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Az elmult évtizedek a bioldgiai forradalom
kibontakozasanak id@szakat jelentik. Ebben a
folyamatban a baktériumok genetikai tanulma-
nyozasa kulcsszerepet jatszott. A baktériumok
genetikdjanak tanulmanyozasa tette ugyanis
lehet6vé tobbek kozott a dezoxiribonukleinsav
(DNS) informacidhordozé szerepének a felis-
merését, a génmikodés szabalyozdsanak a
megértését, a fehérjeszintézis mechanizmusa-
nak felderitését.

A baktériumgenetika m(velését pedig ha-
rom, ma mar ,klasszikusnak” nevezett tech-
nika, a transzformécio, a transzdukcié, a kon-
jugécio bevezetése tette széles korlvé. Mind-
ezen eljarasok soran az egyik baktériumbol a
maésikba genetikai informaciodtjuttattunk at, sa
recipiens sejtben lejatsz6do genetikai torténése-
ket vizsgaljuk és értelmezzik.

A transzformécié sordn a donor baktéri-
umbodl a DNS-t kivonjuk, tisztitjuk, s a recipi-
ens baktériummal a tisztitott DN S-t felvétetjik
(1. abra). A transzdukcio6 soran a donor bakté-
rium DNS-ének egy-egy darabja egy-egy fag
részecske DNS-ébe épiil be, a donorbél kisza-
badult fag részecskékkel recipiens baktériumot
fert6ziink meg, s igy a fag egyik baktériumbdl a
masikba bakterialis genetikai informaciot visz
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1. dbra. Transzformacio
A tisztitott DNS-t (3 0 « ) a baktérium felveszi, és ezzel (j
genetikai informacio jut be a baktériumba.

at (2. abra). Konjugaciorol beszélink akkor,
amikor két megfelel6 polaritasd baktérium
Osszetapadasa utdn a donorbdl (F+, Hfr) a
recipiensbe (F~) a DNS-fondl egy része kdzvet-
lendil jut at (3. abra).

Barmennyire is nagyszer(iek azonban az
ezekkel a technikakkal elért kutatasi eredmé-
nyek, azonnal nagy nehézségekkel talaljuk
magunkat szemben a baktériumgenetika
m(ivelésében, ha az alapkutatasi célra hasznalt
baktériumfajok (legfeljebb 10—20 faj) mellett
vizsgalatainkba a tizezres nagysagrendben elé-
fordulé egyéb fajokat is be akarjuk vonni. A
transzformacio, transzdukcié, konjugéacioval
vald genetikai informécio-atvitel lehet6sége



2. dbra. Transzdukci6
A bakteriofag részecske (0 ) baktériumeredeti DNS-t (")
juttat be az altala megfert6z6tt baktériumba.

ugyanis csak igen kevés faj természetes adottsa-
ga.
A most bemutatésra keril6 kisérletsorozat
elinditasanak is egyik motivalé faktora az volt,
hogy ipari szakemberek gyakran megkérdezték
télink, mikor lehet mar a mikrobialis genetika
Uj eredményeit gyakorlati célra széleskoriien
felhasznalni.

Miutan a genetikai analizis legf6bb aka-
dalyat minden (j faj esetében elsdsorban
a mar emlitett informacié-atviteli mechaniz-
musok m{kddésének hidnya okozta, ha a
problémat meg akartuk oldani, az egyes fajok
természetes adottsagatol fuggetlen, altalanosan
alkalmazhat6 genetikai informécio-atviteli
eljarast kellett talalnunk. Illyen lehet6ségek
mérlegelése sordn gondoltunk a baktérium
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3. 4bra. Konjugaci6
A donor (Hfr) és a recipiens baktérium (F-) 6sszetapad, majd
a donor DNS-e atjut a recipiensbe.

protoplasztok indukalt fazidjara, mint altala-
nosan alkalmazhaténak latsz6 eljarasra.

Protoplasztoknak a sejtfaluktol megfosztott
baktériumokat nevezik, amelyek csak az
an. sejtmembrannal vannak koérulhatarolva.
El6sz6r Tomcsik és munkatarsa (1952) tapasz-
talta, hogy amikor egy palca alakd Bacillus
sejtfalat enzimatikusan eltavolitottak, gémb
alaku képletek keletkeztek, amelyek azonnal
szétpukkantak.

Weibull fedezte fel (1953), hogy ezek a gdmb
alakd, sejtfaluktdl megfosztott baktériumok
stabilan fenntarthatok, s osztddas kivételével
minden egyéb életjelenségliket megtartjak, ha
megfeleléen magas ozmolaritasu tapfolyadék-
ban vannak. O adta ezeknek a képz6dmények-
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nek a protoplaszt nevet. Azota kiderilt, hogy
minden sziléard sejtfallal rendelkez6 mikroorga-
nizmusbél, tehat baktériumbdl, fonalas és
hasadd gombéabdl, s6t ndvényi sejtb6l is
készithet6k protoplasztok. Megfelel§ feltételek
biztositasa esetén a protoplasztok felszinén a
sejtfal Ujraképzodik.

