam és mtsai., 1988).

Az A. brasilense LPS frakcidoja nem vesz részt a baktérium

gyokérfelszinhez valo kapcsolasaban.
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A. brasilense és A. lipoferum sejtek CPS rétegében kalkofluor-kotd

poliszacharidokat mutattak ki, a kapszuldjuktél megfosztott sejtek
viszont nem mutattak kalkofluor festddést (Del Gallo és mtsai., 1989). 4.
lipoferum sejtek felszinén, cukorlancok termindlis tagjaiként N-acetil-D-
gliikozamin dimereket, o(2—>3)- és/vagy o(2—6)-kapcsolt N-acetil-
neuraminsavat, N-acetil-galaktézt és/vagy a-laktozil-, a-mannozil-, o-
glikkozil- cukorcsoportokat mutattak ki, melyek feltehetden a
kapszularéteg alkotorészei. A sejtek kapszuldjadban buzacsira agglutinint
koto receptorfehérjét azonositottak (Karpati és mtsai., 1999).

Az A. brasilense ¢s az A. lipoferum C-tipusu, vastag kapszulaval
boritott, nem mozgod, erésen fénytord, gombolyli sejtek képzésére képes,
melyekben PHB nagy mennyiségben halmozodik fol (Eskew és mtsai.,
1977; Tarrand és mtsai., 1978; Sadasivan és Neyra, 1987). A sejtek nagy
ellenallo képességet mutatnak kiszaradassal €s kéaros sugarzasokkal
szemben, kialakuldsuk tdmogatja a populacié fennmaradasat kedvezdtlen
fizikokémiai kortilmények kozott. Glukonat vagy fruktéz tartalmu
folyadéktenyészetben a C-tipusu sejtek sok adheziv CPS-t termelnek,
melynek sejtaggregacio és flokkulacié az eredménye (Sadasivan és
Neyra, 1985). Kukorica és buza gyokéren is kimutattak baktérium
csomokat, "flokkokat", melyeket flagella nélkiili baktériumok alkotnak,
¢s amiket cellulozfibrillumok rogzitenek egymashoz (Del Gallo €s mtsai.,
1989).

Az A. brasilense buzagyokérhez kapcsolddasa két szakaszra oszlik:
az els6 az adszorpcid (Ads), egy gyors €s gyenge kotddés, amely az oltas

utan két oran beliil megtorténik. A folyamatban a baktérium kapszularis
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fehérjéi s a polaris flagellum vesz részt. A masodik 1épés a lehorgonyzas

(anchoring = Anc), ami az oltds utdn 8 odraval kezdddik és 16 ora
multaval végzodik. Ekkor a baktériumot celluldéz fibrillumok rogzitik
erdsen €s irreverzibilisen a gyokérfelszinen (Croes €s mtsai. 1993). A
gyokérfeliileten megtelepedéshez az adszorpci6 nem feltétlentil
sziikséges, amit Ads'Anc” és Ads"Anc’ mutdnsokkal mutattak Ki
(Michiels és mtsai., 1991).

33.1. Az egyiittélés kialakulasanak genetikai hattere
(0sszefoglalva Vande Broek és Vanderleyden, 1995). Az asszociacid
kialakitdsaban ¢és fenntartdsdban szerepet jatszé Azospirillum gének
felkutatdsat mas baktériumfajokbol szarmaz6, mar ismert génekbdl
készitett heterolog DNS probakkal kezdték. Az A. brasilense és az A.
lipoferum genomjaban szerkezetileg homoldég DNS szakaszokat talaltak a
Rhizobium meliloti nodABCIJ génekkel, melyek a Nod faktor
bioszintézisben vesznek részt, valamint a nodPQ ¢és nodG
gazdaspecifikus nodulacios génekkel (Fogher és mtsai., 1985). Az A.
brasilense nodPQ és nodG homolog DNS szakaszainak mutacidja
kideritette, hogy ezek a gének feltehetdleg A4ltalanos sejthéztartasi
funkcidt latnak el, semmint a novény-baktérium kolcsonhatés résztvevoi
(Vieille és Elmerich, 1990).

Novényi  szimbionta ¢és  patogén  baktériumok  feliileti
poliszacharidja gyakran esszencidlis szerepet kapnak a novénnyel valod
kapcsolatban. A sejtfeliileti poliszacharidok bioszintézisében résztvevod
Azospirillum gének kereséséhez kalkofluort nem kotd A. brasilense

mutansokat izolaltak és jellemeztek. A mutansok a vad tipusnak
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megfeleld mennyiségben termeltek EPS-t, folyadéktenyészetben nem

flokkulaltak, és joval kisebb lehorgonyzasi kapacitdst mutattak buza
gyoOkéren (Michiels és mtsai., 1990, 1991).

R. meliloti exo mutansok 4. brasilense génkonyvtarral végrehajtott
genetikai komplementacidjaval tovabbi exo géneket azonositottak. A.
brasilense-ben R. meliloti exoB-szerii gént két mikodd kopiaban is
talaltak, termékiik az EPS, LPS és ciklikus gliikdn bioszintézisben
miikddé UDP-gliik6z-4-epimerdz (De Troch és mtsai., 1992). Muténs
hidanyéaban e gének szerepe a novénnyel kapcsolatban nem ismert.

Az A. brasilense exoC-szerii génhely strukturalis, de nem
funkciondlis homologiat mutat a R. meliloti exoC génnel, amely egy, a
szukcinogliikan szintézisben résztvevd fehérjét kodol. A R. meliloti exoC
hibat kijavitdé 4. brasilense DNS szakasz viszont nem vesz részt
kalkofluor-k6t6 PS szintézisben. Az A. brasilense exoC mutans a vad
tipussal megegyezé mértékben kotédik a buzagyokérhez (Michiels és
mtsai, 1988, 1991).

A talajbaktériumokban, a novénnyel kolcsonhatdsban résztvevo
gének nagy részét megaplazmidok hordozzék. Az Osszes Azospirillum
fajpban megtaldlhatdo egy 90 MDa plazmid, a rizoconotikus plazmid
(pRhico). A plazmid fizikai térképe ismert (Croes ¢s mtsai., 1993).
Kuralasa sikertelen volt, ami arra utal, hogy feltehetdleg nélkiilozhetetlen
sejtfunkcidkat hordoz. Az A. brasilense pRhico exoB ¢s exoC géneket,
Rhizobium nodP- és nod(Q-homoldgokat, mozgékonysagért (mot) és

kemotaxisért felelds
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géneket, flagella képzésben szereplé géneket hordoz (Michiels és mtsai.,

1994). Fla™ plazmid delécidos mutans gyokérhez kapcsolddasat elemezve
kideritették, hogy a polaris flagellum részt vesz a baktérium gyokérhez
tapadaséanak elso fazisaban, az adszorpcioban (Croes és mtsai., 1993).

3.3.2. A lektinek. A lektinek (Goldstein és mtsai., 1980)
baktériumokban, gombdkban, novényekben, allatokban széles korben
el6forduld fehérjék. Nem-immun jellegli molekulak, agglutinaljdk az
allati vorosvérsejteket, ezért hemagglutinineknek is nevezik oket.
Valamennyiiik jellemzdje, hogy képesek cukorcsoportokat, altaldban
cukorlancok véghelyzetli tagjait, specifikusan felismerni, ¢és igy
glikozilalt  molekuldkhoz, poliszacharidokhoz,  glikoproteinekhez
specifikusan és reverzibilisen kotddni. A sejtfelszineken talalhato
glikozilalt makromolekuldk és azok cukorlancai, mint Iehetséges
lektinreceptorok, fontos jelmolekuldk a sejt—sejt felismerésben
(0sszefoglalva Kobata, 1992). A lektinek, hozzajuk kotddve,
Osszekapcsoljdk ezeket a molekuldkat a sejtfelszinen, receptor
aggregatumok képzddnek, és ez a folyamat a sejtekben kiilonféle
biologiai valaszokat valt ki (Mandal és Brewer, 1993). A lektinek
novekedés-szabalyzok is lehetnek és hormonszert hatéast is kivalthatnak
(Pusztai és mtsai., 1983).

A gyokérfelszinen 1évo lektinek, 1évén, hogy kiilonbséget tudnak
tenni a kilonféle baktériumok sejtfelszinének egyedi cukormintézatai
kozott, segithetik a baktériumot a gazdanovény felismerésében és a
gyokerén megtelepedésben. A hiivelyes novények gyokérlektinjei részt

vesznek a gazdaspecifikus Rhizobium faj felismerésében és
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megkotésében (Diaz és mtsai., 1989; Halverson és Stacey, 1986).

Bablektint termel6 transzgénikus 16herén sikeres szimbidzist hoztak 1étre
a R leguminosarum bv viciae-vel, a bab szimbiontdjaval, mely
természetes kortilmények kozott a loherével nem képes szimbidzisba
lépni (Diaz és mtsai., 1989). Ugyanigy, szdjabab lektint termeld
transzgénikus Lotus corniculatus novényt sikeresen nodulalt a
Bradyrhizobium japonicum, amely a szojabab szimbiontdja és a Lotus
corniculatus-on nem képez giimét (van Rhijn és mtsai., 1998). R.
Jjaponicum sejtek CPS frakcidjaban szdjabab agglutinint kotd alkotokat
mutattak ki (Bohlool ¢és Schmidt, 1976). A R. trifolii sejtfelszinén
lektinkotésre  képes sejtfal-poliszacharid antigéneket talaltak, ¢&s
kimutattdk a nod gének részvételét ezek  bioszintézisének
szabalyozasaban (Dazzo és Truchet, 1983). Nemrégiben kozolték, hogy a
Rhizobium Nod faktorok is lektin molekuldhoz kotédnek a lucerna, a
bors6é, a Lotus japonicus gyokérfelszinén. Ezek a lektinek
enzimaktivitidssal  rendelkeznek (apirdzok), és feltehetdleg a
gyokérlektinek egy kiilonleges csoportjat alkotjdk (Roberts és mtsai.,
1999).

Az A. brasilense sejtek kolesgyokérhez kapcsolodasaban egy, a
mucigélben és a gyokérexudatumban 1évé lektinszerti anyag (Umali-
Garcia és mtsai., 1980), mig kukorica gyokérszérokhoz kapcsolddasaban
egy tripszin szenzitiv gyokérexudatum komponens vesz részt. Hovel elolt
kukorica gyokerekhez a baktérium nem kapcsolddott (Gafny és mtsai.,
1986). Bashan és mtsai. (1986) szerint €16 és hovel eldlt buza gyokereken

azonos szamu A. brasilense sejt telepedett meg.
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Téaptalajon tenyésztett A. brasilense baktériumok az aldbbi

lektineket kototték, a kotési affinitas csokkend sorrendjében: Griffonia
simplicifolia 1 és Il agglutinin, buzacsira agglutinin, szdja agglutinin,
Concanavalia ensiformis agglutinin (Yagoda-Shagam ¢s mtsai., 1988).
Mas szerzOk szerint a szdja agglutinin nem kotddik 4. brasilense és A.
lipoferum sejtekhez (Del Gallo €s mtsai., 1989; Karpati ¢s mtsai., 1999).
A buzacsira agglutinin kotddés mértéke fiigg a baktérium tenyészet
koratol. Az EPS és CPS rétegeit6l megfosztott baktériumok nem kotottek
lektint (Del Gallo és mtsai., 1989).
3.3.2.1. A buza gyokérlektin, a buzacsira agglutinin, és szerepe
a buza és Azospirillum kélesonhatasaban. A buzacsira agglutinin
(wheat germ agglutinin, WGA) (LeVin és mtsai., 1972) a gabonafélék
szorosan rokon lektinjeinek (Wright és mtsai., 1991) legjobban ismert
tagja. Jol meghatarozott cukorkotd specifikussaga miatt széles korben
hasznaljak biologiai, biokémiai kutatdsokban cukortartalmi molekulak
elvalasztasara és azonositisara (Yoshida és mitsai., 1997), eukaridta
sejtek felszini szerkezetének és a sejtfelszini komponensek miikodésének
leirdsara (Santer ¢és mtsai., 1990). A WGA a buza csiranovény teljes
felszinén, a kifejlett buzandvény gyokércsucsain expresszalodik (Miskind
és mtsai, 1983). Igy specifikus kotShelyként szolgalhat a
gyokérfelszinen az Azospirillum sejtek sikeres megtapadasahoz.
A WGA két, 18 kDa alegységbol felépiilé homodimer fehérje
molekula (Nagata és Burger, 1974). Az alegységek 4-4 homoldg
doménre oszlanak (6. abra). A WGA Kkéttipusa N-acetilalt cukrot kot

specifikusan:  véghelyzeti f(1—->4)-kapcsolt N-acetil-D-gliikdzamin
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dimereket (GIcNAcgi), valamint o(2—3)— ¢és a(2—6)—kapcsolt

véghelyzetli N-acetil-neuraminsav (NeuNAc) csoportokat (Wright, 1980;
Wright, 1984). A molekulan, az alegységek <érintkezési feliiletein
talalhatdo a két elsodleges és a két masodlagos cukorkoté hely. Az
elsddleges kotohely GIeNAcg; és NeuNAc csoportot is kthet (de sosem
mindkettét egyidejlileg), a masodlagos kotéhely csak GIlcNAcg;

csoportokat ismer fol. Mindkét cukork6tohely harom alkotohelyre oszlik.

6. abra. A WGA molekula sematikus képe az elsddleges és
masodlagos cukorkotd helyekkel. I, 11, alegységek; A, B, C, D, domének
az alegységen beliil. Minden kotéhely harom alkotéhelyre oszlik (kis
korok) (Wright, 1980 alapjan).

Mind az els6dleges, mind a masodlagos kotdhely tartalmaz 1,2,3
orientacioju alkotohely—elrendezddés mintazatot, ami GlcNAc di/trimer
végzddést cukor oldallancot képes kotni. Az elsddleges kotdhely 1,-2,-3

alkotéhely—elrendezddés kombinacioban is miikodik, €s ez a mintdzat
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termindlis NeuNAc csoportot hordozé cukorlancot kot (Allen és mtsai,

1973; Nagata és Burger, 1974). Mindkét kotdhelyen az 1-es
alkotéhelyhez kapcsolodas a legerdsebb és legspecifikusabb (Wright,
1984).

Az Azospirillum kotddése a WGA-hoz feltehetdleg fontos 1épés a
baktérium megtelepedésében a buza gyokérfelszinén, azonban alig
ismerjik a baktérium és a lektin kolcsonhatdsat €s az ebbdl eredd
bioldgiai folyamatokat. A WGA kotoédését A. brasilense és A. lipoferum
sejtek felszinéhez fluoreszcens festékkel jelolt lektinnel, epifluoreszcens
mikroszképidval mutattak ki (Del Gallo és mtsai, 1989).

Az A. brasilense sejtek CPS és EPS frakcidiban olyan
lipopoliszacharid—protein és poliszacharid—lipid komplexeket talaltak,
melyek GlcNAc tartalmuak, igy elképzelheté, hogy képesek WGA
kotésre (Skvortsov és Ignatov, 1998). WGA kezelésre nétt az A.
brasilense sejtek Osszes fehérje tartalma (Antonyuk és mtsai., 1997).
Mind A. brasilense-ben, mind A. lipoferum-ban kimutattdk, hogy a WGA
kotédése a sejtekhez specifikusan noveli a baktérium nitrogénkotését
(Antonyuk és mtsai., 1993; Karpati és mtsai, 1999). A. lipoferumban, a
megnovekedett nitrogendz enzim aktivitassal parhuzamosan, az enzim
bioszintézisében ¢s annak szabélyozasdban részt vevd gének
expressziojanak novekedését is leirtdk. A baktérium kapszulajaban
WGA-kotd receptort azonositottak (Karpati és mtsai, 1999). Eukaridta
sejtekben mar tobb WGA-kotd transzmembran receptorfehérjét leirtak,
melyek glikozilalt proteinek. gy példaul az eritrocitikban a

glikophorin—A  fehérje, melyen GIcNAc monomereket hordozé
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doméneket is azonositottak, mint lehetséges kotddési feliileteket a WGA

szamara (Wright és Jaeger, 1993).

A WGA sejthez kotodése sokrétli bioldgiai hatast valt ki.
Elesztében olyan, WGA kotddésre aktivalodo ATP-azt azonositottak,
mely a sejtmaghdrtya pdrusain keresztiil folyé nukleinsav transzportban
vesz részt (Tsuchiya és mtsai., 1989). A WGA vérlemezkékhez kotddése
egy jelatvitelben résztvevod fehérje foszforilalodasat indukalja (Ganguly
¢s mtsai., 1985). A WGA novekedésgatld hatast fejt ki a Fusarium
fajokra, a gombasejtfal kitinjének GIcNAc alegységeihez vald kotddés

révén (Ciopraga és mtsai., 1999).

3.4. Nitrogénkoto asszociaciok a gyakorlatban: novényoltasok
és hasznuk

Az elmult 20 évben szamos Azospirillum-os novényoltast végeztek
¢s valtozatosak a szakirodalomban olvashaté eredmények és vélemények.
Az oltas jotékony hatdsat gabonaféléknél és fiiféléknél (buza, cirok,
kukorica, koles, cukorndd, arpa, Kallar-fi1), napraforgéndl és mustarnal,
z0ldségféléknél  (paradicsom, édes paprika, spanyol paprika),
hiivelyeseknél (csicseribors6, lohere, lucerna) (Osszefoglalva Fages,
1994) kozolték. Az oltds legnyilvanvalobb hatdsa a gyokérrendszer
fejlodésének serkentése, a gyokértomeg és az oldalgyokerek szdmanak
novekedése volt. Emellett  zoldtomeg gyarapodasrol és
termésnovekedésrél is beszamoltak. A sikert egyes agronOmiai
paraméterek, a talaj nitrogéntartalma és szemcsemérete jelentosen

befolyasoltak.
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Az oltds hatdsa foleg a novény korai fejlodési szakaszéban

nyilvanul meg, a gyokerek kolonizaciojat kovetd néhany héten beliil
(Okon ¢és Labandera-Gonzales (1994). Ezért az oltdanyagnak a vetést
koveté 2-3 hétben aktivan kell kolonizdlnia a novényt. A buzaban
10°-10° sejt/novény (Kapulnik és mtsai, 1985), a kukoricaban 10’
sejt/ndvény (Arsac és mtsai., 1990), a rizsben 10°-107 sejt/100 mg
novény (Rethati és mtsai., 2000) tomegben megtelepedett oltobaktérium
jotékonyan befolyasolta a gazdandvény novekedését.

Termésnovekedés, gabonafélék szant6foldi oltasakor, a kisérletek
60-70 %-aban fordult eld, 5-30 %-os mértékben (6sszefoglalva Okon és
Labandera, 1994; Okon és mtsai., 1995). Tobb szerzé irja, hogy a
baktérium altal megko6tott nitrogénnek csak kis hanyada hasznalodik ol a
novény novekedéséhez (Okon és mtsai, 1983; Rao és mtsai., 1987).
Cirokndl és kolesnél ezt mindossze 1kg N/ha/év-re becsiilték (Smith és
mtsai., 1984), méasok kukoricandl nem talaltak tobblet nitrogénbeépiilést
(O’Hara és mtsai., 1981). Méas szerzok megnovekedett nitrogénbeépiilést
kozoltek buzénal, de ezt inkdbb az Azospirillum aktiv nitrat
asszimilacigjanak tudtak be (Boddey és mtsai., 1986).

A biologiailag kotott nitrogén novénybe épiilése jelenleg
legmegbizhatobban az BN izotophigitasos és BN természetes
elofordulas vizsgéalatokkal mérhetd. Mindkét modszerrel végzett
kisérletek megerdsitették, hogy a legnagyobb mennyiségli, levegdbol
kotott nitrogént a cukornad asszimilélja (Urquiaga és mitsai., 1992;
Boddey és mtsai., 1995). A beépiilt nitrogén mennyisége azonban nagyon

ktilonb6z6, a ndvény genotipusatol
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¢s a kornyezeti tényezoktol fliggéen. Brazil cukornadfajtdk N-

sziikségletének 70 %-at biztositja biologiai nitrogénkdstés, mintegy 150
kg N/ha/év mennyiségben (Boddey ¢és mtsai., 1995). Ezen fajtak
kivalogatddasahoz jelentdsen hozzdjarult, hogy Brazilidban kozel 100
¢éve alig alkalmaznak nitrogén miitragyéazast a cukornadtermesztésben.