A protoplasztok indukalhaté flzidja is egy
ismert eljaras volt mar munkank kezdetén. Ez a
technika Harris és munkatarsa kisérletéig ve-
zethetd vissza, akik az emldssejtek indukalt
faziojat irtadk le (Harris, 1965). Ajo hatasfokkal
m(kodd protoplasztfiziés munkék kezdetét
Kao és Michayluk kozleménye jelenti, akik
polietilénglikol (PEG) segitségével novényi
protoplasztok nagy gyakorisagu flzidjat tud-
tdk létrehozni (1974). Fonalas gombék pro-
toplasztjainak PEG  segitségével torténd
fazidjat pedig Ferenczy Lajos és munkatarsai
1975-ben kozolték.

Amikor tehat a baktériumok protoplasztjai-
nak indukalt fazidja segitsegével kivantuk
megoldani egy altalanosan hasznalhat6 geneti-
kai informacié-atviteli technika kidolgozasat,
gy Vvéltik, hogy reélis lehet6ségeket képzeliink
el.

Ennek ellenére a megoldas mégsem volt
ilyen egyszerlinek tekinthet6. A baktériumok
protoplasztjai ugyanis még az emlitett
korilmények kozott is igen érzékeny kép-
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z6dmények, a legkisebb kornyezeti véaltozés
szétesésuket és pusztulasukat eredményezheti.
Nem lehetett tehat el6re latni, hogy val6ban
indukélhatbak-e fuziéra. Még nagyobb ne-
hézséget jelentett az a tény, hogy a baktérium
protoplasztok bakterialis formava tértén6 visz-
szaalakulasardl csak igen szérvanyos és el-
lentmond6 adat allott az irodalomban rendel-
kezésre. Marpedig bakterialis alakka val6 visz-
szaalakulas nélkil a genetikai analizis végzése
nehezen képzelhetd el. De ha még a protoplasz-
tok vissza is alakulhatnak bakterialis forméava,
eléggeé valoszindtlennek latszott, hogy a fuzi-
onalt protoplasztok is képesek lesznek erre.

Mindezek mérlegelése alapjan mégis Ugy
dontottink, hogy érdemes megkisérelni elkép-
zelésunk kisérletes ellendrzését.

Az elképzelt flzids rendszer elméleti sémajat
a 4. adbra szemlélteti. Ennek gyakorlati meg-
valositasa sorén a kovetkez6 megfontolasokkal
éltiink.

Béar azt mondottuk, hogy elvileg barmely
baktérium atalakithaté protoplaszt forméba,
mégis a flzids rendszer kidolgozasahoz olyan
baktériumfajt kellett valasztani, amelyr6l eleve
sokat tudtunk.

A baktériumgenetikai munkék legismertebb
objektuma az E. coli. Logikusnak latszott tehat
el6szor a coli hasznéalatat mérlegelni. A coli
azonban az a baktérium, amely természetes
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4. dbra. Egy feltételezett fiziés rendszer séméja
A genetikailag egymastol kiillonbdz6 szil6i baktériumok
(abc+ + + és + + + def) protoplasztta alakithatéak, illet6leg
baktérium-formava visszaalakithatok. A két szll6i protoplaszt
faziéjabol ugyancsak visszanyerhet6ek baktériumok, amelyek
kozott a legkiilonboz6bb genotipustak megjelenése varhato.

adottsdgandal fogva konjugécios, transzdukcios,
még transzformacids technika segitségével is
tanulményozhatdé. Ha tehat ebben a rendszer-
ben akartuk volna bebizonyitani a proto-
plasztfuzios informécio-atviteli mechanizmus
lehet6séget, nagyon nehéz lett volna kizarni az
elébb emlitett mechanizmusok valamilyen spe-
cidlis megnyilvanulasat. Tovabba a coli és az
Osszes tobbi un. Gram-negativ baktérium pro-

toplasztjai nehezen el8allithatdak, 6nmaguk-
ban isproblematikus képz6dmények. A coliés a
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Gram-negativ baktériumok csoportja tehét
nem latszott a legszerencsésebb modellrend-
szernek.

Maradt tehat az an. Gram-pozitiv baktériu-
mok csoportja. Ezek kozil a Bacillusok, ki-
I6ndsen pedig a B. megaterium és B. subtilis
ugyancsak széleskorlen ismert és alkalmazott
laboratériumi vizsgéalatobjektumok. A két
baktériumfaj valasztasunk szempontjabol fi-
gyelembe vett tulajdonsagait az 1 tablazat
szemlélteti.

Végil is a B. megaterium mellett dontottink,
mert ennek a baktériumfajnak semmi néven
nevezend6 genetikai informacio-atviteli mecha-
nizmusa nem volt ismeretes, viszont kitlin6en
atalakithato protoplasztokka. Eppen ezért ugy
veéltik, hogy ezen baktérium protoplasztjaival
elért barmi eredmény, még ha az nem is len-
ne protoplasztfazid, érdekl6désre irathatna

1 Téablazat

B. megaterium B. subtilis

Protoplasztté torténd atalakit-

hatdsaga j6 jo
Protoplaszt baktériumfor-

mavé torténd visszaalakitha-

tosdga nem ismert ismert
Genetikai informacid-atviteli nem ismert  transzformacio
mechanizmusa transzdukci6
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szamot. Az a tény, hogy a megatérium proto-
plasztok bakteridlis formava torténd vissza-
alakithatésaga sem volt ismert, ugyancsak
elénydsnek latszott, mert azt is bizonyitani
szerettiik volna, hogy egy ismeretlen rendszer-
ben a protoplasztok visszaalakithatésagénak a
kérdése nagyobb nehézség nélkil megoldhat6.

Csak késébb tudtuk meg aztan, hogy velink
egy id6ben hasonld mérlegelés eredményeként
Pierre schaeffer professzor Franciaorszagban
és Rollin Hotchkiss professzor az Egyesiilt
Allamokban szintén a protoplasztfuzids techni-
ka kidolgozéasat hataroztak el. Hasonldképpen
a B. megaterium és B. subtilis kozott valogattak,
s végul is a B. subtilis mellett déntottek abbdl
kiindulva, hogy annak jol ismert genetikai
informéacio-atviteli rendszerei a kés6bbi geneti-
kai munkéakban jo kontroli-adatokkal szolgal-
hatnak, valamint el6nydsnek tartottdk, hogy a
protoplasztok visszaalakitdsanak modszere is-
mert volt.

Utolag mérlegelve a kilfoldi és sajat dontés
logikajat, ugy véljuk, hogy mindegyik raciona-
lis a maga maodjan.

Most pedig, miel6tt a kisérletek egyes részle-
teinek ismertetését elkezdeném, bemutatom
munkatarsaimat, Fodor Katalint, Had1acz-
Ky GyUIét, Rostas Kata“nt, dr. Csana-
dyne Lippai Lillat, akik az elképzeléseim
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megvalositasaban részt vettek, s akiknek lelkes
munkajaért koszonettel tartozom.

Ugyancsak munkatarsaknak lehet tekinteni
a B. megaterium kilonbdz6 torzseit, amelye-
ket laboratériumunkban genetikai jelzésekkel
(antibiotikum-rezisztencia, auxotrofia stb.)
lattunk el az el6készit6 munka soran. Az 1
képen egy B. megaterium torzs baktérium- és
protoplaszt-valtozatanak mikroszkopos és a 2.
képen elektronmikroszkopos felvétele mutatja,
hogy a pélcikaszer(i baktérium sejtfalanak
enzimes eltavolitdsa utan gomb alaku képletté
alakul at.

Amint el6bb mar emlitettem, munkéank kez-
detén a B. megaterium protoplasztok bakté-
rium-formava torténd visszaalakithatésaga
kétséges volt. Az irodalomban ugyanis talal-
tunk olyan kozleményeket, amelyek a B. me-
gaterium protoplasztok osztddasat leirték,
de egyetlenegyet sem, amely a sejtfal Ujra-
képzddésérdl és a baktérium-formava torténd
visszaalakulasrél szdmolt volna be.

Rdévidesen sikeriilt azonban azokat a feltéte-
leket megtaldlnunk, ahol a protoplasztok
baktériumma visszaalakultak (Fodor, Had-
laczky, Alfoldi, 1975). Az eljards technikai
részleteinek ismertetése helyett itt most csak egy
olyan felvételsorozatot mutatok be, amely
egyetlen protoplaszt visszaalakuldsa soréan
lejatsz6dd eseményeket szemlélteti (3. kép).
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1. kép. Bacillus megalerium: baktériumok (a) és
protoplasztokka atalakitott baktériumok (b).
Faziskontraszt-mikroszképos kép.



2. kép. Bacillus megalerium: baktériumok (a) és
protoplasztokké atalakitott baktériumok (b).
Scanning elektronmikroszk6pos kép.
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3. kép. Egy Bacillus megaterium protoplaszt baktérium-
formavé torténd visszaalakulasanak id6beli 1épései.
Faziskontraszt-mikroszképos felvétel.

Meglepetésnek szamitott az a tény, hogy az els6
sejtfallal rendelkezd palcika-alak csak a pro-
toplaszt j6 néhany osztodasa utan jelenik meg
(Hadlaczky, Fodor, Alféldi, 1976). Szdmunkra
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azonban a leglényegesebb eredmény mégiscsak
az volt, hogy a protoplasztok baktérium-
formava torténd reverzidja valoban lehetséges
volt, s igy a fuzios kiserletnek ez a feltétele is
rendelkezésunkre allott.