Rizsben, harom rizsfajtat vizsgélva, Boddey és mtsai. (1995) nem
talalt 1égkori eredetti N beépiilést. Masok, genotipustol fliggden, 0-20 %
kozott becsiilik a hozzajarulas mértékét a nitrogéntaplalashoz, foleg
alacsony nitrogén mttragya felhasznalasu teriileteken (Wu és mtsai.,
1995; Shrestha és Ladha, 1996; Ladha ¢és Reddy, 1995; Boddey és mtsai.,
1995).

Buzaban egyes szerzok szignifikans nitrogénkotést és ebbdl eredd
N-beépiilést kozolnek, mig mas eredmények azt mutatjadk, hogy a
biologiailag kotott nitrogén az elhalt baktériumok N-tartalmu szerves
molekuldinak asvanyositasa révén keriil beépitésre a buzaban (Rennie és
mtsai., 1983; Chalk, 1991; Bremer és mtsai., 1995).

A kukorica, fajtatol fliggden, nitrogénsziikségletének akar 50-60
%-at is nyerheti a biologiai nitrogénkotésbol, ugyanakkor egyes fajtak
egyaltalan nem képesek a nitrogénkotd asszocidciot értékesiteni (Garcia
de Salamone €s Dobereiner, 1996; Garcia de Salamone és mtsai., 1996).

Azospirillummal oltott buzandl és cirokndl a megndvekedett

gyokérzet kovetkeztében jobb szarazsagtiirést is megfigyeltek (Sarig és
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mtsai., 1988). A gyorsabb gyokérnovekedéshez nagyobb mértéki

asvanyi anyag felvétel is tarsult (Baldani és mtsai., 1983).

Az Azospirillum oltdéanyagok nagy része vizes, asvanyi- vagy
szerves olajos baktérium szuszpenzio forméjaban késziil (Okon és
Labandera-Gonzales, 1994). Széles korben alkalmazott a Zea-Nit®,
amely 4. brasilense Cd és A. lipoferum SpBrl7 torzsek keveréke (1)(109
sejt/ml oltéanyag).

Mivel az azospirillumok tulélése és kompetitiv képessége a
talajban szabadon élve rossz, ezért a baktériumok hordozéanyagon
rogzitése, immobilizalasa novelheti az oltas hatékonysagat. Emellett is
sziikséges azonban az évenkénti Ujraoltas. A rogzitett sejtes oltdbanyaggal
szembeni elvarasok:

— biztositania kell a hatékony kolonizacidhoz sziikséges baktérium
populacidt a csirazas elsé napjaiban;

— védenie kell a baktériumot a talajba juttatott peszticidekkel szemben;

— tamogatnia kell a baktérium sikeres tulélését legalabb egy vegetéacids
peridduson keresztiil;

— valamint agrotechnikailag konnyen kezelhetonek, és gyartasanak is
olcsonak kell lennie.

Kiilonféle hordozoanyagokon rogzitett Azospirillum oltdéanyagok
eredményeirdl tobb kozlemény szol. Gabonaféléknél tézeg- (Okon és
Hadar, 1987) és alginat- (Berge ¢és mtsai., 1990) alapt mikrogranuldtum
oltéanyagokkal értek el pozitiv hatast. Franciaorszagban, kukoricdban
széles korben hasznaljak az AZOGREEN® tézeg alapu mikrogranuldtum

oltdanyagot (4. lipoferum CRT1 torzs, 5x10° sejt/g oltdanyag), mellyel
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10-20 % termésnovekedés érhetd el. Az oltdanyagot a csirdzési erély

javitasara, a gyokérzet novelésére, a szarazsagtlrés fokozédsira és a
novény altalanos egészségi allapotdnak javitasara is javasoljak (Fages,
1994). Olaszorszagban a Zea-Nit” oltdbanyag vermikulit hordozon
rogzitett forméjat is hasznaljadk. Kukorica kisérletekben a nitrogén
mitragya 35-40 %-at helyettesitette anélkiil, hogy a termés csokkent
volna. Floridédban, tézegen rogzitett A. brasilense Cd inokulummal a
cirokban 11-24 % termésnovekedést tapasztaltak. Indiaban a cirok A.
brasilense oltasaval, kiilonbozé agroklimatikus viszonyok kozott,
atlagosan 19 % termésnovekedést értek el. A koles 20-30 %
termésnovekedést adott a kisérletek 60 %-aban. Izraelben, tézeg alapu A.
brasilense inokulummal (1x10” sejt/mag vagy novény), a cirok, a koles
¢s a Setaria italica 15-20 % termésnovekedést adott. Kukoricanal 20-30
%-kal nétt a termés az oltdsok 70 %-aban (Osszefoglalva Okon ¢s
Labandera-Gonzales, 1994).

Térhalos szerkezetli biopolimer hordozon, az alginitgyongyon
rogzitett oltéanyagok, mint "sejtraktarak" mikodnek, védik és a
hordozbdanyag lebomlasanak {itemében szolgaltatjak az €16 sejteket a
talajban. Az A. brasilense alginat gyongybe foglaldsa eldsegitette a sejtek
C—formaba alakulasat (Uckert ¢s mtsai., 1990). Alginatgyongyre
rogzitett A. brasilense és Bacillus circulans kevert oltéanyag kukoricaban
bizonyult hatékonynak (Berge és mtsai., 1990). Az oltéanyag elterjedését
azonban gatolja bonyolult és draga eldallitasi technoldgidja. Ezzel
szemben a celluldézgyongyon rogzités technoldgiailag egyszerii €s olcso

folyamat. Celluléozgyongyon rogzitett A. brasilense és H. seropedicae
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oltbanyag rizsben ¢és buzadban jelentds novekedésserkentést adott,

tenyészedényes kisérletekben (Rethati és mtsai., 2000).

Az oltéanyag magon rogzitésére is kozoltek eredményeket (Stein
¢s mtsai., 1995). Kallar fii (Leptochloa fusca (L.) Kunth) magjat boritd
algindt rétegben rogzitettek A. brasilense és H. seropedicae
baktériumokat. Ez utébbi a Kallar fii természetes endoszimbiontdja.
Monoaxenikus, egyedi oltasnal, mindkét baktérium esetén a rogzitett
forma hatékonyabb volt a folyadék tenyészetnél, a magvak beburkoldsa
elosegitette a gyokerek kolonizacidjat. A baktériumok hasonlé mértékben
telepedtek meg a novényben (A. brasilense 1,9x10°
sejt/g gyokér; H. seropedicae 1,4x10® sejt/g gydkér). Kevert oltasnal a H.
seropedicae erdteljes kolonizacioja mellett visszaszorult az A. brasilense
megtelepedése a novényben, még akkor is, amikor A. brasilense-
alginéttal fedett magokat a H. seropedicae folyadék oltdanyagéval
oltottdk. Lathatdo tehat, hogy rogzitett sejtes oltéanyagforma
alkalmazasénal is pontosan fel kell mérni az oltoétdrzsek kompetitiv
erdviszonyait.

Belimov és mtsai. (1995) A. lipoferum, Arthrobacter mysorem,
Agrobacterium radiobacter és Flavobacterium torzsek egyedi oltasat
vizsgaltdk 4arpan, buzan, rizsen, zabon, rozson, repcén, kaposztan,
paradicsomon és lucerndn. Az Arthrobacter és az Agrobacterium
kolonizacids képessége minden novényen meghaladta a masik két
baktérium fajét. A novény genotipus befolyéasolta a novénybelsében €16
oltobaktériumok szdmat, de a rizopldnban megtelepedékét nem. Az

inokulacid jotékony hatdsa csak eseti volt és nem talaltak Osszefiiggést a
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novényben €16 baktérium populécio stirlisége €s a novény vélasza kozott.

Arpa és buza gyodkerén a megtelepedd baktériumpopulacid nagysaga és
az oltas jotékony hatdsa Osszességében kedvezdtlen talajnedvesség

tartalom, pH és talajhémérséklet mellett volt a legkifejezettebb.
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4. Anyagok és Modszerek

4.1. Molekularis biolégiai munkiakhoz

Baktérium torzsek, plazmidok. Az A. lipoferum SpBrl17R az
SpBr17 vad tipusu torzs (Tarrand és mtsai., 1978) rifampin-rezisztens
spontan mutansa. A WGA-t nem koté (WGA™) torzs SpBr17R::Tn2706
(Rif', Cm") transzpozon inszercios mutans. Az A. brasilense Sp7 (Tarrand
¢s mtsai., 1978), az Azotobacter vinelandii UW136 (Dingler és mtsai.,
1988) és a Klebsiella pneumoniae UNF122 (Holtel és Merrick, 1988) vad
tipusu torzsek. A pAW1142::Tn2706 plazmid (Cm', Tc") (Olasz és
mtsai., 1993) transzpozon donor volt az SpBr17R torzs mutageneziséhez.
A pRK2013 plazmid helperként szolgalt a konjugativ transzpozon
bevitelhez (Figurski és Helinski, 1979). A pAB358 (nifH-lacZ, T¢', Km"),
pAB576 (nifd-lacZ, Tc', Km") (Liang és mtsai., 1991), pAB904 (g/nB-
lacZ, Tc") és a pAB912 (glnA-lacZ, Tc'") (de Zamaroczy és mtsai., 1993)
plazmidok az A. brasilense promoter-lacZ transzkripcids fzioit
hordozzéak. A pAB53 (Tc¢") (Liang és mtsai., 1991) és a pAB914 (Tc") (de
Zamaroczy és mtsai., 1993) sorrendben az A. brasilense nifA és ginB
génjeit hordozzak.

Taptalajok és tenyésztési koriilmények. Az A. lipoferum, A.
brasilense, Escherichia coli, A. vinelandii és K. pneumoniae torzseket
Luria-Bertani komplett t4ptalajpban (Sambrook és mtsai., 1989)
tenyésztettiik. Minimal taptalaj az A. lipoferum és az A. brasilense
torzsek tenyésztéséhez: 29,0 mmol KH,yPO4, 26,0 mmol K,HPO,4, 37,0
mmol almasav, 75,0 mmol NaOH, 20,0 mmol NH4Cl, 1,7 mmol NaCl,
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0,81 mmol MgSQOy, 0,13 mmol CaCl,, 0,01 mmol MnSOy, 0,02 mmol

Fe;SO4, 0,02 mmol NaEDTA, 0,004 mmol Na,MoO4 és 4,0 mmol
biotin) (Okon és mtsai., 1976). A nitrogénmentes minimal taptalaj nem
tartalmaz NH4Cl-ot. Az A. vinelandii és a K. pneumoniae tenyésztéséhez
a nitrogénmentes taptalajok Dingler és mtsai. (1988), valamint Holtel és
Merrick (1988) szerint késziiltek. A baktérium tenyészetek sejtszamat a
tenyészetekbdl készitett higitdsi sorozatok antibiotikum tartalmu
taptalajra szélesztésével, a telepképzd egységek szamlalasaval hataroztuk
meg ¢és sejt/ml egységben fejeztik ki. A kloramfenikol, tetraciklin,
rifampicin és kanamicin antibiotikumokat sorrendben 10, 20, 20 és 50
pg/ml  taptalaj koncentracidban hasznaltuk. Valamennyi torzset
folyamatos levegdztetés mellett 30°C-on tenyésztettiik.

Tn2706 random transzpozicios mutagenezis és mutans
szelekcio. Az A. lipoferum SpBrl17R torzsbe a pAW1142::Tn2706
plazmidot haromsziilds keresztezéssel vittiikk be pRK2013 helper plazmid
segitségével. A transzpozont hordozd transzkonjugénsokat a Tn2706 Cm
rezisztencidja alapjan Rif és Cm tartalmu téptalajon szelektaltuk. A
Tn2706 mutagenizalt SpBrl17R transzkonjugéns populacioban WGA-t
nem koté mutans sejteket kerestlink gy, hogy a sejtek fluoreszcens
festékkel jelolt WGA (FITC-WGA) kotését teszteltiik ultraibolya
fényben. A WGA-t nem koté (WGA ) torzs fluoreszcenciat nem mutatd
fenotipusat epifluoreszcens mikroszkopiaval erdsitettiik meg.

Egyéb molekularis technikak. A plazmid és genomidlis DNS

preparalast, az agar6z gél elektroforézist, a restrikcids endonukledz
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emésztést, a DNS—DNS hibridizalast (Sambrook és mtsai., 1989) szerint

végeztik.

Differencialis  lektinkotési  vizsgalat. A baktériumok
sejtfelszinén a lektinek megkotoédését FITC-vel jelolt lektinekkel
teszteltiik (Sigma). Harom napos, minimal taptalajon novesztett sejteket
foszfattal pufferolt séoldatban (phosphate-buffered saline, PBS)
szuszpendaltunk. A sejtszuszpenziokhoz a lektineket 40 pg/10® sejt/ml
koncentracioban adtuk, majd a sejteket 30°C-on, 1 6ran at inkubaltuk és
mostuk. A lektinkotés mértékét az 525 nm hullimhosszon mért atlagos
epifluoreszcenciaval (Eszs/ 10 sejt/ml) szdmszerusitettiik (Perkin-Elmer
MPF 44B fluoriméter). A WGA—-Neu és a WGA-GIc lektineket ugy
nyertiik, hogy a WGA-t molaris foloslegben adott NeuNAc-val vagy
GlcNAc-val szobahémérsékleten 1 oran &t inkubaltuk, majd a nem
kotédott  ligandumot  Sephadex G-25 gélen, molekulasziiréssel
tavolitottuk el.

WGA-t kioté komponensek kimutatiasa a sejtkapszulaban.
Harom napos, minimal taptalajon novesztett sejteket 20 mmol HEPES,
1% Triton X-100 (pH 7,0) oldatban, 4 °C-on, 18 oran keresztiil
razattunk, protedz inhibitorok jelenlétében (Protease Inhibitors Set,
Boehringer utasitasai szerint). A kapszulamentes sejteket 8000 rpm
fordulatszamon, 4 °C-on, 20 percig végzett centrifugalassal leiilepitettiik.
A feliluszé frakcidt Microcon—10 centrifugdlis sziirén (molekulasuly
elvélasztasi hatar 10 kDa) (Amicon) toményitettiik, majd meghataroztuk
az oldat fehérjetartalmat (Lowry és mtsai., 1951). A fehérjéket natrium-

dodecilszulfat-poliakrilamid ~ gél  elektroforézissel (SDS-PAGE),
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denaturald kortlmények kozott, 10,0 % SDS—poliakrilamid gélben

(monomer torzsoldat 30,8 % T, 2,7 % C) valasztottuk szét Laemmli
(1970) leirasa szerint, Hoefer Mighty Small II SE 250 elektroforézis
késziilékkel. A géleket Coomassie brilliant blue R-250 festékkel
festettiik. A fehérjemintdzatokban a glikozilalt polipeptidek kimutatasara
a géleket Schiff eljarassal (SIGMA) festettiik, a gyartd utasitasai szerint.
A glikoproteineket, aldehiddé oxidalt cukorcsoportjaik szinreakcidjaval
hivtuk eld. A fehérjemint4dzatokat a gélekbdl nitrocelluloz membranra
(Hybond) félszaraz blottolasi technikaval (Hoefer TE 70 SemiPhor
késziilék) vittiik at. Hogy kimutassuk a mintdzatokban a WGA-t kotod
fehérjéket, a membranokat digoxigenin (DIG)-konjugalt WGA-val hivtuk
elé6 (DIG Glycan Differentiation Kit, Boehringer), a gyartd utasitdsai
szerint.

WGA-t kotdo komponensek izolalasa a sejtkapszulabol
WGA-affinitas kromatografiaval. A kapszuléris frakciot ugy
készitettiikk, mint elobb. Az elvéalasztashoz agar6zhoz kotott WGA
matrixot (Vector Laboratories, USA) hasznaltunk. A WGA-agar6z
matrixbodl oszlopot készitettiink a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az
oldott kapszulafrakciot az oszlopra vittiik, majd az oszlopot mostuk 10
mmol HEPES, 150 mmol NaCl, 0,1 mmol CaCl, (pH 7,5) oldattal. A
megkotddott anyagot 500 mmol N-acetil-p-gluk6zamin, 10 mmol
HEPES, 150 mmol NaCl (pH 3,0) oldattal elualtuk. Mind az att6rd, mind
az eludlt frakciok fehérjéit 10,0 % SDS-poliakrilamid gélben, denaturald
koriilmények kozott (Laemmli, 1970) valasztottuk szét és a géleket

Coomassie brilliant blue R-250 festékkel festettiik.
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Nitrogenaz aktivitas mérés lektinek jelenlétében. Az A.

lipoferum és A. brasilense tenyészeteket 16 dran at szaporitottuk minimal
taptalajban. A tenyészeteket nitrogénmentes minimal taptalajban mostuk,
reszuszpendaltuk, majd 2 ora nitrogenaz enzim derepresszidnak vetettiik
Oket ala 30°C-on és 99,5:0,5 (vol/vol) No—O, atmoszféraban. Ezutan
adtuk a tenyészetekhez légmentesen a lektineket (1 pg/107 sejt/ml) és az
acetilén gazt [10 % (vol/vol)], majd tovabbi 4 oran keresztiil (vagy a
kinetikai vizsgalatoknak megfeleld idétartamokig) folytattuk az enzim
derepressziot. A nitrogenaz enzim aktivitast az enzim altal az acetilénbdl
redukalt etilén mennyiségének gazkromatografids mérésével hataroztuk
meg (Burris, 1972) és nmol C,H,/10 sejt/ml egységben fejeztiik ki.

Az A. brasilense nifH-lacZ, nifA-lacZ, ginBA-lacZ és ginA-lacZ
faziok bevitele A. lipoferumba és [-galaktozidaz vizsgalat lektin
stimulus jelenlétében. A pAB358, pAB576, pAB904 ¢és pAB912
plazmidokat konjugécioval vittik E. coli S17.1 torzsbdl a vad tipust A.
lipoferum és a WGA ™ mutans torzsekbe (Simon és mtsai., 1983). A
transzkonjugansokat minimal taptalajon szelektaltuk a megfeleld
antibiotikumok jelenlétében. A nitrogenaz enzimet a fentiek szerint
derepresszaltuk ¢és a [-galaktoziddz aktivitast 4 Oraval a lektinek
hozzaadasa utan mértiikk SDS-kloroform segitségével permeabilizalt
sejtekbdl Miller (1972) leirasa szerint.

Mind a nitrogendz, mind a [-galaktoziddz vizsgalatokat harom

fiiggetlen kisérlet két parhuzamos tenyészetébdl végeztiik.
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4.2. Novénykisérletekhez

Baktérium torzsek, novényfajtak, taptalajok és tenyésztési
koriilmények. Az A. brasilense CdR és a H. seropedicae Z67R torzsek a
Cd és 7267 vad tipusu sziilétorzsek (Tarrand ¢és mtsai., 1978; Dobereiner
¢s mtsai., 1993) rifampin-rezisztens mutdnsai. A mutans torzsek
nitrogénkotd kapacitdsa, kolonizéacids kapacitdsa rizsben, valamint a
sejtek feliileti cukorkomponensei (differencialis lektinkotési vizsgalattal,
Karpati és mtsai., 1999) megegyeznek a vad tipusu sziilékével (nem
kozolt adatok). A novényoltasi kisérletekben hasznalt tesztnovények
Karmina, Sandora és Ringola rizsfajtdk (Oryza sativa 1..) (Halaszati €s
Ontozési Kutatointézet, Szarvas), valamint Mv—-23 buzafajta (Triticum
vulgaris L.) (SZIE, Tangazdasag) voltak.

A baktériumtenyésztést minimal taptalajban, illetve nitrogénmentes
minimdl taptalajban végeztik (Okon és mitsai., 1976). A rifampicin
antibiotikumot 20 pg/ml taptalaj koncentracioban hasznaltuk szelekciora.
A baktérium tenyészetek sejtszamat a tenyészetekbdl készitett higitési
sorozatok antibiotikum tartalmu taptalajra szélesztésével, a telepképzd
egységek szamlalasaval hataroztuk meg és sejt/ml taptalaj egységben
fejeztiik ki.