A fazios kisérlethez ezek utan két aminosav-
dependens (auxotr6Q torzset valasztottunk Kki.
Az egyik csak arginin és leucin, a masik csak
triptofan és hisztidin jelenlétében n6tt. Geneti-
kaijeldléssel tehat a B. megaterium Arg ~, Leu
Try+, His* torzset kivantuk fuzionalni a B.
megaterium Arg+ Leu*, Try", His~ torzzsel.
A fuzié indukélasara kilénb6z6 technikékkal
valé prébalkozas utan vegul is a polietiléngli-
kolt (PEG) gondoltuk legalkalmasabbnak,
amellyel Kao és Michayluk novényi proto-
plasztok, Ferenczy Lajos és munkatarsai pe-
dig gomba protoplasztok fazi¢jat sikerrel in-
dukaltak.

Miutan az els6 térzs csak arginin és leucin, a
mésodik csak triptofan és hisztidin jelenlétében
képes szaporodni, egy olyan taptalajon, ame-
lyik aminosavat nem tartalmaz, egyik térzs sem
fog néni. Egy ilyen aminosav nélkiili taptalajon
azonban az esetleges protoplaszt-fazidbol
szarmaz6 prototréf rekombinansokat (ame-
lyek Arg*, Leu*, Try*, His* tulajdonsaguak,
tehat minden aminosav jelenléte nélkil néni
képesek) kdzvetlenil ki lehet mutatni.
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A 4. kép azt szemlélteti, hogy a két auxotrof
megaterium-torzs PEG kezelése utan minimal
tdptalajon valoban megjelentek a vart rekom-
binans telepek. Miutan a megfelel§ kontroli-
kisérletek soran kizartuk, hogy ezek a rekom-
binans telepek transzforméaciés, konjugacios
vagy transzdukcidés mechanizmus alapjan ke-
letkeztek volna, arra a koOvetkeztetésre jutot-
tunk, hogy sikeriilt a PEG kezeléssel olyan
protoplaszt-faziét indukalnunk, amelyb6l a
baktérium-formava, s rdadéasul genetikailag
rekombinans baktériumma toérténd visszaala-
kulas lehetséges (Fodor, Alfoldi, 1976).

4. kép. A Bacillus megaterium Arg~, Leu és a B. megaterium
Try~, His torzsek protoplasztjainak keverékét
polietilénglikollal (PEG) kezeltiik.

A kép a szelektalé taptalajon kindvekvd prototrof telepeket
mutatja (kdzépen).
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Vellink egy id6ben Schaeffer, Cami, Hotch-
kiss (1976) hasonlé eredményt értek el a B.
subtilis rendszerben.

A protoplasztfuzio tényét hamarosan elekt-
ronmikroszkopos felvétellel kdzvetlentl szem-
léltetni nem is lehetett. Az 5. képen a B.
megaterium, a 6. képen pedig a B. subtilis-rél

5. kép. Bacillus megaterium PEG-kezelés utan fuzionald
protoplasztjai
(Hadlaezky Gyula scanning elektronmikroszképos felvétele).
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6. kép. Bacillus sublilis PEG-kezelés hataséara fuzionalt
protoplasztjainak metszete egyszerre tdbb prespoérat tartalmaz
(Prof. P. Schaeffer anyagabdl).

készilt felvétel lathat. A sublilis-rél készitett
képen (amelyet P. Schaeffer bocsatott rendel-
kezésemre) kiiléndsen szépen latszik az, hogy
egyetlen protoplaszton belll tébb (pre-)spéra
van jelen. Miutan a baktérium citoplazmaban
csak egyetlen spéra képzddhet, a tébb sporat
tartalmazd protoplaszt csak fazio eredmé-
nyeként johetett létre.

Munkénk eredményének megjelenése utan
szamos mas baktérium protoplasztfuzids rend-
szerét irtadk le. Itt csak Hopwood és munkatar-
sai munkajat emlitem meg (1977), akik a
Streptomyces coelicolor flzids rendszerének a
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kidolgozésaval igazoltdk az eljarés streptomy-
ces-rendszerre vald alkalmazhatésagat. Az elsd
ipari torzsekkel létrehozott protoplasztfizioroél
pedig a Gyogyszeripari Kutaté Intézet mun-
katarsai szamoltak be (Szvoboda és mtsai.,
1980).

Sikerult tehat a B. megaterium modell-rend-
szeren a baktérium protoplasztok fizids rend-
szerét kidolgozni, s ahogy vartuk, ez a fuzids
technika mas baktériumok esetében is
m(kodékeépes. Meg kell még itt emlitenem,
hogy a fonalas gombak és éleszték protoplaszt-
jainak szamos flzios rendszerét Ferenczy Lajos
és munkatarsai a nemzetk6zi mez6nyben
els6ként dolgoztdk ki. Ferenczy Lajos 1981-ben
megjelent dolgozata, a mikrobiélis fuzids rend-
szerek legteljesebb 6sszefoglalasa.

Barmennyire is alapvetd lépést jelentett
azonban a fGzids technikanak a baktériumge-
netikaba tortént bevezetése, alkalmazasa soran
szamos el6re nem lathat6 probléma isjelentke-
zett.

A genetikai analizis szdméara pi. a legna-
gyobb nehézséget az jelenti, hogy a flzios
esemény utan lejatsz6do torténések egymaés-
utanjarol nincsen megfelel6 ismeretiink. A
fazi6 utani fizioldgiai és genetikai események
egymast valdszinlileg ugy atfedik, hogy a
szokasos genetikai analizis nem ad egyértelmi
eredményt. Kapunk ugyan a f0zi6s elegybdl
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nagy gyakorisaggal Uj genetikai kombinécio-
kat, de azok kozott a kilonboz6 genotipusok
megoszlasa ellentmond&sos.

A nagy gyakorisaggal keletkez8 Uj kombina-
ciok a gyakorlat szdmara mar igy is fontosak,
mert a Vvéletlenszerlien kapott populéciobdl
(@ nagy gyakorisag kovetkeztében) relative
koénnyen ki tudjak valogatni az iparilag fontos
Uj véaltozatokat. Nem ilyen egyszer(i azonban a
helyzet, ha flziés technika segitségével geneti-
kai analizist kivanunk végezni.

A genetikai analizis segitségével ugyanis egy
adott baktérium genomjarél minél tokéletesebb
képet szeretnénk kapni. Els6 1épésként rendsze-
rint megszerkesztink egy géntérképet, amelyen
az adott baktérium génjeinek egyméashoz vald
viszonyét, sorrendjét, tdvolsagat tintetjuk fel.
Egy tokéletesen ismeretlen genom-szerkezeti
baktérium genetikai analizise tehat mindig
géntérképezéssel kezdbdik.

A B. megaterium ilyen ismeretlen genomu
baktérium lévén, els6 lépésként mi is egy gén-
térképet szerettiink volna szerkeszteni.

A géntérképkészités legegyszer(ibb modja
az un. kapcsoltsagi analizis elvégzése. Az elja-
ras lényege az, hogy a két szul6 genetikai
allomanyanak kombinacidjabdl keletkezd (j
véltozatok kozil kivalasztunk néhanyat (direkt
vagy indirekt szelekcié révén), majd azt vizsgal-
juk, hogy a szelektélt tulajdonsdgokhoz maés,
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an. nem szelektalt tulajdonsagok milyen gya-
korisaggal csatlakoznak. Ebbd6l a gyakori-
sagbho6l aztan kovetkeztetni lehet az adott gé-
nek egymastol vald relativ tavolsagara, illet-
ve az egymashoz viszonyitott helyzetére. (A
kapcsoltsagi analizis elvét az 5. dbra szemlélte-
ti.) A kapcsoltsagi analizis molekularis alapjat
az un. &tkeresztezés (crossing over) sorén
bekdvetkezd genetikai allomanycsere képezi,
amikor is kdzeli gének nagyobb gyakorisaggal
jelennek meg egyitt, mint a tavoliak. Tudnunk
kell tehat, hogy a mindig aktudlisan vizsgalt
rekombinans genomja mely informacioit kapta
a masik sziilé genomjabal.

A Kklasszikus bakteridlis informacio-atviteli
mechanizmusok soran egyértelm(en beszél-
hetlink recipiens és donor genomrél. A transz-
formécid, transzdukcié, konjugacié soran
ugyanis az informécié-atadds mindig egy-
irdnyu, a donorbdl a recipiensbe. A szelek-
talt Uj kombinacio6 tehat mindig a recipiens ge-
nomjaba beépllt donor informaciétél szér-
mazik.

A fuzi6s folyamat soran azonban a két szil6
teljes citoplazméja egyesil egymassal, s igy ott a
két teljes genom egyszerre van jelen. A genetikai
allomany kicserél6dése ugyan reciprok folya-
mat, de a szelekcié utdn megkapott rekom-
binans egyedrél mégsem tudjuk megmondani,
hogy genomjaban melyek az idegen informé-
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a*boa* b*c™>a* b*c> a*bc*
b*c*a>a*bV> b*a*c > b'ac*