Folyadék és rogzitett sejtes oltéanyagok készitése. A folyadék
oltbanyag készitéséhez 100 ml minimal téaptalajt stacioner fazisu
baktérium tenyészettel oltottunk be ugy, hogy a tenyészet kezdeti
sejtkoncentracioja elérje 107 sejt/ml értéket. A tenyészeteket folyamatos

levegdztetés mellett, 16 oran at, 30°C-on tenyésztettiik. A sejteket
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nitrogénmentes minimal taptalajban mostuk. A tenyészeteket, megfeleld

higitasban, a novényoltasokhoz hasznaltuk.

A rogzitett sejtes oltéanyagok vivéanyaga Mavicell-N® preformalt
cellulézgyongy volt (2—4 mm atmérjii, 8—10 m’/g fajlagos feliiletil)
(Zoltek Co., Nyergesujfalu). 100 ml minimal taptalajt, mely 250
cellulozgyongyot tartalmazott, a fentiek szerint beoltottunk. A
tenyészeteket folyamatos levegdztetés mellett, 30°C-on 7 napon keresztiil
inkubaltuk. A taptalajt minden 48 6raban cseréltiik. A 7 nap leteltével a
cellulézgyongyoket vagy friss minimal téptalajban reszuszpendaltuk a
lombiktenyészet kisérletekhez, vagy nitrogénmentes minimal taptalajban
mostuk ¢€s reszuszpendaltuk a névényoltasokhoz.

Lombiktenyészet vizsgalat. 100 ml minimal taptalajt oltottunk 7,0
g rogzitett sejtes oltdanyaggal és a tenyészetet, folyamatos levegdztetés
mellett, 30°C-on 50 napig inkubdltuk. A téptalajt minden 48 ordban
cseréltiik. Az oltas utan 2, 30 és 50 nappal meghataroztuk az oltdanyag
sejttermeld kapacitdsat, azaz a cellulozgyongyokbdl a taptalajba kirajzo
baktériumok mennyiségét, amit a taptalaj egységnyi térfogatdban 1évo
telepképzd egységek szamaval adtunk meg (sejt/ml tapfolyadék). A
sejtek nitrogénkotd kapacitdsat a nitrogendz enzim aktivitdsdnak
mérésével allapitottuk meg.

Nitrogenaz enzim aktivitas meghatarozas. A tenyészeteket
nitrogénmentes minimal taptalajban mostuk €s reszuszpendaltuk, majd 2
ora nitrogendz enzim derepresszionak vetettiik Oket ala 30°C-on és
99,5:0,5 (vol/vol) N»—O, atmoszféraban. Ezutan a tenyészetekhez

légmentesen 10 % (vol/vol) acetilén gazt adtunk, majd tovabbi 14 6ran
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keresztiil folytattuk az inkubaldst. A nitrogendz enzim aktivitast, az

enzim altal katalizalt acetilén redukci6 alapjan, az acetilén/etilén
mennyiségének gazkromatografias mérésével hataroztuk meg ¢és nmol
C>H4/107 sejt/ml egységben fejeztiik ki (Burris, 1972). A novényben é16
baktériumok nitrogénkotését a novénymintak hasonld elékészitése utan
mértiik.

Novényoltasi Kkisérletek tenyészedényben. A magok felileti
ferttlenitését higanyklorid, etanol kezeléssel ¢és Na-hipoklorit
utosterilezéssel végeztilk. A fertdtlenités hatékonysagat a magok LB,
minimal és vizes agar taptalajon, 30°C-on, 72 o6rds inkubélasaval
ellendriztiik. A feliiletileg fertétlenitett magokbol vizes agar taptalajon
nevelt, 3 napos csirandvényeket mosott és hokezelt homokba iltettiik (5
novény/edény). A homokot, ezt megelézden, 5 ml folyadék vagy 5, 10,
20 és 30 gyongynyi rogzitett sejtes oltdéanyaggal oltottuk be. A
novényeket 20-25 °C hdémérsékletli novényhazban, napi 16 oOrés
megyvilagitas mellett, 28 napig neveltiik. A novényeket sziikség szerint
ontoztik. 28 nap eltelte utdn a gyokereket a széarakrol levagtuk,
mindkettét 1égszarazra széritottuk és mértik. A gyokereket 16 6ran at 10
mmol kélium-foszfat, 0,1 % Triton X-100 (pH 7,0) pufferben réazattuk,
szobahdmérsékleten. A feliiluszébol megadtuk a gyokérfelszinen lazan
megtelepedett baktériumok szamat (sejt/100 mg gyokér) (1. frakcid).
Azutan mind a gyokereket, mind a szdrakat steril kvarchomokkal
eldorzsoltik, reszuszpendaltuk 10 mmol kalium-foszfat (pH 7.0)
pufferben, és a szuszpenziobdl meghatiroztuk a gyokérfelszinhez

szorosan kapcsolodd és a gyokér belsd szoveteiben megtelepedett



57
baktériumok egyiittes mennyiségét (sejt/100 mg gyokér) (2. frakcio),

valamint a szarban megtelepedett baktériumok szamat (sejt/100 mg szar)
(3. frakcid). A novény gyokérzetével kozrefogott, a gyokérzet kozvetlen
kornyékének talajat (rizoszféra talaj) légszaritottuk, és ebben is
meghataroztuk az oltobaktériumok szadmat (sejt/g rizoszféra talaj)
(Tarrand és mtsai., 1978; Patriquin és mtsai., 1983; Boddey, 1987).

Az oltébaktérium novénybdl, talajbdl valod visszaizolalasdhoz, a
baktérium antibiotikum rezisztencidjanak megfeleléen, rifampicin
tartalmu téptalajt hasznaltunk. A téaptalajt, ha sziikséges volt, nisztatin
antibiotikummal is kiegészitettiik, a penészgomba szennyezések
visszaszoritasara. A nisztatin kiegészités nem befolyasolta az
oltobaktérium visszaizolaldsi hatékonysagat (nem kozolt adatok). Az
oltobaktériumok  megkiilonboztetését az  esetleges  szennyezd
baktériumoktdl a szelektiv taptalaj alkalmazdsaval, az oltobaktérium
torzsek jellegzetes telep fenotipusa, nitrogénkotési képességiik és
nitrogénmentes lagyagarban mutatott novekedési mintazatuk alapjan
végeztik. Egyféle, nem azonositott szennyezd baktérium jelent meg,
mely apro, sarga telepeket alkotott a szelektiv taptalajon. A telepek,
fenotipusuk alapjan egyértelmiien megkiilonboztethetok voltak az
oltobaktériumtol. A telepek szama koriilbeliil egytizede volt az
oltobaktérium telepszdmanak. Valamint a szennyezdébaktérium nem volt
képes nitrogént kotni. Ezenkiviil, minden kisérletben nem oltott
novényeket is neveltiink, beldliik oltobaktériumot kimutatni egy esetben

sem tudtunk.
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Az oltasi kisérletek értékelésénél az oltott novények novekedését

mindig a nem oltott novényekéhez hasonlitottuk, ha masképpen nem
definialtuk.

Novényoltasi vizsgalatok kémcsében, mesterséges taptalajon.
3 napos csirandvényeket Gibson taptalajbdl késziilt ferde agarra tiltettiink
kémcsoben. A novénykéket 1-1 ml, megfeleld higitasu folyadék
tenyészettel oltottuk. A kémcsovekbe 1-1 ml Gibson taptalajt is mértiink.
A novényeket 28 napig novényhazban neveltiik, a fent leirt koriilmények

kozott.
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Roviditések a molekularis biologiai fejezethez

Rif"  rifampin rezisztens fenotipus

Tc¢'  tetraciklin rezisztens fenotipus

Cm" kloramfenikol rezisztens fenotipus

Tc¢®  tetraciklin szenzitiv fenotipus

WGA  buzacsira agglutinin (wheat germ agglutinin)

FITC fluoreszcein izotiocianat

FITC-WGA fluoreszcein izotiocianattal jelolt buzacsira agglutinin

WGA—-Neu  buzacsira agglutinin, melynek az elsddleges
cukorkotohelye N-acetil-neuraminsavval telitett

WGA-GIc  buzacsira agglutinin, melynek az els6dleges és masodlagos
cukorkotohelyei N-acetil-D-gliikozaminnal telitettek

DSA  Datura stramonium agglutinin

SNA  Sambucus nigra agglutinin

MAA  Maackia amurensis agglutinin

GMA  Glycine max agglutinin

LCA  Lens culinaris agglutinin

UEAI  Ulex europaeus agglutinin

NeuNAc  N-acetil-neuraminsav

GlcNAc  N-acetil-D-gliikk6zamin

DIG digoxigenin

SDS-PAGE nétrium-dodecilszulfat—poliakrilamid gél elektroforézis
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5. Eredmények

5.1. Az Azospirillum lipoferum kolcsonhatasa a buza gyokérlektinnel,
a buzacsira agglutininnel (WGA) a nitrogénkoto asszociacio
kialakulasa soran

Dolgozatom elsé részében az Azospirillum és buza egyiittélés
kialakulasa soran, a buza gyokérfelszin és a baktérium sejtfelszin kozotti
kolcsonhatast vizsgalom.

Bemutatom (1) a gyokérfelszinen expresszalddo lektin, a buzacsira
agglutinin és a baktérium sejtfelszin kozotti felismerési folyamatot, (2) a
lektin baktériumhoz kotodésének hatasat a baktérium nitrogénkotésére,
(3) a lektinko6todés kivaltotta jel kapcsolatat a nitrogénkotés szabalyozasi
rendszerével a baktériumban. Végiil pedig lektink6td receptort keresiink

a baktérium sejtfelszinén (4).

5.1.1. Az A. lipoferum SpBr17R torzs random transzpozon
mutagenezise. Tn2706 transzpozont hordozdé pAW1142 plazmidot
helper plazmiddal segitett konjugécioval vittiink 4 a donor E. coli
HB101(pAW1142::Tn2706) (Tc', Cm") térzsbdl a recipiens A. lipoferum
SpBr17R (Rif") torzsbe. Rif', Cm', Tc® fenotipusu transzkonjugansokat
10 gyakorisaggal, mig Rif, Cm’, Tc" fenotipustakat 10 gyakorisaggal
kaptunk, a recipiens sziilére szadmitva. Mindkét tipusbol szarmazo,
nagyszamu, fliggetlen transzkonjugansbdl plazmid frakcidt preparaltunk.
A preparatumokat agar6z gél elektroforézissel elemezve, és pAW1142
préba DNS-sel hibridizalva kimutattuk, hogy a transzpozont szallito

plazmid 0©ndall6 replikonként nem marad fonn a sejtekben. A
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transzkonjugansok genom DNS-einek EcoRI és BamHI restrikcios

endonukledzokkal emésztett €s agardz gél elektroforézissel szétvalasztott
mintazatait Tn2706 és pAW1142 DNS probakkal hibridizaltuk.
Kimutattuk, hogy a transzkonjugansoknak tobb mint 80 %-dban a
transzpozici6 lejatszodott. A fliggetlen transzkonjugansokban a
beckelddés a genom DNS egyetlen, de véletlenszert pontjara, azaz annak
kiilonbozd méreti fragmentjeibe tortént. A beékelddott strukturak
valtozatosak voltak, kimutattunk csak transzpozon beépiilést, de a
transzpozonbdl és a vektor plazmidbdl Osszeépiilt kiilonféle
kointegratumok inszercioit is. Mivel a dolgozat témdja nem a
transzpozicios mechanizmus elemzése az A. lipoferumban, ezért ezeket
az eredményeket nem részletezem.

Az eredmények megmutattdk, hogy (1) a transzpozon—vektor
plazmid ongyilkos rendszerként miikodik az SpBrl17R torzsben, (2) a
transzpozicios  gyakorisag elfogadhatban magas egy hatékony
mutagenezishez, (3) a transzpozon beékelddés véletlenszeriien jatszodik
le, a recipiens sejt genom DNS-ének egyetlen, bar tetszéleges pontjara.

Mindezen feltételek teljesiilése azért elengedhetetlen, mert igy
biztosithat6, hogy egy mutagenizalt SpBr17R populacié elég nagy szamu
¢s fliggetlen mutéans sejtet tartalmazzon, amelyek koziil a kivant mutans
fenotipus mar megfeleld gyakorisaggal szelektalhato.

5.1.2. WGA-t nem kiotéo (WGA ) mutans torzs izolalasa és
jellemzése. Tn2706  mutagenizalt  SpBrl7R  transzkonjugans
populdcidban a sejtek WGA kotését teszteltiik ultraibolya fényben,
fluoreszcens festékkel jelolt WGA-t (FITC-WGA) haszndlva. A
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fluoreszcenciat nem mutatd, azaz WGA-t nem kotd fenotipusa (WGA )

mutans torzset kozel 15 ezer fiiggetlen transzkonjugans sejt
atvizsgalasaval nyertiik. A vad tipust €s a mutans torzsek FITC-WGA-
val festett preparatumait a 7. 4dbran mutatjuk be. A vad tipusu,
FITC-WGA-t kotd sejtek ultraibolya fényben zolden fluoreszkaltak.
Megfigyelhetjiik, hogy a fluoreszcencia dontéen a sejtkapszuldkban volt
lathat6, annak eloszlasa ott egyenletes volt, nem mutatott polaritast a
sejtpdlusok felé. A vad tipusu sejtpopuldcionak tobb mint 96 %-a jol
festodott. Ezzel ellentétben, a WGA torzs FITC—-WGA festéssel sotét
fenotipust mutatott. A sejtpopulacionak csak kevesebb, mint 1 %-a adott

gyenge fluoreszcenciat.

7. abra. A WGA kotodése az A. lipoferum sejtekhez. FITC-WGA-val
festett vad tipusu (A) ¢és WGA™ (B) sejtek, epifluoreszcens
mikroszkoppal (kb. 3x107 sejt, mindkét képen).
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Jellemeztiik tovabba a mutans torzs kalkofluor festodését, azaz

kalkoflour-k6té poliszacharidok jelenlétét a sejtfelszinen. A sejtek vad
tipusu festddést mutattak, ami ép B(1—3)- és B(1—4)-kapcsolt gliikanok
(Wood és Fulcher, 1978) meglétére utal (nem kozolt adatok).

A mutidns torzsben a hibds DNS szakaszt a Tn2706 inszercid
kimutatasdval azonositottuk. A genom DNS-t EcoRI és BamHI
restrikcids endonukleazokkal emésztettiik, a DNS fragmenteket agar6z
g€l elektroforézissel szétvalasztottuk. A fragment mintdzatokat,
nitrocellul6z membranra atvive, Tn2706 és pAW1142 préba DNS-ekkel
hibridizaltuk. A hibridizaciés mintdzatok alapjan megallapitottuk, hogy
a genom DNS-en egy inszerci6 taldlhatd. Az inszercio egy 5,1 kb EcoRI
fragmentben, valamint egy ezzel atfedé6 7,1 kb BamHI fragmentben
helyezkedik el (8. dbra). A fragment kldnozasa és génkonyvtarbol
azonositasa folyamatban van.

Az inszercidé mérete 14,0 kb. Az inszercio, mindkét sz¢élén, egy-egy
Tn2706 kopiat hordoz, melyeket egy, feltehetdleg delécioval megrovidiilt
( A 0,8 kb) vektor plazmid DNS kot 6ssze. Hasonld, tobb transzpozont
hordozé plazmid kointegratumokat, mint ©nallé replikonokat, a
is talaltunk (nem kozolt adatok). Ezért foltételezhetd, hogy a WGA™
torzsben talalt inszercio is egy hasonlé plazmid kointegratum

beckelddésének a kovetkezménye.
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8. dbra. A Tn2706 inszerci6 lokalizdlasa a WGA ™ mutans torzsben. A
fels6 vonal mutatja az inszercid helyét a genom DNS-en. Az alsé rész a
beékelddott kointegratumot dbrazolja a két Tn2706 kopiaval, melyeket a
pAW1142 plazmid egy 0,8 kb, nem definidlt delécidval megrovidiilt
szarmazéka kot ossze. EcoRI (E), BamHI (B) restrikcios endonukledz

vagasi helyek.

5.1.3. A WGA kotodés hatasa a baktérium nitrogénkotésére. A
kisérletet in vitro koriilmények kozott végeztiik, azaz nem btizagyokéren
¢16, hanem mesterséges taptalajon nevelt baktériumokkal. A vad tipusu
¢s a mutans sejtekhez tisztitott WGA-t adtunk és vizsgaltuk a
lektink6tddés hatasat a baktériumok nitrogénkotésére. A tenyészetek

nitrogénkdotését 0,5 % oxigénkoncentracid mellett mértiik (9. ébra). A
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vad tipusu sejtek 4,7-szer nagyobb nitrogenaz aktivitast mutattak WGA

jelenlétében, mint WGA hidnyaban. A leger6teljesebb stimulacio a sejtek
exponencialis novekedési fazisaban volt megfigyelhetd. A WGA
stimuldlo hatdsa dozisfliggd volt. A maximalis fokozast akkor értiik el,
amikor a lektint 1 pg WGA/107 sejt/ml taptalaj koncentracioban adtuk a
sejtekhez (nem kozolt adatok). A WGA ™ torzs nitrogénkotd kapacitasat a
WGA hozzéadas nem emelte. A vad tipust €s a WGA ™ torzs hasonldan,
de lassan novekedett (9. 4dbra). Novekedési ratajukat a WGA jelenléte
nem befolydsolta. A gyenge novekedés feltételezhetden a kultarak

korlatozott oxigén ellatasanak volt a kovetkezménye.
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Tudjuk, hogy az A. lipoferum mikroaerofil diazotrof baktérium,

nitrogénkotéséhez az optimalis oxigénkoncentracié 0,5 % (Okon 4&s
mtsai., 1976; Burris és mtsai., 1991). A tovabbiakban azt vizsgéltuk,
hogy a WGA kotédése a baktériumhoz nem befolyasolja-e a
nitrogénkotés oxigénkoncentracid optimumat (1. tablazat). Méréseink
szerint mind a vad tipusu, mind a WGA™ sejtek 0,5 % oxigén
koncentracio (0,48 kPa parcidlis oxigén nyomas a reakcidelegy folotti

térben) mellett kototték leghatékonyabban a nitrogént. A vad tipus esetén

1. tablazat. A WGA hatdsa a nitrogénkotés oxigénsziikségletére vad

tipusu és WGA™ sejtekben.
Nitrogenaz aktivitas®
Torzsek WGA Oxigén koncentrécio (%)
0,1 0,5 1,0

SpBr17R - 395442 528448 207£18
(vad tipus) + 378134 553+48 236426
WGA™ - 297431 483+55 211417
+ 322428 467144 186+18

* nitrogenaz aktivitas (nmol C,Hy/ 10 sejt/ml) WGA hidnyaban (—) és
WGA (1 pg/ml) jelenlétében (+).

ez az érték az irodalmi adatokkal jo egyezést mutatott (Okon 4s mtsai.,
1976; Burris €s mtsai., 1991). 0,1 és 1,0 % oxigénkoncentracio mellett
csokkent nitrogenaz aktivitast mértiink. Ha a sejtekhez WGA-t adtunk, ez
nem befolydsolta a nitrogénkotés optimalis oxigénsziikségletét, sem a

vad tipusban, sem a mutansban.




68
5.1.4. A baktériumsejt felszinén talalhaté cukorecsoportok

részvétele a nitrogénkotés fokozasban. Ismert, hogy a lektinek, a
baktériumok sejtfelszinén elhelyezkedd6 megfeleldé lektinreceptorok
terminalis cukorcsoportjait ismerik fol és ezekhez kotddnek. gy el6szor
azt mértik f6l, hogy milyen terminalis cukorcsoportok taldlhatok a vad
tipust és a WGA™ sejtek felszinén. A felmérést differencialis lektinkotési
vizsgélattal végeztiik, kiilonbozé cukorkotési specificitasa, FITC-vel
jelolt lektineket haszndlva (2. tdblazat). A WGA—-Neu molekuldban a
WGA elsddleges cukorkotohelyét, a WGA—-Glec molekuldban mindkét
cukorkotohelyét eldzetesen telitettik a megfelelé ligandummal (lasd
Anyagok ¢és Modszerek). A lektinek kotodését epifluoreszcens
mikroszkdpiadval itéltiik meg.

A vad tipusu sejtekhez, az UEAI kivételével, az Osszes lektin
kotédott. Sejt agglutindciot egyetlen esetben sem figyeltiink meg (1 pg
lektin/10’ sejt/ml koncentracié esetén) (nem kozolt adatok). Ez arra
utalhat, hogy a vad tipusu sejtek felszinén terminalis A(1—4)-kapcsolt
GlcNAcgi, terminalis a(2—3)- és/vagy a(2—6)-kapcsolt NeuNAc,
GalNAc és/vagy a—laktozil-, a—mannozil- és/vagy a—gliikozil csoportok
talalhatok, de L—fukozil-a(1—>2)Gal csoportok viszont nincsenek. A
WGA-val, SNA-val, MAA-val kezelt sejtek lektinkotd kapacitdsa, amit
specifikus fluoreszcencia intenzitisukkal (Es»s/107 sejt/ml) mértiink,
hasonl6 volt (3. tablazat). A WGA-Neu-val és DSA-val kezelt sejtek
fluoreszcencia szintje csak 34 és 77 %-a volt (sorrendben) a WGA-val
kezelt sejtekéinek. A WGA-Glc kezelés nem adott fluoreszkalo sejteket,

mint az varhatoé volt.
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Hasonléan a vad tipusu sejtekhez, a WGA ™ sejtek felszinét is

teszteltik az FITC—jelolt lektinekkel. A WGA, WGA—-Neu, WGA-Glc
¢s DSA nem kotédott a sejtekhez, mig az SNA és MAA a vad tipushoz

hasonl6 kotddési mértéket mutatott (3. tablazat).

3. tablazat. A vad tipusu és a WGA™ torzsek lektinkotd kapacitésa.

Lektinek Specifikus fluoreszcencia intenzitas”
vad tipus WGA

WGA 924+74 35+4

WGA—-Neu 318+29 93+11

WGA-Glc 2743 2512

DSA 712162 13£1

SNA 1025468 852199

MAA 90756 983198

%Es»5/107 sejt/ml). Harom napos, minimél taptalajon ndvesztett sejteket
festettiink FITC-vel jelolt lektinekkel (40 pg lektin/10% sejt/ml). A
tenyészetek fluoreszcencia intenzitdsa lektin nélkil 15£2. Az értékek
harom fiiggetlen kisérlet atlagai.

Ha  eredményeinket  Osszevetjik a  lektinek  cukorkotd
specifikussagaval (2. tablazat), arra kovetkeztethetiink, hogy a vad tipust
sejtek feliiletén a kovetkezd lektin—cukor kapcsolatok jonnek 1étre:

— a WGA, mindkét cukorkstd helyével, a sejtfelszinen talalhatod
lancvégi GlcNAcy; csoportokhoz kotddik. De fel kell tételezniink, hogy
az elsédleges cukorkotd helyével lancvégi NeuNAc csoportokhoz is
kotddhet (de sosem egyidében a GIcNAc kotddéssel), hiszen

eredményeink ezt a lehetdséget nem zarjak ki;
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— a WGA-Neu ¢és a DSA a sejtfelszin termindlis GIcNAc

csoportjaihoz kapcsolodik;

—az SNA és MAA pedig a termindlis NeuNAc csoportokhoz.

Mivel a WGA™ torzs kapcsolatba 1épett az SNA-val és az MAA-
val, de a WGA-val, WGA—Neu-val és DSA-val nem (3. tablazat), igy
valészintileg a mutans sejtek felszinén nincsenek, vagy szerkezetileg
modositott GlcNAc csoportok vannak, ugyanakkor ép NeuNAc
csoportok talalhatok.

A kovetkez6 Iépésben megkiséreltiik azonositani, hogy a fenti
kapcsolatok koziil mely lektin—termindlis cukor par vagy parok vesznek
részt a fokozott a nitrogénkotés kivaltasaban. Meghataroztuk a vad tipust
torzs kiilonbozg lektinek jelenlétében mutatott nitrogénkotését (10. abra).
A nitrogenaz aktivitds legnagyobb, 4,4-szeres novekedését WGA-val
kaptuk. Alacsonyabb, de szignifikdns hatds volt megfigyelhetd
WGA-Neu és DSA stimulaciora is (1,7 és 2,7-szeres aktivitas). Az SNA
¢s MAA nem volt serkentd hatéssal a nitrogénkotésre. Ha megnézziik,
hogy ezek a lektinek milyen cukorcsoportokhoz kapcsolodnak
specifikusan (2. tablazat), akkor az eredményekbdl kiolvashatjuk, hogy a
sejtfelszin  terminalis  GIcNAcg;  cukorcsoportjai  vesznek — részt

crer

serkentés, amikor ezek a csoportok a WGA mindkét cukorkstd helyéhez
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kapcsolddtak (4,4-szeres), mig ha csak a masodlagos kotShelyéhez

(WGA—-Neu-val tesztelve), akkor csak 1,7-szeres fokozast kaptunk (10.
abra).

Tovéabba, a nitrogénkotésben nem kovetkezett be novekedés GMA
és LCA hatasara, azaz GMA—-GalNAc/o-laktozil- és LCA—o-mannozil-
/a-gliikozil kapcsolatok esetén a sejtfelszinen (nem kozolt adatok).

A WGA™ torzsben sem a WGA (9. ébra), sem a WGA—Neu ¢s a
DSA stimulacié (nem kozolt adatok) nem emelte a nitrogénkotést. Tehat
a lektinkotés hianya (3. tablazat) és a nitrogenaz stimulacié elmaradasa
kovetkezetes volt.

Az A. lipoferum mellett, mas diazotrof baktériumokban is
elemeztilk a WGA, DSA ¢és SNA lektinek hatasat a nitrogénkotésre, igy a
rokon asszociativ nitrogénkotd A. brasilense-ben, valamint a szabadon
€16 nitrogénkotd Azotobacter vinelandii és Klebsiella pneumoniae
baktériumokban. Az A. brasilense Sp7 torzs nitrogendz aktivitdsat a
WGA hozzaadas 3,7-szeresre, a DSA 2,2-szeresre novelte, mig az SNA
nem volt hatassal a nitrogénkotésre (4. tablazat). A baktérium lektink6td
kapacitasa hasonl6 volt az A. lipoferum-éhoz (3. tablazat). Ugyanakkor,
ugyanezek a lektin ingerek nem befolyasoltak az A. vinelandii UW136 és
K. pneumoniae UNF122 torzsek nitrogénkotését, bar valamennyien jol
kotodtek a sejtekhez (4. tablazat).

5.1.5. A lektinkotodés hatasa a nifH, nifA, ginB és ginA gének
expressziojara. Tudjuk, hogy az A. lipoferum nitrogendz enzimének

bioszintézise, a nitrogenaz enzimet kodolo nif gének megnyilvanulasa
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kapacitasa és nitrogénkotése lektinek jelenlétében.

Lektin® Nitrogenaz aktivitas” Specifikus
fluoreszcencia
intenzitas®

A. brasilense Sp7°
lektin nélkiil 1018+100 3614
WGA 37671452 1116+129
DSA 22394300 1328+185
SNA 928+102 12734162
A. vinelandii UW136°
lektin nélkiil 58274633 53%5
WGA 5619+455 23891277
DSA 59324375 25124286
SNA 60021587 26544236
K. pneumoniae UNF122'
lektin nélkiil 2864+332 2742
WGA 3067+386 18544202
DSA 27544368 1634+199
SNA 29454334 18894213

“Lektin hozzaadas (1 pg/107 sejt/ml) 2 ora, nitrogénkotési feltételek
mellett tartott inkubdacio utan. Nitrogénkotés meghatarozas (21, °14, 24)
szerint. °(nmol C,H4/10 sejt/ml), 4 draval a lektin hozzaadas utén.
©(Es25/10” sejt/ml), 3 napos, szilard taptalajon novesztett, FITC-vel jelolt
lektinekkel (40ug/10® sejt/ml) festett sejtek. Az értékek harom fiiggetlen
kisérlet atlagai.
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transzkripcids szintli szabalyozas alatt 4ll (3. 4abra). A kovetkezdkben

tehat azt vizsgéltuk, hogy a lektin stimulusok nitrogénkotést szabalyozo
hatasukat vajon a nifH, nif4, ginB ¢és ginA gének atirodasanak modositasa
révén fejtik-e ki. Valasztasunk a kovetkezOk miatt esett ezekre a génekre.
A nifH gén a nitrogenaz enzimet kodol6 strutraroperon, a nifHDK tagja.
A nifA gén terméke, a NifA fehérje, aktiv formaban, a nifH gén
expresszidjanak pozitiv szabalyozoja. A ginB gén terméke, a Py fehérje a
NifA fehérje aktivitdsanak szabalyozaséban vesz részt. A glnA gén pedig
a glutamin szintetdz (GS) enzimet kodolja, ez az enzim készit a
nitrogénkdtési folyamat végtermékébol, az ammonidbol glutamint, amely
aztan a sejt tovabbi nitrogéntartalmt molekulainak felépitéséhez szolgal
forrasul.

A vad tipusu és a WGA torzsekbe bevittlik ezen gének
promotereinek a B-galaktoziddz enzim génjével, a lacZ génnel alkotott
transzkripcios promoter fUzidit, azaz a nifH-lacZ, nifA-lacZ, ginBA-lacZ
és glnA-lacZ promoter fuzidkat, sorrendben a pAB358, pAB576,
pAB904 ¢és pAB912 plazmidokon. Mértik a plazmid-eredetli J3-
galaktozidaz aktivitist WGA, WGA-Neu, DSA, SNA és MAA
stimulécid hatasara, nitrogénkotési feltételek mellett.

A promoter aktivitisokat a vad tipust torzsben vizsgalva azt
kaptuk, hogy a WGA, WGA-Neu és DSA novelték a nifH-lacZ, nifA-
lacZ és ginBA-lacZ fuzidk expresszidjat (10. dbra). Sorrendben a WGA,
WGA-Neu és DSA ingerekkel kapott B-galaktoziddz aktivitdsok

a nifH-lacZ tuzi6 esetén 2,9-, 1,8-, és 1,8-szor,
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a nifA-lacZ fuzio esetén 5,7-, 3,3- és 5,2-sz0r,

a glnBA-lacZ esetén 2,6-, 1,5- és 2,1-szer
voltak nagyobbak, mint a megfelel6 nem stimulalt P-galaktozidaz
aktivitasok. Eszre kell venniink azt is, hogy a WGA, WGA-Neu és DSA
mindharman azok a lektinek, melyek a baktérium sejtfelszin GlcNAc
cukorcsoportjaihoz kapcsolédnak (2. és 3. tablazat). A NeuNAc-
specifikus lektinek, igy az SNA és MAA egyike sem befolyésolta egyik
fuzid transzkripciojat sem. Tovabba, a gind-lacZ f0zid expresszidjat
egyik lektin inger sem stimulalta (10. dbra).

A WGA™ torzsben, mint ahogy azt vartuk is, lektin stimulus
hatdsara megnovekedett promoter—fizio transzkripcidt nem mutattunk ki
(nem kozolt adatok).

Mind a vad tipusu, mind a mutans hattérben kapott gén expresszios
eredmények megegyezést mutattak a nitrogendz enzim stimulacid
eredményeivel (10. &bra).

Tudvan, hogy a nifH gén atirodasa kozos a nifDK egységgel a
nifHDK operonban, a nifH-lacZ faziokkal kapott eredményekbdl
logikusan kiolvashato volt, hogy a lektin inger hatdsara megnovekedett
nifH gén expresszio tobb molekula dinitrogenaz reduktaz és dinitrogenaz
termelddését  eredményezi, mely  elvezethet egy  fokozott
nitrogénkotéshez.

A nif4 és ginB szabalyozogének esete mar nem volt egyértelmd.
Semmi irodalmi hivatkozés nem utalt arra, hogyha az ezen génekrdl

termel6do fehérjék nagyobb mennyiségben vannak jelen a sejtben, akkor
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a nitrogénkotés néni fog. Ezért a vad tipusu torzsbe, extra kopidban,

funkcionalis, azaz teljes nif4 és ginB géneket vittiink be, sorrendben a
pAB53 és pAB914 plazmidokon és mértiikk a sejtek nitrogénkotését (5.
tablazat). WGA stimulus hidnyaban, a nitrogenaz aktivitas 2,1-szer (nif4)
és 2,4-szer (glnB) volt nagyobb, mint a sziil6térzsben, amiben a
megfeleld génnek csak egy, kromoszomalis kopidja volt taladlhato. A
WGA hozzaadas a nitrogénkotésben tovabbi novekedést mar nem
eredményezett. A kisérletet, a vad tipushoz hasonléan, a WGA ™ toérzsben
is elvégeztik. A mutans torzs nifd és ginB merodiploid szarmazékaiban
hasonlé szintli nitrogénkoté kapacitdst mértiink, mint a vad tipusu

hattérben, WGA jelenlétében és hianyaban egyarant (5. tablazat).

5. tablazat. Extra kopia nif4 (pAB53) és ginB (pAB914) géneket hordoz6
vad tipusu és a WGA ™ sejtek nitrogénkotése, WGA jelenlétében

Nitrogenaz aktivitas®

Torzsek - WGA + WGAY
SpBr17R (vad tipus) 71655 2019+170
SpBr17R (pABS53) 1520+142 1600£122
SpBr17R (pAB914) 1704+105 1533186
WGA 663161 624143

WGA (pABS53) 1459+157 1436162
WGA™ (pAB914) 1597+127 1653+113

Lektin hidnyaban vagy 4 oraval a lektin hozzaadas utan mérve (nmol
CoHy/107 sejt/ml). Lektin  hozzaadas (1 pg/107 sejt/ml) 2 ora,
nitrogénmentes taptalajban, 0,5 % oxigén koncentracié mellett végzett
nitrogendz derepresszio utan. Az értékek harom fliggetlen kisérlet atlagai.
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5.1.6. WGA-koté komponens kimutatisa és izolalasa a

baktérium sejtkapszulajabol. Amikor a vad tipusu sejteket fluoreszcens
festékkel jelolt WGA-val kezeltiik, majd a sejtek lektinkotését vizsgaltuk
ultraibolya  fényben epifluoreszcens mikroszkoppal (7. d&bra),
egyértelmiien megmutatkozott, hogy a WGA dontéen a sejtek
kapszuldjahoz kotodik. Ezért a  WGA-kotd  alkotdéelemeket a
sejtkapszuldban, és elsoként annak is fehérje alkotorészei kozott
kerestiik. Megkiséreltiik azonositani a kapszuldris fehérjéket, és kozottik
megtaldlni a WGA-kot6 komponenseket. A sejtekrdl kapszularis anyagot
oldottunk le és a preparatum fehérje komponenseit SDS-poliakrilamid
g€l elektroforézissel szétvalasztottuk (11. 4bra).

A vad tipusu és a mutans kapszula preparatumok fehérjemintazatai
hasonldak voltak. Hat kiilonallo polipeptid volt megfigyelhets. Meg kell
jegyezni, hogy a 32 kDa komponens, intenzitdsa alapjan, megfelelhet két,
szorosan egyiitt vandorlé polipeptidnek is. A 45 kDa polipeptid
megegyezik az A. lipoferum 4B torzs laterélis flagelldinak 45 kDa, a
>116 kDa polipeptid némileg nagyobb, mint a 4B torzs polaris
flagellainak 110 kDa fehérjekomponensei (Alexandre €s mtsai., 1999).

Hogy a kapszula mintazatokban WGA-ko6t6 fehérjéket keressiink, a
fehérjemintazatokat Western blot eljarassal nitrocellul6z membréanra
vittik, majd a membranokat digoxigenin—konjugalt WGA-val,

enzim—immunodetekcidos  eljarassal  hivtuk el6 (11B.  ébra).
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11. abra. A feltételezett WGA-kotd receptor kimutatasa. (A) A kapszula
fehérjék vandorlasi mintdzata SDS—poliakrilamid gélben. (B) DIG—jelolt
WGA-val eléhivott Western blot. (C) Az SDS-PAGE mintazat Schiff

festddése. a, vad tipusu torzs; b, WGA ™ torzs; M, molekulasuly mérték
(kDa).

WGA-kotést mutato jelet csak a vad tipust prepardtumban kaptunk. A jel
megfelelt a fehérjemintazat 32 kDa polipeptidjének. A mutans torzs
kapszula prepardtumanak mintdzatdban WGA-t k6td komponenst nem
talaltunk. A vad tipusu preparatumbol készitett SDS-PAGE mintézatot
Schiff-festéssel is elemeztik (11C. 4&bra). Ez az eljardés a
fehérjemintazatbdl a glikozilalt polipeptideket mutatja ki, a fehérjék

cukorcsoportjainak aldehiddé oxidalasaval és az aldehidek specifikus
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szinreakcioval torténé kimutatdsaval. A  fehérjemintdzatban egy

Schiff—pozitiv jelet kaptunk, amely a 32 kDa polipeptidnek felelt meg.

Kovetkezd 1épésben, a vad tipusu torzs kapszula preparatumébol
elvalasztottuk a WGA-kotd alkotérészt. Ehhez  WGA-affinitas
kromatografiai eljarast alkalmaztunk. A kapszula preparatumot
agar6z—matrix-hoz kotott WGA-val toltott kromatografids oszlopra
vittik. A WGA-hoz kotddni képes kapszula komponenseket a matrix
visszatartotta, mialatt a nem kotddo alkotorészeket a matrixbol kimostuk
(attoré frakcid). Ezutdn a megkotddott komponenseket, a WGA
cukorkotési specifikussaganak megfeleléen, nagy feleslegben adott N-
acetil-D-gliikozaminnal valasztottuk le a matrixrol (eludlt frakciok).
Mind az 4ttor6, mind az eludlt frakciokat SDS-poliakrilamid gél
elektroforézissel elemeztiik (12. dbra).

fgy a vad tipusu kapszula preparatumbol egy 32 kDa
molekulasulyu fehérjét valasztottunk el, melyet az e2 és e3 elualt
frakciokban mutattunk ki. Ez a fehérje ugyanakkor nem volt jelen az
attor6 frakcioban. Ezért feltételezhetd, hogy ezt a komponenst a kapszula
alkotoérészek koziil a WGA-matrix specifikusan tartotta vissza. Az igy
elvalasztott komponens molekulasulyban egyezett a
DIG-immunodetekcios kisérletben kimutatott WGA-kté komponenssel

(11. abra).
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12. abra. A WGA-kotd receptor izoldldsa WGA  affinitas
kromatografiaval. A fehérjék vandorlasi mintdzata SDS—poliakrilamid
gélben. (A) vad tipusu torzs. (B) WGA ™ torzs. n, nem frakcionalt

kapszula; t, attoré frakcio; e2, e3, eludlt frakciok. M, molekulastly
mérték (kDa).

A WGA™ torzs kapszula preparatumaval is elvégeztiik az affinitas
kromatografids elvalasztast (12B. &bra). A frakciok SDS-PAGE
elemzése megmutatta, hogy a 32 kDa komponens nem volt jelen az elualt
frakciokban, vagyis nem kotodott a WGA-—matrixhoz. Ezzel szemben
megjelent az attord frakcidban, ami szintén azt tamasztja ald, hogy ezt a
polipeptidet a WGA—matrix nem tartotta vissza.

A WGA—-immunodetekcids, a Schiff festési és a WGA-—affinitas

kromatografias kisérletek eredményei alapjan feltételezziik, hogy a 32
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kDa kapszula fehérje egy WGA-KotO receptor, vagy annak egy

alkotoeleme lehet az A. lipoferum sejtfelszinén.

5.2. Nitrogénkoto asszociaciok rizsben és buzaban: az A. brasilense és
a H. seropedicae baktériumok kolcsonhatasa magyar rizs és biiza

fajtakkal

5.2.1. Pilota Kkisérletek: optimalis oltobaktérium mennyiség
becslés. Bevezetd kisérletsorozatunkban két kérdésre kerestiink valaszt,
mivel ide vonatkozé irodalmi adatok nem voltak ismertek:

— Pozitiv hatassal van-e a két baktérium faj oltasa a
novénynovekedésre a kivalasztott magyar rizs- €s buzafajtak
esetén?

— Ha igen, akkor milyen baktérium dézissal kell oltanunk a
novényeket, hogy optimalis ndvekedésserkentést érjiink el?