cb*a>ab*c*>c’ba > c*ba*

5. dbra. A kapcsoltsagi analizis elve
Ha egy abc genotipust szil6ébe ennek a ha&rom markemek
megfelel6 vad alléleket bejuttatjuk 8+ + +), szelektalhatunk
olyan utédokat, amelyek egy vad alléit megkaptak (a', vagy
b+ vagy c+). A szelekci6t a markerek bekarikéazasa jelzi. A
szelektald taptalaj dsszeéllitasanal azt gy egészitjik ki, hogy
a masik két marker akar beépiilt a recipiens sziil6be, akar
nem, mindenképpen kapunk ndvekedést. A kovetkezd
lépésben ellendrizziik a szelektalt baktérium genotipusat,
amely ebben az esetben barmely szelekciénal négyféle lehet.
Az egyes genotipusok el6fordulasanak egymashoz viszonyitott
gyakorisaga attél fog fiiggeni, hogy a tanulmanyozott
markerek egymashoz viszonyitva milyen helyzetet foglalnak el
a kromoszéman, illetve milyen tavol esnek egymastdl. Ezen
elv alapjan egy ismeretlen génelrendez8dés a kapott értékekbdl
visszakdvetkeztethetd.

ciok. (A kérdés részletesebb kifejtése jelentds

id6t igényelne, ezért ettél most eltekintek.)
Ugy gondoltuk tehat, hogy ha a fazids

rendszerrel megbizhaté genetikai eredménye-
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két akarunk kapni, akkor abban az informacio-
atadast egyiranyava kell tenniink.

Tobbféle probéalkozéas utan végll is az in-
formécio-atadast gy tettik egyirdnyava, hogy
az egyik szil6i protoplasztot h6kezeléssel rege-
neraciéra alkalmatlanna tettik, inaktivaltuk.
Hasonl6 elvet irtak le Levi és munkatérsai a B.
subtilis rendszerben, ahol az egyik sz{il6t strep-
tomycinnel o6lték el (Levi és mtsai., 1977).
Feltételeztuk, hogy egy ilyen rendszerben csak a
nem kezelt szil6 lesz képes regenerécidra, azaz
a kapott rekombinansok létrejéttében a rege-
nerald szuld teljes genomja mint recipiens, az
inaktivalt sziil6 genomja pedig mint donor vesz
részt. Azt tapasztaltuk, hogy egy ilyen rendszer
valéban mikodik (Fodor, Demiri, Alféldi,
1978). (A gyakorlat szaméra ez a lehet6ség
rendkivil hasznos, mert ipari munkakban is
kivanatos gyakran az egyik szil6 kizarasa a
tovabbi osztodasokbol.)

A 2. tablazatban ilyen egyiranydusitott in-
formécio-atviteli kisérlet adatait mutatom be.
A donor baktériumtdrzs protoplasztjait inak-
tivaltuk. A recipiens torzsnek harmas amino-
savigénye volt. A szelektalé taptalajbol egy
aminosavat mindig kihagytunk, a masik kettdt
pedig beletettlik. igy az adott szelektéal6 tapta-
lajon mindig csak az a rekombinéns n6hetett ki,
amely a donortdl az adott aminosavszintetizal6
képesség génjét megkapta. E szelektalt tulaj-

26



donséag génjének megkapasa mellett k6z6mbds
volt, hogy a mésik két aminosav szintézisének a
génjeit is megkapta-e, mert hiszen ezek az
aminosavak a taptalajban eleve a baktérium
rendelkezésére alltak.

Ebben a rendszerben tehat egy masodik
Iépésben megvizsgalhattuk, hogy a szelektalt
tulajdonsag génjéhez a nem szelektaltak milyen
kombinéaciéban és milyen gyakorisaggal csatla-
koztak. A téablazat adataibdl lathatd, hogy
bizonyos kombinaciok nagyobb gyakorisaggal
fordulnak el8, mint masok. Genetikus szakem-
ber szdméara azonban az adatok mérlegelése
utan gyorsan nyilvanvaléva valik, hogy azok
rendkivil ellentmondésosak (Fodor, Rostas,
AIfoldi, 1980).

Anélkil, hogy ezeknek a részleteknek az
elemzésébe kezdenék, szabad legyen itt csak
annyit megemlitenem, hogy ezeket az ellent-
mondasokat a mai napig nem tudtuk megolda-
ni. A flziés technikaval torténd géntérképezés
problematikdjan tehat tovabb dolgozunk.

A genetikai analizis prébalgatasa soran a
fzids rendszer egyéb anomaliait is felismertik,
amelyek tovabbi megoldandé feladatot jelente-
nek szamunkra. Ezek egy része fiziologiai, méas
résziik genetikai jellegdi.