A kisérletekhez Karmina fajtdju rizs és Mv-23 fajtaju buza
csirandvényeket neveltiink mesterséges taptalajon, kémcsdben. Harom
napos csirandvényeket oltottunk az A. brasilense CdR és a H.
seropedicae Z67R torzsek folyadéktenyészeteinek kiilonbozé dodzisaival.
A gyokértomeg valtozast értékeltiik, 28 nappal az oltas utan (13. dbra).

Megallapitottuk, hogy a rizs novények gyokértomegét a CdR
oltébanyag minden ddzisa novelte. Leghatékonyabban akkor, ha 10"-10°
sejt/ml  baktériumot oltottunk novényenként. Ekkor a novények

gyokértomege 2,0-2,1-szeresre ndtt. Megfigyeltiik, hogy még 10"
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sejt/ml baktérium is pozitiv hatdst volt. A Z67R oltéanyag kisebb,

10°-107 sejt/ml sejtkoncentracioban volt hatékony, 1,9-szeres legnagyobb
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13. abra. A CdR és Z67R torzsek folyadék oltdanyagainak hatasa
mesterséges taptalajon nevelt Karmina rizs (A) és Mv-23 buza (B)
novények gyokértomegére, 28 nappal az oltas utan. ‘g sejt/ml. N, nem
oltott ndvény. Az oltéanyagok nitrogenaz aktivitasa 1263 nmol C,Hy/10
sejt/ml (CdR tdrzs), 715 nmol C,H4/107 sejt/ml (Z67R torzs) volt. Az
értékek harom fiiggetlen kisérlet hadrom péarhuzamosanak 4tlagai. A
hibasavok az atlagok standard eltérését mutatjak.
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gyokértomegii novényeket adva. 10° sejt/ml és ennél tobb baktérium

oltdsa mar visszavetette a gyokérfejlodést, kozel felére csokkentve a
gyokértomeget.

A buza novények gyokértomegét a CdR torzs széles, 10°-10°
sejt/ml dozistartomanyban, jelentosen, 40,0-50,0 %-kal novelte. Ennél
tobb baktérium oltdsa mar nem volt hatékony. A Z67R torzzsel oltaskor
107 sejt/ml baktérium maximalisan 9,3 % gyokértomeg gyarapodast
eredményezett. Nagyobb oltobaktérium siiris€ég mar nem volt pozitiv
hatasti. Soét, hasonldéan a rizs oltashoz, gyokértomeg csokkenést is
okoztunk, ha 10" sejt/ml baktériumot oltottunk a névényekre.

Az eredményekbdl kiolvashato volt, hogy mindkét baktérium oltasa
pozitivan hatott mind a rizs, mind a btza gyokérfejlédésére, azonban a
jotékony hatds dozisfiiggd volt. Megallapitottuk, hogy 107 sejt/ml
sejtkoncentracidju oltdanyagokkal lesz célszerti dolgoznunk mind a rizs,
mind a buza novényhdzi tenyészedényes oltasi kisérleteiben, mindkét

oltbanyag esetén.

5.1.2. A rogzitett (immobilizalt) sejtes oltoanyagok eléallitasa és
jellemzése. A tenyészedényes novényoltdsokhoz a  baktérium
oltéanyagok két forméjat hasznaltuk: folyadéktenyészetet és rogzitett
sejtes kultarat.

A rogzitett sejtes oltéanyag eldallitasdhoz a hordozoanyag
preformalt cellulézgydngy (Mavicell N¥) volt. A rogzitést az Anyagok és
Modszerek-ben  leirtak  szerint ~ végeztik, a  Mezdgazdasagi

Biotechnolégiai Kutatokézpont Molekularis Genetika Csoportjaval
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egyiittmiikddve. A novényoltasok eldtt, a CdR és Z67R torzsek rogzitett

sejtes oltdanyagaival lombiktenyészetekben  tartamkisérleteket
végeztiink. A sejtrogzités soran az oltobaktériumok a preformalt
cellulézgyongy kiilsé és belsd mikroporusainak feliiletéhez kotddnek. A
rogziilt sejtek szaporodoképességiiket hosszabb ideig megtarthatjak, mint
folyadéktenyészetben, ha a cellulézgyongy mikropodrusaiban kialakult
mikrokornyezet ezt kedvezden tudja tamogatni. A lombikkisérletek célja
az volt, hogy nyomon kovessiik, hogy a baktériumot hordozd
cellulézgyongyokbdl mennyi ideig, milyen sejtszamu és nitrogénkotési
kapacitasu sejtpopulacid képes kiszaporodni. A rogzitett sejtes
oltbanyagot az Anyagok ¢és Modszerekben leirtak szerint minimal
taptalajba oltottuk (7 g rogzitett sejtes cellulozgyongy/100 ml taptalaj) és
inkubaltuk. A kirajzott sejtpopuléciot minden 48 oraban eltavolitottuk a
gyongyok friss taptalajjal valé mosésaval. A tartamkisérletet 6tven napig
végeztik, a kirajzé populécio jellemzését a 2., 30. és 50. napon végeztiik
el, sejtszam ¢és nitrogendz aktivitds meghatdrozéassal (6. tablazat). A
cellulézgyongyok a tartamkisérlet soran nem mallottak szét.

A rogzitett CdR sejteket tartalmazo oltdanyag, még 50 nap elteltével is,
kozel azonos szamu (1,0-1,5x10® sejt/ml) és nem csokkent nitrogenaz
aktivitasu (716—828 nmol C,H,/10 sejt) sejteket termelt. Bar a rogzitett
7Z67R sejteket hordozd oltdéanyag is jelentds mennyiségli sejtet
szolgaltatott (5,9-8,0x107 sejt/ml), azonban a sejtek nitrogénkdtése 64,2
%-kal csokkent a vizsgalati periodus végére (800 szemben 286 nmol

C,H4/107 sejt).
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6. tablazat. Rogzitett sejtes CdR és Z67R oltdéanyagokbol kiszaporodo
baktérium populacio sejtkoncentracioja €s nitrogénkstd kapacitésa,

lombikkisérletben
Napok Sejtszam® Nitrogenaz aktivitas”

CdR t6rzs

2 1,5+0.2 x 108 752 + 49

30 1,0+ 0,22 x 108 716 + 53

50 1,3+0,3 x 108 828 + 83
Z67R torzs

2 5,9+0,3 x 10’ 800 + 47

30 6,3+ 0,3 x 10’ 426 + 32

50 8,0+0,2x 107 286 + 23

“sejt/ml a taptalajban. "nmol C,H,/10” sejt. Nitrogenaz aktivitasok (0.
nap): 918 nmol C,H/10 sejt (CdR tdrzs) és 1005 nmol CoHy/10 sejt
(Z67R torzs). Sejtszam (0. nap): 2-8x 10" sejt/ml taptalaj. Az értékek
harom fiiggetlen kisérlet atlagai.

5.2.3. Nitrogénkoto egyiittélések létrehozasa és jellemzése.
Karmina, Sandora és Ringola rizsfajtdkat, valamint Mv—23 buzafajtat
oltottunk a CdR és Z67R torzsek folyadék és rogzitett sejtes
oltéanyagaival. A folyadéktenyészetek sejtszamat az 5.1.1. fejezetben
leirtak szerint allitottuk be, a rogzitett sejtes oltdéanyagot kiilonbozo
dézisokban alkalmaztuk. A novekedésserkentést a gyokér- és
szartomegek mérésével jellemeztiik, 28 nappal az oltds utan. Leirtuk a
baktériumok megtelepedését, és mértiik nitrogénkotésiiket a gyokérben
¢s a szarban. Tovabba, nyomon kovettiik a baktériumok tulélését a

rizoszféraban. Megfigyeltiik, hogy a rizoszféraban, a rogzitett sejteket
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hordozé cellulézgyongyok 28 nappal az oltds utdn még nem mallottak

szét.

5.2.3.1. Rizs oltasi kisérletek Karmina fajtaval (14. dbra). A CdR
torzs folyadéktenyészetével tortént oltds 46,1 %, a rogzitett sejtes
oltéanyaggal valé kezelés, feliilmilva a folyadéktenyészet hatasat,
maximum 96,1 % gyokértomeg novekedést valtott ki (14A. abra). A
szartomeget a folyadéktenyészettel oltds 39,8 %-kal novelte. Az
immobilizalt sejtes oltdanyaggal vald kezelés a szartomeget szintén
pozitivan, de kevésbé befolyasolta (14,4-24.,5 % novekedés). Mindkét
oltbanyagforma sejtjei hatékonyan kolonizaltdk a novényeket, mind a
gyokérfelszint, mind a novénybelsét. A folyadék oltdanyag sejtjei
legnagyobb szamban a gyokérfelszinhez szorosan kotédve és a gyokér
belsé szoveteiben telepedtek meg (5,0x10° sejt/100 mg gyokér) (2.

frakcio). Az immobilizalt sejtes oltdoanyagbdl kirajz6 baktériumok
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intenziven kolonizaltak a szar belsdé szoveteit is (3,2><106—2,5><107

sejt/100 mg szar) (3. frakcid). Mértiikk tovabba a kolonizal6 baktériumok
nitrogénkdotését is a novények gyokerében €s szardban (7. tablazat). A
gyokeret kolonizald baktériumok aktiv nitrogénkotok voltak, fliggetlentil
az oltbanyagformatél (2856-3014 nmol C,H,/10" sejt nitrogenaz
aktivitas). A szarat kolonizalo baktériumok nitrogendz aktivitdsa némileg
alacsonyabb volt a gydkeret kolonizalokénal (23122527 nmol C,H4/10’
sejt).

7. tdblazat. A kolonizal6 baktériumok nitrogénkotése Karmina novények
gyokérében és szaraban

Oltas Nitrogenaz aktivitas®
gyokér szér

CdR torzs

P 3014 £342 2527+ 82
20° 2856 +200 2312 + 56
Z67R torzs

F° 1816 + 160 1112+ 42
10 2023 +291 1386 37

“nmol C,H4/10” sejt, 28 nappal az oltas utan. "folyadék tenyészet. 20
gyongynyi, 10 gyongynyi rogzitett sejtes tenyészet (lasd 14. abrat is). Az
értékek harom fuggetlen kisérlet két parhuzamosanak atlagai. A nem
oltott kontrol ndvényekben nitrogénkotés nem volt mérheto.

Amikor a Z67R torzs folyadék és immobilizalt sejtes tenyészeteivel
oltottunk Karmina novényeket, a kisérletsorozatok minddssze 67 %-aban
kaptunk megbizhat6 pozitiv eredményt (14B. 4dbra). A folyadéktenyészet
2,6x10° sejtje (5ml) 37,9 %-kal, az immobilizalt sejtes oltéanyag 10

gyongynyi mennyisége, amely 1,5x10® sejtet  tartalmazott a
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cellulozgyongyokhoz rogzitve, 74,7 %-kal nagyobb gyokértomeget

eredményezett. Ennél t5bb gyonggyel valo oltas (= 3,0x10® rogzitett sejt)
mar nem valtott ki tobbletnovekedést. A folyadéktenyészettel kezelés
jelentds, 45,7 %-os szarnovekedést adott, mig az immobilizalt sejtes
kultaraval valdé oltas kevésbé volt hatékony (7,6—-13,1 % novekedés).
Hasonld mennyiségli sejtet jegyeztiink fol a gyokérfelszinhez lazan
kotddve (1. frakcid), illetve a gyokérfelszinhez szorosan kotddve és a
gyokérbelsében egylittesen (2. frakcio), fliggetleniil az inokulum
formajatél és dozisatol (1,2—3,2x10° sejt/100 mg gydkér). A szarban
alacsony szintli sejtmegtelepedést taldltunk (3,2—6,4><103 sejt/100 mg
szar). Hasonldoan a CdR torzs sejtjeihez, a gyokérben a kolonizald
baktériumok intenziven kototték a nitrogént (1816—2023 nmol C,Ha/ 107
sejt) (7. tablazat), meghaladva az oltdanyag in vitro nitrogénkotd
kapacitasat (vesd Ossze 14. dabra labjegyzetével). A szarban €16
baktériumok is aktiv nitrogénkotdék voltak (1112-1386 nmol C2H4/107
sejt).

Azonban ugyanazon kisérleti koriilmények kozott, a kisérletek tobb
mint egyharmad részében, a Karmina novények Z67R torzzsel oltasdnak
az elénye nem mutatkozott meg: a gyokértomeg nem novekedett,
esetenként csokkent (37,5 %-kal), mig a szar nem vagy mérsékelten
gyarapodott (8,1 %-kal) (nem kozolt adatok). Ezzel parhuzamosan
kimutattuk, hogy kiilonlegesen sok baktérium kolonizélta a szarbelsot,
féleg ha immobilizalt sejtes kulturat hasznaltunk. Akkor ez elérte az

5,0x10° sejt/100 mg szar értéket is (nem kozolt adatok).



91
Tovabba, vizsgaltuk az oltdanyagok tulélését és nitrogénkotését a

novények rizoszféra talajdban is (8. tablazat). Lattuk, hogy a CdR
oltébanyag, mindkét formaban, az oltds utani elsé héten drasztikusan
pusztult. A Kkisérleti periodus végére azonban az immobilizalt sejtes

oltéanyagbol kirajzé baktériumok szama mar kozel tizszeresen

8. tablazat. A CdR és Z67R torzsek tulélése a Karmina novények
rizoszférajaban

Napok az Sejtszam a rizoszféraban”
oltas utan Inokulum dozis®
F | 5 [ 10 [ 20 | 30
CdR t6rzs
2 32x10% | 1,7x107 | 3,5x 10" | 7,0x 107 | 1,0 x 10
7 40%x10° | 7.4x10* | 23x10° | 32x10* | 2.3 x 10°
28 88x10% | 2.6x10° | 51x10° | 7.5%x10° | 3.8 x 10°
Z67R torzs
2 2,6x10% | 7,5x107 | 1,5x10% | 3,0 x 10® | 4.5 x 10
7 1,0x10° | 1,0x10° | 7.6 x10° | 1,1 x10° | 1,3 x 10°
28 27x10° | 1,7x10° | 1.3x10* | 1,5x10° | 1,8 x 10°
Nitrogenaz aktivitas®
CdR t6rzs
2 1318 1017
28 767 ND ND ND 1226
Z67R torzs
2 1027 916
28 318 ND ND ND 582

sejt/g rizoszféra talaj. A folyadék és immobilizalt sejtes oltdanyagok
kiinduldsi sejtkoncentracija €és nitrogendz aktivitdsa a 14. &bra
labjegyzetébol. ®Oltas 5 ml folyadék (F) és 5, 10, 20, 30 gyongynyi
immobilizalt sejtes kultaraval. “nmol C,Hy/ 10’ sejt. Az értékek harom
fuggetlen kisérlet atlagai. A standard eltérés minden esetben kevesebb
volt, mint az adott érték 12 %-a.
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meghaladta a folyadéktenyészet tuléld sejtjeinek szamat (2,6—7,5><103

szemben 8,8x10? sejt/g rizoszféra talaj). A Z67R torzs sejtjeinek
megoszlasa is hasonld mintdzatot mutatott, de az immobilizalt sejtes
oltbanyag elénye itt nem mutatkozott meg, a baktérium talélését nézve
(8. tablazat). Mig a folyadék oltoanyagok sejtjei mindkét baktérium
esetén jelentdsen vesztettek nitrogénkotési képességikbdl, addig a
cellulozgyongyon  rogzitett sejtekbol  kirajzo — utdodpopulacié a

nitrogénkotési kapacitasat hatékonyan Orizte meg (8. tablazat).

5.2.3.2. Rizs oltasi kisérletek Sandora és Ringola fajtaval. A
Sandora és Ringola fajtdkat a CdR és Z67R  torzsek
folyadéktenyészeteivel kezeltiik.

Amikor a Sandora novényeket a CdR torzzsel oltottuk, 20,3 %
gyokértomeg és 5,1 % szartomeg gyarapodast kaptunk (9. tablazat).
Hasonl6 mennyiségli baktérium tapadt lazdn a gyokérfelszinhez (1.
frakci6), mint a gyokérfelszinhez szorosan kotodott és a gyokérbelsdben
megtelepedett baktériumok egyiittes szama (2. frakcid) (5,1x10° és
7,1x10° sejt/100 mg gyokér). Ugyanakkor feltinden alacsony
szarkolonizéaciot mutattunk ki (2,6><102 sejt/100 mg szar).

A Z67R torzs oltas nem befolyasolta a gyokérnovekedést, azonban
15,3 % széartomeg gyarapodast valtott ki. A kolonizalé baktériumok
eloszlasa a ndvényben a CdR torzs megoszlasi képével egyezett: 2,4x10°
és 4,8x10° sejt/100 mg gyokér baktériumot szamoltunk meg a gyokér 1.
¢s 2. frakciokban, a 3. frakcioban pedig 2,6x10° sejt/100 mg szar

baktérium telepedett meg.
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A Ringola fajta oltasakor megallapitottuk, hogy a novények

novekedését mindkét torzs oltasa karosan befolyésolta (9. tablazat). 8.4

%-kal csokkent a gyokértomeg, szarnovekedést pedig nem talaltunk. A

9. tablazat. A CdR és Z67R torzs oltasanak hatdsa a Sandora és Ringola

fajtara
Inokulum”®
nem inokulalt | CdR Z67R

Sandora fajta
tomeg, gyokér 113+£9 136 £ 12 113+7
mg szar 39+2 41+2 45+ 4

1. frakcio 5,140,7 x 10° | 2,4+0,2 x 10°
CFU? 2. frakeid 7,120,8 x 10° | 4,8+0,6 x 10°

3. frakcio 2,6£0,3 x 10% | 6,5£0,5 x 10°
Ringola fajta
tomeg, gyOkér 131 £11 120 + 13 120 £ 15
mg szar 43 +2 44 £3 43£5

1. frakcio 5,740,5 x 10* | 1,1£0,2 x 10°
CFU* 2. frakcio 2,740,3x 10° | 4,9+0,3x 10°

3. frakcio 1,540,5x 10* | 3,120,7x 10°

’CFU, a kolonizalo baktériumok szama 100 mg gydkérben/szarban.
*Oltas 5 ml folyadéktenyészettel. Baktérium megtelepedési mintazat: (1.
frakcio) a gyokérfelszinhez lazdn kotédott; (2. frakeid) a
gyokérfelszinhez szorosan kotodott és a gyokérbelsdben megtelepedett
baktériumok egylittesen; (3. frakcid) a széarbelsdben megtelepedett
baktériumok. Az oltdéanyagok sejtkoncentracidja és nitrogenaz aktivitasa:
3.2 x 107 sejt/ml és 2416 nmol C,H4/107 sejt (CdR torzs); 2,2 x 10’
sejt/ml és 1526 nmol C2H4/107 sejt (Z67R torzs). A nem inokulalt
novényekben oltobaktériumot nem mutattunk ki. Az értékek harom
fiiggetlen kisérlet két parhuzamosanak étlagai.
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CdR torzs oltasakor a szarban tizedrésznyi kolonizalé baktériumot

talaltunk (1,5x10" sejt/100 mg szar) (3. frakcid), mint a gydkéren és a
gyokérbelsében (2,7x10° sejt/100 mg gydkér) (2. frakcid). A Z67R torzs
sejtjei legnagyobb szamban lazan kotodtek a gyokérfelszinhez (1,1 x10°
sejt/100 mg gyokér) (1. frakcid), a szarbels6ben ezredrésznyi
baktériumot szamlaltunk (3,1x10° sejt/100 mg szar) (3. frakcio).

A 28 napos Sandora novények gyokerében mind a CdR torzs, mind
a Z67R torzs sejtjei aktivan kototték a nitrogént (2216 és 1116 nmol
C,H4/10 sejt) (10. tablazat). A szarban is jelentds nitrogenaz aktivitast
mértiink (1129 és 1152 nmol C,Hy/10” sejt). A Ringola névényekben
csak a CdR torzs sejtjei és azok is csak a gyokérben mutattak szamottevd

szamottev nitrogénkotést (1114 nmol C,H4/107 sejt).