A fizioldgiai jellegli kérdéscsoport abban
nyilvanul meg, hogy a protoplasztok baktéri-
um-forméva torténd visszaalakulasa a komye-
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2. Tablazat

B. megaterium THT StrR x B. megaterium KM Strs

(Try~, His~, Tre~) (elolt)
Kisérlet
Try * szelekcié 1 2 3
Try* His* Tre* 5 80 42
Try* His~ Tre* 6 2 1
Try* His* Tre- 9 0 1
Try* His~ Tre~ 30 18 56

Osszes: 100 100 100

His * szelekci6

Try* His* Tre* 48 12 28
Try- His* Tre* 26 13 12
Try* His* Tre 3 1 1
Try- His* Tre- 21 13 58

Osszes: 98 39 99

Tre* szelekcid

Try* His* Tre* 63 83 6l
Try- His* Tre* 24 12 12
Try* His~ Tre* 1 1 0
Try- His Tre* 9 3 25

3 1 2

Osszes: 100 100 100
Kapcsoltsagi analizis
A prototr6f B. megaterium KM tdrzs protoplasztjait eldltik,
majd ezeket a protoplasztokat a B. megaterium Try~ His Tre
torzs protoplasztjaival fuzionaltuk. Szelektaltunk egy-egy re-
kombinans kategériara (Try*; His*; Tre*), majd megvizsgal-
tuk, hogy az egyes szelektalt markerekhez a nem szelektaltak
milyen gyakorisdggal csatlakoznak. A szamok az 6sszes meg-
vizsgalt telep kdzotti egyes kategoriak el6forduléasi gyakorisagat
jelentik.
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zeti hatasokra rendkivil érzékeny. Egyes ami-
nosavak jelenléte a taptalajban kifejezetten
gatlé hatasu lehet, ha egyidejlileg nincs jelen egy
masik aminosav is. Miutan a genetikai sze-
lekciokban gyakran adddik olyan téptalaj-
Osszeéllitds, amikor az egymas hatédsat Kki-
egyensulyozé aminosavak kilén-kilén vannak
ottjelen, nyilvanvald, hogy ez a fizioldgiai hatés
a genetikai eredményeket eltorzithatja (Fodor,
Alfoldi, 1979). Ezért ezekkel a fizioldgiai hata-
sokkal, azok eredetével, valamint ellensulyoza-
suk lehet8ségeivel tovabb kell foglalkoznunk.

A genetikai jellegi kérdéscsoport elméleti
érdekességét az adja, hogy a baktériumok dn.
haploid szervezetek, azaz a genetikai informa-
cio sejtenként egyszer fordul el§ bennik. Fuzio-
val egy Un. diploid vagy esetleg még magasabb
ploiditasi szinteket hozunk létre. Ez pedig
természetellenes allapot. Hogyan reagal tehat
egy ilyen faziés komplex, hogyan oldja meg a
szamara szokatlan helyzetet?

Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy
ilyen diploid allapot még a baktérium-forméva
torténd visszaalakulds utéan is egy ideig fennma-
radhat. Ezt a lehetéséget szemlélteti a 3.
tablazat.

A tadblazatban bemutatott kisérletben fu-
ziobol szarmazé baktériumokat vizsgaltunk.
A fGzidbol (mindegyik szulé két aminosavra
auxotréf) a prototr6f rekombindnsokat sze-
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3. Tablazat

Aminosavmentes taptalaj

+
. . Arginin
Taptalaj Arginin Triptofan gin
st in  Hisztidin Leucin
osszetétele 0 Leucin Triptofn
Hisztidin
Klnottltelepek 0 62 5 63
szama
Prototrofok 30 30 30 30
Arg- Leu- 32 32
His- Try- 2 22
Osszes fenotipus 84

Prololréf telepek replika-modszerrel torténd analizise

A Bacillus megaterium Arg- Leu és B. megaterium Try- His-
torzset fuziondltattuk. Prototréfokat izolaltunk. 63 prototrof
telepet gazdag taptalajbol a tablazatban feltiintetett dsszetétel(i
taptalajokra replikaztunk. Megéllapithat6, hogy a 63 telep koziil
csak 30 prototréf, 32 Arg- Leu-; 22 pedig Try- His-. igy a 63
telep 84 fenotipust mutat, ami csak Ugy lehetséges, ha a telepek
egy része tobbféle fenotipus baktériumbdl épil fel.

lektaltuk. Majd egy izolalt telepet olyan tapfo-
lyadékba szuszpendaltunk, ahol csak a pro-
totr6f rekombinédns baktériumok képesek
tovabb szaporodni. Az ilyen korilmények
kozotti szaporitast még egyszer megismételtik.
Ezek utan egy olyan tenyészettel kellett rendel-
keznunk, amelynek minden egyes baktérium-
egyede prototrof.

Kiszélesztettlik tehat ezt a tenyészetet most
mar gazdag taptalajra, s a kinétt izolalt telepe-
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két (63 telep) a mikrobidlis genetikdban kozis-
mert replika-modszerrel megvizsgaltuk. Azt
vartuk, hogy ebben a tesztben is minden egyes
telep prototr6fnak bizonyul. Ezzel szemben a
telepek kozott szuldi tipust auxotrofokat is
talaltunk. Tovabba, a vart 63 helyett 0sszesen
84 fenotipust mutattunk ki.