10. tdblazat. A kolonizal6 baktériumok nitrogénkotése Sandora és
Ringola novények gyokérében és szaraban

Nitrogenaz aktivitas®
Novény Oltdanyag®
CdR Z67R

Sandora

gyokér 2216 £ 186 1116 £ 160
szar 1129 +£20 1152 £13
Ringola

gyokér 1114 £ 42 527+ 82
szar 156 + 20 232 £26

“nmol C,H4/10” sejt, 28 nappal az oltas utan. ° 5 ml folyadéktenyészet
(lasd 9. tablazat labjegyzet). Az értékek harom fliggetlen kisérlet két
parhuzamosanak atlagai. A nem oltott novényekben nitrogénkotés nem
volt mérhetd.
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Sem a Sandora, sem a Ringola névényeknél nem vizsgaltuk az

oltobaktériumok tulélését a rizoszféraban.

5.2.3.3. Buza oltasi kisérletek.

Az Mv-23 buzafajta oltasat a CdR és a Z67R torzseknek mind
folyadék, mind immobilizalt sejtes kulturaival elvégeztiik (15. abra).

A CdR oltotorzsnek mindkét formaja novelte a gyokértomeget
(15A. abra). Az immobilizalt sejtes kultaraval kezelés hatékonyabban
serkentette a novekedést. A folyadéktenyészet 3,1x10% sejtje (5 ml) 34,0
% gyokértomeg gyarapodast valtott ki. Ezzel szemben 20 gyongynyi
immobilizalt sejtes oltdanyag, mely minddssze 6todrésznyi, 6,2x10’
rogzitett  baktériumsejtet  hordozott, kozel megkétszerezte a
gyokértomeget, de még 5 gydngy oltasa (1,5 x 107 sejt rogzitett sejt) is
hatékony volt (26,6 % novekedés).
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Szarnovekedés egyik oltdoanyagformdaval sem volt megfigyelhetd. Bar a

rogzitett sejtes oltdbanyagbol kirajzo sejtek hatékonyabban lepték el a
gyokérfelszint, mint a folyadéktenyészetéi (5,0x10° szemben 2,5x10*
sejt/100 mg gyokér), a kolonizacidés szint azonban a megfeleld 2.
frakciokban mar kozel azonos volt (1,2—6,3><106 sejt/100 mg gyokér).
Eszrevehetd tovabba, hogy a szarbelsében, immobilizalt —sejtes
oltéanyaggal oltaskor, csak tizedannyi baktérium telepedett meg, mint a
folyadéktenyészettel oltaskor (1,6—8,0><104 szemben 4,0 x10° sejt/100
mg szar).

Ezzel szemben a buza novények Z67R torzzsel oltasa kifejezetten
karos volt (15B. abra). 28,3 % gyokértomeg csokkenés adddott a
folyadéktenyészettel oltaskor (3,0x10° sejt). A rogzitett sejtes kultura
negativ hatéasa is hasonlé mértéki volt (33,1-24.8 % csokkenés), még a
legkisebb dézisban is (1,3x10% rogzitett sejt). A szarndvekedés is
visszamaradt mindkét oltdanyagforma alkalmazéasa esetén (6,0-22,5 %
csokkenés). Foleg a nagy adagu rogzitett sejtes oltéanyaggal oltas (20
gyongy, benne 5,4x10° rogzitett sejt,) kros hatasa volt szembeszoké. A
gyokérfelszin laza kolonizaciojaban lényeges kiilonbség nem mutatkozott
a két oltdanyagforma kozott (2,5x10'-1,0x 10° sejt/100 mg gydkér).
Azonban folyadéktenyészettel oltaskor a gyokér 2. frakcid erdteljes
invaziojat tapasztaltuk (6,3x107 sejt/100 mg gyokér). A szarbelsGben
megtelepedett baktériumok szama 7,9x10°-7,9 x10° sejt/100 mg szar

kozott ingadozott, fliggetleniil az oltdéanyagformatol és ddzistol.
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A gyokeret kolonizaldo CdR sejtek erdteljesen kototték a nitrogént

(4812 és 4556 nmol C,H4/10 sejt), a szarban laké sejtek mérsékeltebben
(2827 és 2612 nmol C,H,/107 sejt), fiiggetleniil az oltbanyagformatol (11.
tablazat). A Z67R sejtek nitrogénkotése mérsékelt volt, mind a

gyokérben, mind a szarban.

11. tdblazat. A kolonizal6 baktériumok nitrogénkotése az Mv—23
novények gyokerében ¢s szardban.

Oltas Nitrogenaz aktivitas”
gyokér Szar

CdR torzs
FP 4812 + 306 2827 £102
20° 4556 + 308 2612 £ 87
Z67R torzs
F° 811 +113 513 £42
20° 923 £ 190 696 58

“nmol C,H4/10" sejt, 28 nappal az oltds utan. “folyadék tenyészet. 20
gyongynyi rogzitett sejtes tenyészet (lasd 15. abra is). Az értékek harom
fuggetlen kisérlet két parhuzamosanak atlagai. A nem oltott kontrol
novényekben nitrogénktés nem volt mérhetd.

Az oltobaktériumok tulélését a novények rizoszférajaban vizsgalva
a kovetkezoket talaltuk (12. tablazat): a CdR torzs folyadéktenyészete 1
héttel az oltds utan még kozel az oltaskori sejtszam-szintet biztositotta,
azonban ez a vizsgalati periodus végére ezredrésznyire csdkkent (7,6x10’
és 8,0x10* sejt/g rizoszféra talaj). Az immobilizalt sejtes oltdéanyag 1
héttel az oltas utan a folyadéktenyészettel megegyezd mennyiségu
baktériumot bocsatott ki a rizoszféraba (1.2x10'-6,2x10"  sejt/g
rizoszféra talaj), az oltasi dozistol fliggetleniil. A vizsgalati periddus

végére ez azonban mar joval meghaladta a folyadéktenyészettel
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bejuttatott, még életképes sejtek szamat: a legkisebb dozisban 1,8-szor

(1,5x10° sejt/g rizoszféra talaj), mig a legnagyobb dozisban 47,5-szer

t5bb (3.8x10° sejt/g rizoszféra talaj) él6 sejtet biztositott a rizoszféraban.

Nitrogénkotési aktivitasukat mindkét

12. tdblazat. A CdR és Z67R torzsek tulélése az Mv—23 novények
rizoszférdjaban

Napok az Sejtszam a rizoszféraban®
oltas utan Inokulum dozis®
F 5 10 20 30
CdR t6rzs
2 3,1x10% | 1,5%x107 | 3,0x 10" | 6,0x 107 | 9,0 x 10’
7 76x10" | 62x10" | 12x 10" | 3,0x 107 | 4,4 x 10’
28 8.0x10" [ 1.5x10° | 1,7x10° | 1,3x10° | 3.8 x 10°
Z67R torzs
2 30x10% | 1.3x10% | 2.6x10% | 52x10 | 7.8x 10®
7 42%x10° ] 1,8x107 | 2,4x10" | 1,0x 10® | 1,6 x 10’
28 33x10" | 45x10% | 1.8 x 10% | 43 x 10° [5,0 x 10°
Nitrogenaz aktivitas®
CdR to6rzs
2 2266 1423
28 1228 ND ND ND 1857
Z67R torzs
2 2444 841
28 218 ND ND ND 631

* sejt/g rizoszféra talaj. A folyadék és immobilizalt sejtes oltdanyagok

e

kiindulési sejtkoncentracidjat és nitrogenaz aktivitasat lasd a 15. 4bra
labjegyzetében. ®Oltas 5 ml folyadék (F) és 5, 10, 20, 30 gyongynyi
immobilizalt sejtes kultiraval. ‘nmol C,H,/107 sejt, 28 nappal az oltas
utan. Az értékek harom fiiggetlen kisérlet atlagai. A standard eltérés
minden esetben kevesebb volt, mint az adott értékek 10,6 (sejtszam) és
13,5 %-a (nitrogendz aktivitas).
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oltéanyagforma szolgaltatta sejtek egyforméan megtartottak (1228 és 1857

nmol C,H4/107 sejt).

A Z67R torzs folyadéktenyészete az oltds utan egy héttel még jol
talélt (4,2><106 sejt/g rizoszféra talaj), azonban a 4. hét végére erdteljesen
lecsokkent a még €16 sejtek szdma ¢€s azok nitrogénkdotése is (3,3><101
sejt/g rizoszféra talaj; 218 nmol C,H4/10” sejt) (12. tablazat). A sejt
immobilizalas, bar meghosszabbitotta az oltdéanyagnak az életképes ¢€s
nitrogént is kotd sejteket szolgaltatd kapacitasat, [5,0x 10° sejt/g
rizoszféra talaj és 631 nmol C,Hy/107 sejt (30 gydngynyi oltdanyag)],
azonban lathaté volt, hogy az oltéanyag igy is erdsen veszitett a

hatékonysagabol.
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6. Megvitatas

6.1. Az A. lipoferum kolesonhatasa a buza gyokérlektinnel, a
buzacsira agglutininnel (WGA) a nitrogénkoté asszociacio

kialakulasa soran

Az Azospirillum és a gabonafélék kozotti nitrogénkotd asszociacio
1étrejotte és mikodése az asszociativ partnerek egy sor kolesonhatasat
igényli. Ebben a folyamatban fontos 1épés lehet a gyokérlektinek és a
baktérium sejtfelszin szénhidrat alkotérészeinek kolcsonhatdsa. A
Rhizobium—hiivelyes névény szimbidzisban leirt lektin hipotézis szerint
(Bohlool és Schmidt, 1976; Dazzo ¢és Truchet, 1983) a lektinek a
gazdanodvény specificitas egyik meghatarozoi.
szerepérol alig tudunk. A WGA, jol meghatarozott cukorkotd
specifikussdgaval (Miskind és mtsai., 1983), az egyik legjobban
jellemzett tag a gabonafélék szorosan rokon lektinjeinek csaladjaban. A
sejtfelismerésben betoltott szerepén kiviil, a WGA kotodés a sejt szdmos
mas metabolitikus és fiziologiai aktivitasat is befolyasolja (6sszefoglalva
Pusztai, 1991).

Az A. brasilense ¢s az A. lipoferum sejtek felszinén WGA-kotod
receptorok jelenlétét feltételezték, epifluoreszcens mikroszkopids
vizsgélatok alapjan. A WGA kotés mértéke valtozott a tenyészetek
koratdl és a taptalaj szénforrasanak mindségétdl fliggden. Az A.

brasilense lektink6tésében bizonyos foku specificitast is jeleztek (Del
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Gallo és mtsai., 1989; Del Gallo és Haegi, 1990). Lehetséges WGA—-kotd

komponenseket, GIcNAc tartalma lipopoliszacharid—fehérje  ¢és
poliszacharid—lipid komplexeket vélasztottak el a  baktérium
sejtkapszuldjabdl és folyadéktenyészetébdl (Skvortsov és Ignatov, 1998).

Munkéankhoz az A. lipoferum és a buza gyokérlektin, a buzacsira
agglutinin  (WGA) modellrendszert valasztottuk, hogy in vitro
tanulmanyozzuk a baktérium és a gyokérlektin kozotti kapcsolatot, a
baktérium lektinfelismerését és —kotését, és az ebbdl a kolcsonhatasbol
eredd sejtvalaszokat.

Harom tényezdt elemeztiink dsszefliggéseikben:

— a lektinek cukorkoté specifikussagat,

— a baktérium lektink6td receptoraban a cukor oldallancok
mindségét,

— a lektinkotés stimulalo hatdsat a nitrogenaz aktivitasra és
bizonyos, nitrogénkdstésben résztvevd, N-szabalyozott gének
expresszidjara.

gy betekintést nyertink a biiza és az asszociativ baktériuma kozotti
kommunikécié molekularis eseményeinek néhany elemébe.

Tovabba, eredményeink megvitatdsra érdemes gondolatokat
¢bresztettek még:

— a lektin és a bakteridlis receptor kozotti specifikus kémiai

illeszkedést illeten,

— és a target funkcidra (nitrogénkoétésre) iranyulo, lektin

stimulélta jel természetére vonatkozoan is.
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Munkénkban kimutattuk, hogy két GlcNAc—specifikus lektin, a

WGA és a DSA tudja fokozni az A. lipoferum nitrogénkotd kapacitasat,
valoszintileg, miutan a lektinek komplexet képeznek a megfeleld
receptorral a baktériumsejt felszinén. Amikor a lektin—baktérium
kolesonhatas gatolt, mint a WGA™ torzsben latjuk, a lektin kotésbol
eredd, ¢és a nitrogénkotés szabdlyozasi folyamatdba belépd inger is
hianyzik (9. 4abra). Az inger a ndvénnyel asszociacioban €16
diazotrofokra, igy az A. lipoferum és A. brasilense baktériumokra hatott,
mig a szabadonéld nitrogénkotokre, az A. vinelandii és K. pneumoniae
baktériumokra nem (4. tdblazat). A lektinek oldalardl vizsgélva érdemes
meglatnunk azt is, hogy az Azospirillum gazdanovényei koziil (Fages,
1994) nemcsak a buza lektinje rendelkezik GIcNAc cukorkotési
specifikussaggal. Szintén specifikusan GIcNAc cokorcsoportokat kot a
rizs gyokérlektin (Wilkins és Raikhel, 1989), a kukorica lektin (Huynh és
mtsai., 1992), a paradicsom (Pusztai, 1991) ¢és a csicseriborsd (Kolberg
¢s mtsai., 1983) lektinek is.

6.1.1. A WGA-kotodés feltételezett szerepe a nitrogénkotés
szabalyozasaban (16. dbra). A WGA inger a nifH-lacZ, nifA-lacZ ¢és
ginBA-lacZ génfuzidk expressziojaban valt ki novekedést, és ebbdl
kovetkezden egy fokozott nitrogendz aktivitast (10. abra). Feltételezheto,
hogy a WGA/receptor komplexrél eredé stimulus a nifA gén
transzkripcidjat fokozza. Az még nyitott kérdés, hogy a jel a gén
promoterével milyen kapcsolatban all. Az kizérhat6, hogy a jel a

promoterhez a nitrogén—haztartas 6sszehangolasaban
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16. abra. WGA-kotddés indukélta események az A. lipoferum sejtben. A
lehetséges jelatviteli utvonalak (vastag nyilak) és azok célpontjai a
nitrogénkotés szabalyozasi rendszerében.  —o—— , gén DNS szakasz

promoterével.
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résztvevé NtrB/NtrC kétkomponensii szabalyozd rendszeren keresztiil

kertil, hiszen ez a promoter mikddését nem befolyasolja (de Zamaroczy,
1985).

A megnovekedett mennyiségli NifA aktivator fehérje feltehetdleg
noveli a nifH gén expresszidjat. Ezt a feltételezést tdmasztja al4, hogyha a
vad tipusu sejtekben tobbletben termeltettiink NifA fehérjét, akkor az
ténylegesen novelni volt képes a sejtek nitrogendz aktivitasat, amit
azonban WGA hozzdadassal tovabb emelni méar nem lehetett (5.
tablazat).

Tudjuk, hogy a NifA fehérje aktiv formdban vesz részt a nifH
atirodas bekapcsoldsdban. A NifA aktivalasaban a kozponti szignal
transzmitter, a Py; fehérje vesz részt, ami a glnB gén terméke. Kisérleteink
megmutattak, hogy a WGA/receptor komplex sziilte jel a g/nB gén
fokozott transzkripcidjat is kivaltja, a nitrogénkotési feltételek mellett
miikodd glnBp2 promoterrdl. Igy tobb Py termelddik a sejtben, a tébblet
Py protein pedig, szintén aktiv formaba alakulds utan, eldsegitheti az
extra mennyiségli NifA fehérje inaktiv forméabol aktiv forméva
alakulasat. Ezt tamasztja ala, hogy amikor a vad tipusu sejtekben a Py
fehérje sztoichiometrikus aranyat megnoveltiik a NifA fehérjéhez
viszonyitva, a nitrogenaz aktivitds akkor is megndtt (5. tablazat). Ez
Osszhangban van azzal a nem teljesen bizonyitott feltételezéssel, hogy a
NifA egy lehetséges fehérje—fehérje kolcsonhatas révén aktivalodik, ami
a NifA N-terminélis doménje és az aktiv Py fehérje kozott jon létre

(Arsene és mtsai., 1996).



106
A Py fehérje aktivalasa reverzibilis uridilalassal torténik. Azonban

sem az uridilald enzim, sem annak génje még nem ismert. Igy azt sem
tudjuk, hogy a WGA-kotédés indukalta jel vajon kapcsolddik-e a Py
aktivitasanak a  szabalyozasahoz. Jelenlegi  tud4sunk szerint,
nitrogénkotési feltételek mellett, a Py, mint kdzponti jelatvivé molekula,
két ponton 1ép be a nitrogénkotés szabalyozasi folyamatédba: a NifA
aktivitds szabdlyozéasa révén, valamint sajat promoterének N—statusztol
fliggd autoszabalyozasa folytan. A Py fehérjérél nincs jelatvitel az
NtrB/NtrC rendszerhez, és a P;; nem vesz részt a glutamin szintetaz (GS)
aktivitasanak alakitdsdban sem. Tehat a WGA—indukalta és Py fehérje
kozvetitette jelzés tovabbhaladasa szamara ezek az utak lezartak.

Tovabb kovetve a WGA-sziilte inger lehetséges utjat a
szabalyozasi kaszkadban, az ntrC promoter is célpont lehet. A gén
megnyilvanuldsait WGA inger jelenlétében nem vizsgaltuk. A gén maga
nem esszencialis a nitrogénkotéshez. Terméke, az NtrC fehérje nem
szabalyozza olyan fontos elemeknek, mint a nif4, glnAd, ginB géneknek a
megnyilvanulasat. Bar a ginZ génnek (a glnB struktarhomologjénak) a
megnyilvanuldsat irdnyitja, de ennek a génnek és termékének funkciodja a
nitrogénkotésben még homalyos. Az NtrC nem vesz részt a GS aktivitas
szabalyozasaban sem. Ezzel szemben szerepe van a nitrogendz enzim
inaktivalasiban ammonia tulsuly esetén, de a mi lektin/baktérium
receptor kisérleti modelliink mtkodését nitrogénkotési feltételek kozott

elemeztiik.
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Kanyarodjunk vissza az eddig vazolt jelatviteli utvonalhoz. Tudjuk,

hogy a sejtben a fokozott nitrogendz aktivitds végeredménye a nagyobb
mennyiségben termelédé ammonia. Mi lesz ennek az ammonianak a
sorsa? Glutaminnd torténd bioszintetizaldsa megkovetelheti tobblet GS
enzim jelenlétét a sejtben. Azonban az enzimet koédold gén promotere, a
plazmid-eredeti glnAp promoter nem valaszol a WGA ingerre (10. abra),
tehat err6l a promoterrdl nem irodik at tobb enzim molekula. Tudjuk
viszont, hogy a glnA gén a ginB génnel k6zos atirasi egységben talalhatod
¢s megnyilvanuldsa két promoter, a glndp és a ginBp2 szelektiv
szabalyozasa alatt all (3. abra). WGA inger hatasara azt talaltuk, hogy a
ginBp2 promoterrdl viszont nagyobb mennyiségben termelddik ginBA
mRNS (10. abra). Ennek a tobblet mRNS-nek a transzlacidja mar
szolgaltathat extra mennyiségli glutamin szintetdz molekulat a tobblet
ammonia glutaminnd asszimilalasahoz. Nitrogénkotési feltételek mellett
az enzim aktiv allapotban termelddik, tehat mikodéséhez egy eldzetes
aktivalasra, mint a NifA vagy a Py fehérjék esetén, nincs sziikség. A
rokon A. brasilense baktériumban mértek WGA stimulus hatasara
megnovekedett GS enzim aktivitast (Antonyuk és mtsai., 1993).
Attekintve a WGA-kotédés indukalta jel lehetséges utvonalait,
felmeriil a kérdés: hogyan terjed a jel a WGA/receptor komplexrdl a
target gének felsobb szabéalyozo régidihoz? Vajon fliggetlen jelétviteli
utakkal szembesiilhetiink a megcélzott promoterek felé vagy egy kozos
jelatviteli ut indul a WGA-koté receptorrdl, amely ut aztan késébb
agazik szét egy "informacios csomdpont"-nal a megfeleld gének felé (16.

abra). Ennek kideritése a tovabbi munka egyik iranya.
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Baktériumban miik6dd, gyokérlektin-indukalta jelatviteli utakat

nitrogénkotd  novény-baktérium  egylittélésekben alig  ismeriink.
Nemrégiben kozoltiik a buzacsira agglutininnek az itt bemutatott szerepét
a nitrogénkotési folyamat szabalyozasaban, foltehetdleg egy, a novény és
a baktérium kozotti szigndl transzdukcids mechanizmus révén (Karpati és
mtsai., 1999). Emlds sejtekben jol ismert, hogy a WGA-kotdédésbol
eredo jel befolyésolja a sejtfelismerést, a gliikkdz transzportot, a lipolizist,
a sejtek morfoldgiai allapotdnak szabalyozasat, eldidéz sejtndvekedés
gatlast, transzkripcios faktorok aktivalasat. Néhany, lektin-indukalta
szignal transzdukcids utat is leirtak (Danilov és Cohen, 1989; San Jose és
mtsai., 1990; Wright, 1992). Kimutattak, hogy lektink6té receptorként
miikodoé glikoproteinekben a cukor oldallancok feleldsek a bioldgiai
informaci6 leolvasasdért és tovabbitasaért (Gabius, 1991; Kornberg és
mtsai., 1991). Ez j6 0Osszhangban van a mi kovetkeztetésiinkkel: a
WGA-ko6to receptor GIcNAc cukorcsoportjai a specifikus receptor
alkotéelemek a nitrogenéaz stimulacio kivaltasaban.

6.1.2. Specifikus cukor strukturak a baktérium sejtfelszinen és
szerepilk a nitrogénkotés fokozasaban. A lektinek cukorkotd
specifikussaganak ismerete lehetdvé teszi szamunkra, hogy elemezziik a
lektinkotd receptor szénhidrat oldallancait, azokban kiilonos tekintettel a
véghelyzetli csoportokra (Goldstein és mtsai., 1980). Eredményeink igy a
WGA és az A. lipoferum WGA—KG6t6 receptora kozotti specifikus kémiai
felismerés megértéséhez is hozzajarulhatnak. A WGA és a receptor
kozotti kotési hatarfeliileten a GlcNAcy; csoportok a specifikus receptor

komponensek, 0k felelosek a biologiailag aktiv informacio leolvaséasaért,
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amely aztdn a sejt nitrogénkotését szabalyozo gépezethez tovabbitodik.

Ezek a cukorcsoportok, a kotési hatarfeliileten, a WGA elsédleges ¢€s
maésodlagos  cukorkotohelyeibe  1,2,3  alkotéhely  orientacidban
illeszkednek (17. és 6. abra). Bar véghelyzetti NeuNAc csoportok szintén
vannak a vad tipusu sejtek felszinén, mint ahogy ezt a sejtek SNA és
MAA kotése bizonyitja, azonban ezek a cukorcsoportok feltehetéleg nem
vesznek részt a WGA megkotésében: a WGA™ torzs sejtjeihez kotddik az
SNA és az MAA, de a WGA, WGA-Neu és DSA nem (3. tablazat). Ezek
ahogy ezt lattuk az SNA és a megfelel6 receptor, illetve az MAA és

a megfeleld receptor kozotti kdlcsonhatasokbol, mind a vad tipusu, mind
a WGA™ torzsben (10. abra).

Kitlint, hogy a receptor kapcsolata a WGA elsédleges ¢&s
masodlagos cukorkotd helyeivel nem azonos értéki a biologiai jel
aktivitasara nézve. Az a receptor molekula, amely kizar6lagosan a WGA
masodlagos  kotohelyeihez  kapcsolt (WGA—-Neu és  receptor
kolesonhatés), a teljes nitrogénkotés fokozasnak csak 38 %-at produkalta
(10. abra). Ez j6 egyezést mutat a baktérium csokkent WGA—Neu kotod
kapacitasaval (3. tablazat). Ez az alacsonyabb szinti stimul4cio
kovetkezhet abbol, hogy a WGA molekula mésodlagos cukorkotd helyei
kevésbé Kkitettek a receptor megfelelé cukorcsoportjai szémara, igy

kozottik kotddés nehezebben johet 1étre (Wright, 1980).
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17. abra. Hatérfeliileti kapcsolddas a biologiailag aktiv jelet indukald
WGA/receptor komplexben. A receptor GIeNAcgini vEégzodésii cukor
oldallancainak illeszkedése a WGA els6dleges ¢és masodlagos
cukorkotéhelyéhez, 1,2,3 alkdtéhely orientacidban.

Bér mind a WGA/receptor, mind a DSA/receptor komplex GlcNAc
tipust kapcsolat, mégis a DSA kotoédés sokkal kevésbé hatékony a
nitrogénkotés  fokozasdban (10. 4abra). Ismert, hogy néhany
WGA-indukalta biologiai funkciot a WGA és a receptor kozott 1étrejott
GlcNAc kapcsolatok molaris mennyisége is modosit (Lovrien ¢és
Anderson, 1980). Hemagglutinicié gatlds mérési vizsgalatokkal a DSA
molekulan két GlcNAc kotdhelyet becsiiltiink (nem kozolt adatok), mig a
WGA molekulan négy ilyen kotShely talalhato. igy az is feltételezhetd,
hogy a WGA ¢és a DSA eltérd stimulalo képessége a WGA és a receptor,
valamint a DSA ¢és a receptor kozotti kotési hatarfeliileten kialakulo
eltérd szamu GlcNAc kapcsolatbol adodik.

6.1.3. A baktérium feltételezett WGA—koto receptorardl. A vad

tipusu sejtek kapszuldjanak fehérje alkotorészeit
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enzim—immunodetekcids és WGA-—affinitas kromatografias

vizsgélatokkal elemezve, a kapszuldban WGA—-Koto receptorként, vagy
annak alkotorészeként, egy 32 kDa molekulatomegli polipeptidet
azonositottunk (11. és 12. d&bra), amely, Schiff-reakciojanak
megfeleloen, egy glikozilalt protein (11. dbra). A WGA mutans torzs
kapszulafehérje mintdzatanak 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy abban is
megtalalhato egy 32 kDa polipeptid, ez azonban nem mutat WGA-ko6to
képességet (11. és 12. dbra). Mivel a mutans torzs transzpozon beépiilést
hordoz, joggal vartunk egy csonka receptorfehérjét, az inszercidos mutacio
polaris hatasanak kovetkeztében. Ezzel szemben, a hibas receptorfehérje
molekulasulya megegyezik a vad tipuséval. Ez azt mutathatja, hogy a
mutaci6 nem a receptorfehérjét kodold strukturgént inaktivalta.
Lehetséges, hogy a fehérje cukormintdzata a hibas. Mivel a receptor
megfeleld glikozilacidja eldfeltétele a WGA—kotésnek, igy az azon
hianyz6 vagy hibas cukor oldallancok meggatolhatjak a kotés 1étrejottét a
WGA molekula cukorkstohelyeivel. Azt sem lehet kizarni azonban, hogy
a receptorfehérje aminosav sorrendje a hibds a fehérje glikozilacids
helyein, igy a glikozildld enzim azokat nem képes folismerni. De
maganak a glikozilal6 enzimnek a hibaja vagy hianya is el6fordulhat.
6.1.4. A WGA/receptor és a Nod faktor/receptor rendszer. A
WGA cukorkotd specifikussaganak ismeretében feltételezhetd, hogy az
A. lipoferum WGA—ko6t6 receptoran GIeNAc di(tri)mer végzodést cukor
oldallancok talalhatok. Erdekes meglatasra jutottunk, amikor

Osszehasonlitottuk a (GIcNAc); molekula kémiai szerkezetét a Rhizobium
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baktérium Nod faktoranak szerkezetével. Ahhoz, hogy megtegyiik ezt az

Osszevetést, tekintsiik 4t mindkét molekula szerkezetét részletesebben.

Tudjuk, hogy a WGA-kotd receptor GlcNAc végzddésli cukor
oldallancai a WGA elsddleges kotdhelyéhez a kovetkezoképpen
kapcsolddnak (6. és 17. abra): a cukor oldallanc véghelyzetli (nem
redukalo vég) GIeNAc csoportja az 1-es, a lancban masodik GIcNAc a 2-
es alkotOhelyhez. A kotddésben az 1-es alhelyhez kapcsolodas a
legerdsebb, a donto.

Ismerniink kell azt is, hogy a lancvégi GIcNAc molekula mely
atomcsoportjai sziikségesek az 1-es alhelyhez kapcsolodashoz? (18.
abra): hidrogénhidak alakulnak ki (sorrendben a cukor és a kotdhely
atomcsoportjai kozott):

— a glikozidos NH— csoport és a Gluj;s aminosav karboxil

csoportja kozott,

— az acetil csoport karbonil oxigénje és a Sers; OH csoportja

kozott,

— a C-3 szénatomon 1év6 OH csoport €s a Tyr;3 OH csoport kozott.
Valamint az acetil csoport metil gyokét a Hises €s Tyrss aminosavakhoz
gyenge, van der Waals er6k kotik (Wright, 1984). Ezeket az

atomcsoportokat a 19A. dbran besatirozas jelzi.



113

18. abra. A GIcNAc dimer illeszkedése a WGA elsédleges
cukorkotdhelyének 1-es alkotohelyéhez. A szaggatott vonalak a H-hid
kotéseket jelolik (Wright, 1984).

A Nod faktorok a Rhizobium baktérium extracellularis jelmolekula
csaladja, a hiivelyes gazdanovénnyel torténd kommunikacidban
(LeRouge ¢s mtsai., 1990), a ndduszképzddés korai eseményeiben, a
gyokérszor gorbiilés kivaltasaban, az infekcios szal képzésben vesznek
részt. A Nod faktor B(1—>4)—kapcsolt GIcNAc tri/tetramer csontvazu
molekula (Roche és mtsai., 1991) (19B. abra). Ehhez a csontvazhoz,
kitlintetett helyeken, kiilonleges helyettesitések kapcsolddnak, megadvan
a molekula azon képességét, hogy specifikusan, a sajat gazdanovényével
Iépjen kapcsolatba (Spaink és mtsai., 1991). Az egyik fontos ilyen

helyettesités a molekula nemredukalé végén talalhatdé GIcNAc N-
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acilacioja, amikor a GIcNAc acetil csoportjat kilonféle telitetlen

zsirsavak helyettesitik, a Rhizobium fajtol fiiggden (R1).

Ha 0©sszehasonlitjuk a Nod faktor alapvazat az A. lipoferum
WGA-ko6t6  receptoranak GIcNAc végzodést cukor oldallancaival,
konnyen észrevehetjiik, hogy a két molekula alapcsontvéza azonos (19.
abra). A lényegi kiilonbség a nemredukald véghelyzetli GlcNAc acetil
csoportjanal van. A WGA-hoz kapcsolddaskor ennek az acetil csoportnak
¢rintetlennek kell lenni. A Nod faktorok pedig pontosan ezen az acetil
csoporton hordozzak a gazdaspecifikus zsirsav helyettesitéseket (R1).

Lehetséges, hogy a GIcNAc oligomer (chitooligoszacharid)
csontvaz egy sokkal altaldnosabb  struktira a nitrogénkotd
baktérium—novény egyiittélésekben, a baktérium és a novény kozotti
kommunikécioban, mint amennyit eddig tudunk rola? Lehetséges, hogy
két irdnyban is, mintegy "jel-egyeniranyité" milikodik? Hiszen az
nyilvanvalo, hogy az informécioatvitel a Rhizobium és az Azospirillum
rendszerekben ellentétes iranyt: a Nod faktor a baktériumbdl a névénybe
tovabbit informéciot, mig az A. lipoferum WGA-Ko6t6 receptora a
novénytdl a baktériumba. Nemrégiben deritették ki, hogy a Nod faktor is
lektinhez kotddik a gyokéren, néhany hiivelyes novényben (Dolichos
biflorus, Medicago sativa, Lotus japonicus) (Etzler és mtsai., 1999;

Roberts és mtsai., 1999).
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19. abra. A WGA-kotd receptor GIcNAcy vEgzdédésii  cukor
oldallancénak (A) és a R. meliloti Nod faktor molekuldjanak (B)
szerkezete. A besatirozott atomcsoportok sziikségesek a WGA elsddleges
¢s masodlagos cukorkdtéhelyeinek 1-es és 2-es alkotdhelyeivel alkotott

kémiai kitésekhez.
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A komplex cukor szerkezetek az Azospirillum felszinén szerepet

jatszhatnak a baktérium ¢&s a gazdanovény gyokere Kkozotti
sejtfelismerésben és adhézioban. Specidlis feliileti mintdzatokként
szolgalhatnak a novényi jelmolekuldk, példaul a gyokérlektinek szamara.
Ezeknek a jelmolekuldknak a szelektiv kotddése a sejtfelszinhez
informaciot tovabbithat a n6vénybdl a baktériumba, bonyolult és eddig
még ismeretlen szignal transzdukcids utvonalakon keresztiil. Igy, a
buzalektin és Azospirillum kolcsonhatds tanulmany modellként
szolgadlhat a nitrogénkotd asszociativ  szimbidzisok kialakuldsanak

pontosabb megértéséhez.

6.2. Nitrogénkoto asszociaciok rizsben és buzaban: az A. brasilense és
a H. seropedicae baktériumok kolcsonhatasa magyar rizs és buza

fajtakkal

A kornyezet és természet védelme a mitragydk fokozott
adagolasanak kéros hatésaitol ) megkozelitésii megoldasokat var a
novények nitrogéntaplaldsara. A gabonafélék nitrogénsziikségletének
részleges biztositasa bioldgiailag kotott nitrogénnel egy ilyen fejlesztési
irany lehet, a termésmennyiség szinten tartdsa, esetenként még novelése
mellett is. A kornyezet- ¢s energiakiméld baktérium oltdéanyagok
hatékony alapanyagai lehetnek az A. brasilense és H. seropedicae

baktériumok.
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A nemzetko6zi szakirodalom széleskoriien targyalja az Azospirillum

oltds hatasat szdmos gabonafélére (buza, kukorica, rizs, arpa, cirok,
koles), néhany hiivelyes novényre (csicseriborsd, lohere, lucerna) ¢€s
egyéb kultirnévényre is (napraforgo, paradicsom, mustar) (6sszefoglalva
Fages, 1994).

Dolgozatomban az A. brasilense és a H. seropedicae nitrogénkotd
baktériumok asszociativ szimbidzisat mutatom be harom magyar rizs- és
egy magyar buzafajtaval. Hasonlé kozlemények magyar kultirnovény
fajtak Azospirillum oltasardl és az oltds hatdsanak elemzésérdl alig
talalhatok.

Eredményeink nyilvdnvaléan mutatjdk az Azospirillum oltés
jotékony hatasat. Ez a megnovekedett gyokértomegben és a laterdlis
gyokerek szamanak gyarapoddsdban nyilvanul meg, amihez esetenként
nagyobb szartomeg is parosul. Ez egyrészt a baktérium altal termelt és a
gazdanovénynek tovéabbitott hormon jellegi molekulék, elsésorban az
indol-3-ecetsav novekedést serkentd hatdsanak, masrészt a novény
nitrogéntaplalasanak koszonhetd (Michiels és mtsai., 1989). Szem el6tt
kell tartanunk, hogy kisérleteink a novények elsé négy hetes
novekedésének elemzésére korlatozodtak. Ebben az iddszakban a
novények nagyobbrészt az el6z6 kedvezd hatasat hasznaljak ki.

Ugyanakkor, ahogy a kisérletekbdl kittint, a Herbaspirillum
oltasok eredményessége rapszodikus.

Az egyes rizsfajtak vélaszai az oltasokra azt hangsulyozzak, hogy a

jotékony hatds nagymértékben fiigg a gazdanovény fajtajatol, genetikai
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hatterétdl. (Buza fajtdkkal végzett 6sszehasonlité munkikrél még nem

tudunk beszamolni, a kisérletek részben folyamatban vannak.)

A Karmina és Sandora novények hasznat lattdk a CdR torzzsel
oltasnak. Jelentés gyokértomeg gyarapodast mutattak mind folyadék,
mind rogzitett sejtes oltdéanyaggal oltaskor (14. é&bra, 9. tablazat). A
baktérium névényben valé megoszlasat nyomon kovetve lathatjuk, hogy
az mindkét fajtdban a szarban is képes volt megtelepedni (14. abra, 9.
tablazat). Rizs novények Azospirillum brasilense oltasakor a baktérium
megjelenését a szarban nemrégiben kozoltik (Rethati és mtsai., 2000).
Erdemes még észrevenniink azt is, hogy a baktérium szarkolonizalo
kapacitasa kiilonbozé a két fajtdban. Tizezerszer tobb baktérium
telepedett meg a Karmina novények szardban, mint a Sandora
névényekében (10° sejt szemben 107 sejt/100 mg szar) (14. &bra, 9.
tablazat).

Az Azospirillum baktériummal ellentétben, a két rizsfajta és a H.
seropedicae  baktérium nitrogénkotd —asszocidcidja mar  sokkal
kiegyensulyozatlanabb rendszerként viselkedik, annak ellenére, hogy ez a
baktérium a rizs természetes diazotrof endofitdja, tropusi, szubtropusi
teriileteken. A Sandora novények megbizhaté szartomeg gyarapodassal
valaszoltak a Z67R torzzsel oltasra, mikozben gyokérnovekedésiik nem
valtozott (9. tablazat). Ugyanakkor kimutattuk, hogy a szarban csak
erdsen korlatozott szamban telepedtek meg a kolonizald baktériumok
(102 sejt/100 mg szar). A Karmina novények Z67R torzzsel oltasakor, a
kisérletsorozatok egy részében jelentds gyokértomeg gyarapodast

kaptunk, melyhez mérsékelt szartomeg novekedés is tarsult (14. abra).
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Maskor, ugyanazon kisérleti koriilmények kozott, az oltds nem volt

hatassal a gyokér novekedésére, vagy éppen gyokértomeg csokkenést
valtott ki (nem kozolt adatok). A kolonizald baktériumok ndvénybeni
megoszlasat elemezve kitlint, hogy amikor az oltas jotékony hatasu volt,
akkor a szarban csak korlatozott szdmban telepedtek meg a baktériumok
(maximum 10* sejt/100 mg szar) (14. dabra). Ezzel szemben a
gyokérnovekedésben visszamaradt novények szarat elarasztottdk a
baktériumok (maximum 5x10° sejt/100 mg széar) (nem kozolt adatok).
Feltételezhetd, hogy az egyiittélés valtozoan sikeres volta eredhet egy, a
fajtan beliil, az egyes novényegyedek kozotti nagy variabilitasbol is, az
endofita baktérium asszociaci6 eltiirésének tekintetében.

Mind a Karmina, mind a Sandora fajtdkban a novényben élo
baktériumok aktiv nitrogénkotok voltak (7. és 10. tablazat). Bar a
biologiailag kotott nitrogén beépiilését a ndovénybe nem vizsgaltuk,
(hiszen 4 hetes novényekben ez még megbizhatéan nem mérhetd),
azonban ez mégis egy potencialis nitrogéntaplalasi forrést jelezhet a
gazdanovénynek, a baktériumbol a novénybe tovabbitott ammonia és
egyéb nitrogéntartalmi molekuldk révén. Fontosnak tartom meglatni,
hogy a Karmina novényekben, a jotékony hatast egytittélésekben, mind
az A. brasilense, mind a H. seropedicae sejtek fajlagos nitrogénkotése
jelentésen meghaladta a baktériumok in vitro korilmények kozott,
novény nélkil mért nitrogénkotését (7. tablazat és 14. abra labjegyzete).
Feltehetdleg a fajta genetikai, fizioldgiai hattere bokeziien szolgalja az

egylittélés mikodtetését, energiaval ellatasat.
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A Ringola fajtara egyértelmtien kéros a CdR és a Z67R torzzsel

oltas is, ami a névények gyokértomeg csokkenésében nyilvanult meg (9.
tablazat). A CdR oltéanyag sejtjei kozel egyenletesen kolonizaltdk az
egész novényt, azonban a Z67R sejtek korlatozott megtelepedése a
széarbelsdben itt is megfigyelhetd volt.