Ezeket az eredményeket legegyszer(ibben ugy
értelmezhetjik, hogy a fGzi6 utan, szelektiv
tdptalajon fenntartott prototrof tenyészet
baktériumainak egy része diploid allapotd
maradt, tehat azokban mindkét sziléi genom
jelen volt, egymés hiany-tulajdonsagat ki-
egészitette, komplementalta, ezért ezek a bakté-
riumok prototrofként viselkedtek. Ezek a
diploidok idénként szegregéltak haploid szUl6i
tipusokra is. A tenyészet tehat ezért tartalmaz
szUl6i egyedeket.

A szegregacio a gazdag taptalajra valo kiszé-
lesztés utan is eléfordulhat. igy azok a telepek,
amelyekben a szegregél6 diploid baktériumok
voltak jelen, mindkét szil6i baktériumot tartal-
maztdk. Ezen telepekbdl a replikdzas utan
egyszerre két szelektalé taptalajon néttek ki
telepek, s ez azt eredményezte, hogy tobb
fenotipust észleltink, mint amennyi a vizsgéalt
telepek szama.

Ezeknek a komplementéalé, majd szegregal6
diploidoknak a természete teljesen ismeretlen.
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Tovabbi kisérletsorozatok sziikségesek a kér-
dés tisztazasara.

Az eddig ismertetett komplemental6 diplo-
id baktériumok mellett Rollin Hotchkiss és
Géabor Magda B. subtilis rendszerrel dolgozva,
a protoplasztfizié utdn keletkez6 egészen
varatlan tulajdonsdggal rendelkezd baktériu-
mokat taldltak (1980). Ezeknek az altaluk
biparentalis-(BP)-nak nevezett baktériumok-
nak az a jellegzetessége, hogy a két teljes sziil8i
genom jelen van bennik, osztddas soran mind-
kett6 replikalodik és az utddokba &tjut, azon-
ban az egyik teljes genom nem fejez6dik ki, nem
komplementél (ezért non complementing dip-
loid, NCD néven is jeldlik azokat). Az inaktiv
genom aktivva valasa azonban meghatarozott
kornyezeti feltételek kozott létrehozhatd. Ha
ilyen nem komplemental6 diploid baktériumok
valoban léteznek, azok a baktériumgenetikai
kisérletek érdeklédésének a kdzpontjdba fog-
nak kertlni. Az ilyen baktérium ugyanis
analdgnak latszik az eml6s rendszerekben meg-
ismert, un. kromoszoma-inaktivaciot mutato
sejtekkel, s igy a baktériummodell lehetévé
tenné ennek a nehezen tanulmanyozhat6 rend-
szernek a vizsgalatat.

A flzioés kisérletek sorén észlelt diploid
baktériumok tehat egy igen érdekes Uj rendszert
jelentenek. Tulajdonsagaikat a 6. abra foglalja
0ssze.
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MEGNEVEZES

Komplementdld
diploid
(Stabilis)

KomplementdI6
diploid
(Szegregald)

Nem komple-
mentalé diplo-

id (NCD
(Bilpaffentzglis)

6. abra. FUziéhol szarmaz6 diploid baktériumok
jellegzetességei
Azonos genotipus kilénbéz8 fenotipusokban nyilvanulhat
meg. Az utédpopulacié dsszetétele is més és mas lehet.

A B. megaterium fuzids utédai kozott mi is
megkiséreltiik ilyen biparentalis egyedek kimu-
tatadsat. Valoban, a Hotchkiss hazaspér leirasa-
nak megfelel8en viselkedd telepeket tudtunk
izolalni. Kontrollkisérleteink szerint azonban a
B. megaterium biparentalis jellegzetességet mu-
tato telepei inkdbb egy keverékpopulacionak
latszanak, s eddig nincs semmi megbizhatd
kisérletes bizonyitékunk, ami azt igazolna,
hogy diploid baktériumegyedekbdl allananak.

Osszefoglalva az elmondottakat, az alabbi
néhany tényt szeretném hangsulyozni.

1  Sikertlt kidolgoznunk egy olyan eljarast,
amelynek soran baktériumok protoplasztjai
flzidra késztethet6k;
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2. Sikertlt ezeket a fuzionalt protoplasztokat
baktérium-formajuva visszaalakitani;

3. A protoplasztfaziobol nyert baktériumok
genetikai analizise azt mutatja, hogy azok
kozott valddi rekombindns baktériumok, vala-
mint szegregald diploid allapotu baktériumok
vannak jelen;

4. A fuziés hibridbaktériumok genetikai
analizalhatésdga mind a mai napig megoldat-
lan kérdést jelent.
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