Az Mv-23 buzafajta a két nitrogénkotd baktériummal valo
egylittélésre gyokeresen eltérd valaszt ad (15. dbra). A novények CdR
torzzsel oltdsa megbizhatoan novelte a gyokértomeget. Elsésorban a
lateralis gyokerek mennyisége gyarapodott. Ugyanakkor a szartomeg
alakuldsat a baktérium egyaltalan nem befolyasolta. A rogzitett sejtes
oltéanyag igen hatékony volt. A baktériumok névénybeni megoszlasat
nézve Kkitinik, hogy a baktériumok dontd mértékben szorosan a
gyokérfelszinhez kapcsolodva és a gyokérbelsd szoveteiben telepedtek
meg (10° sejt/100 mg gydkér). Szazadrésznyi baktérium kolonizalta a
szarbelsét  (10* sejt/100 mg szar). A gyokérben mért fajlagos
nitrogénkotés joval magasabb volt az oltdbanyagnak az in vitro
nitrogénkotési kapacitasanal (11. tablazat és 15. abra labjegyzete).

Ugyanakkor, a ndvény a Z67R torzzsel vald egyiittélésbol
kimondottan karosodik, ezt mutatja az oltds hatisara fellépd jelentds
gyokértomeg csokkenés (15. dbra). Ez a mesterséges taptalajon novelt
novényeknél is megfigyelhetd volt (13. dbra). Sem az oltdanyagforma,
sem az oltdsi dozis nem befolyasolta az artalmas hatast. A novény
kolonizacidés mintazatat vizsgalva az a tendencia azonban észrevehetd,
hogy egy alkalommal ¢és nagy mennyiségii sejttel oltva a novényeket,

mint a folyadéktenyészettel oltds esetén, a baktériumok elarasztjdk a
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gyokérfelszint és a gyokérbelsét. Korlatozottabb megtelepedés alakul ki

egy feltételezhetden lassubb iitemli és egyenletesebb oltdbaktérium
adagolasnal, azaz a rogzitett sejtes oltéanyag alkalmazaséanal.

Az egyiittélések elemzEésébdl lathatjuk, hogy a fajok és az egyes
fajtak  kiilonboz6 képességgel, hajlammal rendelkeznek, hogy a
baktériumok  nitrogénkoté — asszociacidjat  tdmogassak, akdr a
rizoszférajukban, akar magdban a novényben. Ezt mutatja a H.
seropedicae baktérium rapszodikus, nem kiegyenlitett hatdsa a
kiilonb6z6 rizsfajtdkra, s6t még egy fajtan beliil is (Karmina), ¢és a
Ringola fajta teljes osszeférhetetlensége mindkét diazotréf baktériummal.
Tudjuk, hogy a novény—nitrogénkotd baktérium rendszerekben, az
egylittélés szabalyozasadban, a novény partner is részt vesz, igaz, eltérd
mértékben. A részvétel aranya 6sszhangban van a novény ¢€s a baktérium
kozotti kapcesolat szorossagaval ¢€s specifikussagaval. A Klebsiella
pneumoniae megélése €s nitrogénkotése a rizoszféraban nem igényel
novényi eredetli génmiikodéseket (Osszefoglalva Kim és Rees, 1994).
Ugyanakkor a Rhizobium—hiivelyes novény szimbidzisokban, a
Rhizobium gének mellett a gazdanovény szamos, mar ismert génje is
elengedhetetlen a nitrogénkotés szabalyozdsdban  (Osszefoglalva
Bladergroen és  Spaink, 1998). A  gabonafélék és az
Azospirillum/Herbaspirillum kozotti asszociativ szimbiozisokban alig
ismertek a gazdanovény részérdl sziikséges genetikai feltételek.
Nemrégiben kozoltik, hogy az Azospirillum—biza nitrogénkotd
egylittélés mukodését egy gyokérlektin gén expresszidja befolyasolja

(Karpati és mtsai., 1999). A nitrogénkotd asszocidciot tdmogatd hajlam
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(nitrogen fixation supportive trait, nis) fajtdk kozotti nagy variabilitasat a

rizs (Rethati és mtsai., 2000) mellett egyéb gabonafélékben is
tapasztaltak, igy buzaban, cirokban, kukoricdban is, amikor a névényeket
Azospirillum torzsekkel oltottdk (Rennie, 1981; Von Bulov ¢&s
Dobereiner, 1975; Belimov és mtsai., 1995).

Felismerhetd az a tendencia is, hogy a gazdanovény szabalyozni
igyekszik a kolonizalé baktériumok megtelepedését a novényben. Ez
elsésorban a szarban volt megfigyelhetd, a H.  seropedicae
kolonizacidjakor. Ebben feltehetéleg energiagazdalkodési szempontok is
szerepet jatszanak. A bakterialis nitrogénkotés, vagyis a levegd
molekuléris nitrogénjének ammoniavéa redukélasa energiafalé folyamat
(16 mol ATP/mol N, redukcid). A novény tdmogatni koteles a
baktériumot ennek az energidnak az eldallitdsaban. Tapanyagokkal,
szerves savakkal, cukrokkal taplalja a baktériumot, ami jelentdsen
megterheli sajat energiahaztartasat is. Ugyanakkor a két, eltérd életmddu
baktérium faj kolonizacids erélye is eltérd. Egy nagyfoka A. brasilense
kolonizaciot még jol tolerdlnak mind a buza névények (15. dbra), mind a
Karmina és Sandora rizs novények (14. é&bra, 9. téblazat), s6t még
hasznot is huznak az egyiittélésbol. A harmonikus egyiittélés az endofita
Herbaspirillum-mal nehezebben valosul meg. A széarbelsé kolonizécios
mintazatainak elemzése azt mutatja, hogy az egyiittélés akkor hasznos, ha
a novény korlatozni képes a baktérium megtelepedést. A Sandora
fajtaban ez a korlat, és hozza tarsulva a hasznos egyiittélés, biztositottnak
latszik (9. tablazat). A Karmina fajta viszont megmutatta, hogy nem

képes kiegyensulyozott viszonyt Kkialakitani a baktériummal, a
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gazdanovény felismerési és lehetséges védekezési reakcioi, valamint a

baktérium ezzel szembeni tolerancidja nincs egyensulyban az
egylittélésben. Amikor korlatozott baktérium megtelepedést talaltunk a
szarban, akkor hasznos volt az egyiittélés (14. 4bra). Ha viszont a
baktérium drasztikus invazidja jatszodott le, akkor az asszociacio
kedvez6tlentil hatott a novények novekedésére (nem kozolt adatok).
Hasznos  novény-baktérium  egyiittélésekben is  gyakran
megfigyelhetok  patogén-  vagy  parazitaszeri  kolcsonhatasok,
hiperszenzitiv reakcido valaszok, melyeket a baktériumok tomeges
belépése valt ki (Reinhold és mtsai., 1986; Reinhold és Hurek, 1988). A
H. seropedicae kolonizacié kivaltotta 4atmeneti novényndvekedés
elnyomast ¢és patogénszerii kolcsonhatasokat a cirok és a koles
novényekben is tapasztaltdk (Dobereiner €s mtsai., 1993). Méas szerzok
buza fajtdkndl irtdk le a novény genotipus €s a novénybelsében
megtelepedd baktériumszam Osszefiiggését (Belimov és mtsai., 1995).
Erdekes, hogy a H. seropedicae a Karmina novényekben a
gyokértomeg novekedését, mig a Sandora novényekben a szartomeg
gyarapodast fokozza. Béar a baktérium novénynovekedést serkentd
képessége mar dokumentalt (Dobereiner ¢és mtsai., 1993), de a
stimulacidért felelos molekuldkat még nem azonositottak. Foltételezhetd
azonban, hogy ez a baktérium is, az Azospirillum-hoz hasonléan tobbféle
novekedésserkenté hatdsu molekulat termel ¢és adott gazdandvény
hattérben ezek egymashoz valo aranya, igy a gazdandvényre gyakorolt

Osszhatas is eltérd lehet.
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A tovabbi munkahoz jelenleg késziilnek olyan A. brasilense és H.

seropedicae torzsek, melyeket gfp riportergénnel jeloliink. A konstitutiv,
illetve nitrogén-szabalyozott promoter-gfp fuzidkat hordozo6 baktériumok
biztonsaggal azonosithatok lesznek a kolonizalt novény mikroszkdpos
vizsgalatakor, valamint mutatni fogjdk a miikodé nitrogendz enzim
bioszintézist is a kolonizalé baktériumokban. Ezek a vizsgalatok segiteni
fogjak a kolonizaciés mintdzatok pontosabb leirasat, az egyiittélésben
foly6 nitrogénkotés tovabbi elemzését. Igy kiegészitdi lesznek a jelen
dolgozatban alkalmazott, a baktériumok mennyiségi megoszlasat leird
vizsgélati mdédszernek.

A novényoltasi kisérletekben 28 napig kovettik a novények
novekedését a baktériummal valo egylittélésben. Ebben a korai fazisban a
novényre gyakorolt pozitiv hatdst dontéen a baktérium termelte
novekedésserkentd anyagok valtjak ki. Bar génexpresszios vizsgalatok
tamasztjak ald, hogy a nitrogendz enzim termelddik (Vande Broek és
mtsai., 1993; Arsene és mtsai., 1994), s6t az enzimaktivitads is mar
mérhetd, a biologiailag kotott nitrogén novénybe torténd beépiilésének
mennyiségi mérése (beltartalmi vizsgalatok, N-mérleg, 15N-jelzett N-
forgalmi vizsgalatok) ebben a korban megbizhatéan még nem végezheto.
Inkabb szabadfoldi kisérletekben, a termésbetakaritas utan torténik ezen
paraméterek mérése (Boddey, 1987; James, 2000).

Az Azospirillum oltdanyagtermelés agrotechnikai szempontjait nem
hangsulyozzak kelloképpen. A rogzitett sejtes oltdéanygforma elésegitheti
az oltobaktérium tulélését és a védelmét a talajban, novelheti

versenyképességét az Gshonos mikroorganizmusokkal szemben a
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rizoszférdban. Az immobilizalt sejtes forma folyamatos sejtszolgaltatasa

a csirdzd6 magok és csiranovények kornyékén nemcsak elonyos, de
sziikséges is, hiszen a novények ebben a novekedési/fejlodési szakaszban
a legfogékonyabbak a kolonizal6 baktériumok befogadaséara. Tovabba, ez
a forma megkonnyiti az oltdanyag idébeni, konnyl és pontos kivitelét a
talajba.

Munkankban a rogzitett sejtes oltdbanyagok eldallitasdhoz egy
kornyezetbarat, a talaj mikroflora éltal lebonthaté vivéanyagot, a nagy
mikroporozitasu, preformalt cellulozgyongyot valasztottuk.
Lombiktenyészet vizsgalataink megmutattdk, hogy az A. brasilense
oltbanyag, rogzitett sejtes formaban, 50 napig folyamatosan nagyszamu
¢s nagy nitrogénkoté kapacitasu sejteket szolgéltat (6. tablazat). Ennél
hosszabb idejli megfigyeléseink egyelére nincsenek. A H. seropedicae
sejtek mar érzékenyebbek a rogzitett sejtes allapot eltiirésében. Bar a
cellulozgyongyokbol nagyszamu sejt rajzott ki, azok azonban jelentdsen
vesztettek nitrogénkotd képességiikbdl (6. tablazat).

Az A. brasilense oltdéanyag esetén a rogzitett sejtes forma
alkalmazasa biztositotta nagyszamu és nitrogénkotd oltobaktérium
folyamatos kirajzasat a rizoszféraba (8. és 12. tablazat), ¢s feltehetdleg
ennek is eredményeképpen a baktériumok hatékony megtelepedését a
novényben (14. és 15. 4bra), mind a rizsnél, mind a buzanil. A H.
seropedicae esetében, a rogzitett sejtes forma nem multa f6liil a folyadék
oltdbanyag hatasat a baktérium megtelepitésében, sem a novényben, sem a

gyokérkornyezetben (14. és 15. dbra), viszont elénydsen befolydsolta az
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oltéanyagbol kirajzo populacio nitrogénkotd kapacitasanak a megdrzesét,

mindkét novény rizoszférajaban (8. és 12. tablazat).

Osszegezve kitlinik tehat, hogy a rizs és a buiza hatékony
egyiittélését nitrogénkotd baktériumokkal mind a gazdanovény
genotipusa, mind a baktérium életmddja befolyasolja.

Az Europai Uni6 néhény orszagéban, foleg Franciaorszagban és
Olaszorszagban, a gabonafélék termesztésében mar hasznalnak
Azospirillum, vagy Azospirillum baktériumot is tartalmazé kevert
mikrobidlis oltéanyagokat (Fages, 1994). Kézenfekvonek tlinik ezek
hazai kiprobaléasa, valamint sajat oltdanyagok fejlesztése is. Akarmelyik,
vagy mindkét utat is valasztjuk, eredményeink éppen arra hivjak fol a
figyelmet, hogy az oltéanyagok vizsgalatat koriiltekintéen kell elvégezni,
hogy megtalaljuk a valoban kompatibilis oltobaktérium és novényfajta
partnereket, hogy valoban hatékonyan és meglehetésen megbizhatéan
tudjuk kamatoztatni a nitrogénkotd asszociaciok nyujtotta elonyoket. A
mikrobiologusok mellett, a novénynemesitok szdmara is egy kihivés
lehet a novényfajtdk, egyes novényegyedek nitrogénkotést tamogatd
jellegében (nis) megmutatkozd nagy genetikai variabilitds, amely egy
tarhazként szolgalhat a mikrobidlis nitrogénko6td asszociacidkat jol

hasznosité novénypartnerek szelekciojahoz.
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7. Osszefoglalas

A gabonafélék  termesztésében egy  kornyezetbarat ¢és
energiatakarékos megoldas lehet a novények részlegesen biologiailag
kotott  nitrogénnel vald taplalasa. Az asszociativ  nitrogénkotd
baktériumok, az Azospirillum brasilense és Azospirillum lipoferum,
valamint az endofita nitrogénkotd Herbaspirillum seropedicae igéretes
jelolt nitrogénkotd asszociaciok létrehozasara rizsben és buzéban. Egy
ilyen asszociécio kialakulasaban szamos kolcsonhatas miikodik a novény
¢s a baktérium kozott, melyeket mind a partnerek genetikai jellemzoi,
mind a talaj- és kornyezeti tényezok befolydsolnak.

A jotékony asszociacid 1étrejottében meghatirozd 1épés a
baktérium sejt és a gyokérfelszin kozotti felismerés. A gyokérfelszinen
expresszalodd  lektinek  tdmogatjdk a  kolonizal6é  baktériumok
megkotddését, mert kiillonbséget képesek tenni a kiilonféle baktériumok
sejtfelszini cukorkomponensei kozott, igy ismerve fel a megfeleld
baktérium partnert. Leirtuk a felismerés specifikussdgat a buza
gyokérlektin, a WGA és az A. lipoferum sejtfelszinén azonositott
WGA-ko6to receptor kozott. A WGA-Ko6té receptort, egy 32 kDa
fehérjét, a sejtkapszulaban mutattuk ki. A receptor bevezetd jellemzését
is elvégeztiik. Bizonyitottuk a baktérium megnovekedett nitrogénkotd
kapacitasat a WGA-kotddés kovetkeztében. Ehhez a WGA-kotéssel
kivaltott stimuldlé hatashoz a receptor N-acetil-gliikozamin dimer
(GlcNAcg;) végzodést cukor oldallancai sziikségeltetnek. A stimulacios

rata fliggott a WGA és a receptor kozotti hatarfeliileten kialakult kotések
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szamatol. A receptor illeszkedd cukorlanca és a WGA elsddleges

cukorkotd helye kozotti kapesolat nagyobb stimulald hatassal birt, mint a
masodlagos cukorkotd hellyel kialakitott kapcsolodas. Azonositottuk a
WGA indukélta inger néhany célgénjét (nifH, nifd, ginB) a megfeleld
promoter—/acZ fuzidkkal kapott megnovekedett gén expressziok alapjan.
A WGA/receptor komplexrdl eredd jel a nifH és nifA gének, valamint a
glnBA géncsoport fokozott megnyilvanulasdhoz vezetett, mig a glnA gén
atirasara, annak sajat promoterérél, nem volt hatassal. J6 okunk van
feltételezni, hogy egy WGA-kotés indukalta szignal transzdukcids
kaszkad kapcsolodik a nitrogénkotés szabalyozéasi rendszeréhez a
baktériumban.

Egyiittélést alakitottunk ki hdrom magyar rizs és egy buzafajta,
valamint az A. brasilense és az H. seropedicae kozott €s jellemeztik a
nitrogénkotd asszociativ  szimbidzisok jotékony hatasat. Leirtuk a
baktériumok megtelepedését a novényekben, ¢s ennek hatisat a
novények novekedésére. A fajtak eltérd hajlamot mutattak az asszociacio
elfogadaséra, ahogy ez gyokér- és szarndvekedésiikben megmutatkozott.
A kolonizalé baktériumok megtelepedési mintdzata a novényekben
korreldlt a  gazdandvény  valaszokkal. Az A.  brasilense
novekedésserkenté hatdsa egyértelmti volt, mig a H. seropedicae
rapszodikus novényi valaszokat valtott ki.

Tovébba, kifejlesztettiik az oltdbanyagok rogzitett sejtes forméajat is,
¢és jellemeztiik ezek hatékonysagat. A cellulozgyongy alapu oltéanyag
részecskék, mint "mikroinkubéatorok" a talajban, ellathatjdk a baktérium

védelmét, tamogathatjak annak versenyképességét a gyokérkornyezetben.
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8. Résumé

Partial nitrogen supply by biologically fixed nitrogen may well be
an environment friendly and energy-saving improvement in production
of cereals. The associative diazotrophic bacteria Azospirillum brasilense
and  Azospirillum lipoferum, and the endophytic diazotroph
Herbaspirillum seropedicae can be promising candidates to establish
efficient nitrogen fixing associations with wheat and rice. Numerous
interactions between the plant and the bacterium function in the
formation of such an association, affected either by genetic determinants
of the partners or by environmental conditions of the soil.

In the formation of the beneficial association, the recognition
processes between the bacterium cell and the root surface are decisive.
Lectins, expressed on the root surface, support the selective binding of
the colonizing bacteria, since they are able to distinguish among the cell
surface sugar moieties of various bacteria, thus recognizing the
appropriate bacterium partner. We describe the specificity of the
recognition event between the wheat root lectin, WGA and the
WGA-binding receptor on the surface of 4. lipoferum cells. A putative
WGA-binding receptor, a 32 kDa protein, was detected in the cell
capsule. Its preliminary characterization is also described. As a
consequence of the WGA-binding, we also report evidence of an
enhanced nitrogen fixation capacity of the bacterium. The stimulatory
effect, induced by WGA binding, required N-acetyl-glucosamine dimer

(GIleNAcy;) terminated sugar side chains of the receptor. The stimulation



130
rate was dependent on the number of GIcNAcy links involved in

receptor/ WGA interface. Linking between the cognate sugar moiety of
the receptor and the primary sugar binding sites of WGA had a larger
stimulatory effect than binding to the secondary sites. Several target
genes of the WGA—induced stimulus (nifH, nif4, ginB) were identified
by enhanced expression of the corresponding promoter—/acZ fusions. The
WGA/receptor complex generated stimulus led to elevated transcription
of the nifH and nif4 genes and of the g/nBA gene cluster but not of the
ginA gene from its own promoter. There may well be a signaling cascade
contributing to the regulation of nitrogen fixation.

The interaction between Azospirillum and WGA may contribute to
the adhesion of the bacteria on the root surface, establishing a nitrogen
fixing association of improved efficiency with the host plant.

Associations of various Hungarian rice and wheat cultivars were
established with 4. brasilense and H. seropedicae and characterized for
the beneficial effect of the associative symbioses. We described the
establishment of bacteria within the plantlets, and as a consequence of
this association, the effect on growth of plantlets. The cultivars expressed
different capability to accept the associations, as manifested in root and
shoot growth. Established pattern of the colonizing bacteria within the
plantlets well correlated with the host plant responses. Growth promoting
effect of 4. brasilense was unambiguous, while H. seropedicae elicited
rhapsodic plant reactions.

Moreover, immobilized inoculum formule was developed and its

efficiency was ascertained. The cellulose bead—based inoculum particles
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may function as "microincubators" in the soil, supporting the protection

and competitiveness of bacteria in the root environment.
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