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A Rhizobium genus taxonémiai osztalyozasa elsdsorban a fertdzhet&ségi
csoportositason alapul. A 16 lehetd fajbol 6 speciest emelnek ki altalaban,
amit més szerz0k megtoldanak, igy ALLEN—ALLEN (1950) 22-re emelik a
fajok szamat.

GraHAM (1964) numerikus taxonémiai mdédszerrel végzett vizsgalatok
alapjan javasolta, hogy csak 3 Rhizobium species legyen: a Rh. meliloti és
a Rh. leguminosarum; ez utébbihoz tartozna a Rh. leguminosarum, Rh. tri-
folii és Rh. phaseoli csoport. Ezenfeliil a harmadik, a lassan n6vd, in. Phyto-
myxa japonicum csoport lenne, a Rh. lupini és Rh. japonicum fajokkal.

T MANNETJE (1967) ugyancsak foglalkozott a Rhizobiumok és a genus-
hoz kozel 4ll6 més baktériumok taxonémiai kérdéseivel. A vizsgalati ered-
mények alapjan arra kévetkeztetett, hogy — tobbek kozétt — az Agrobacte-
rium sokkal szorosabban rokon a gyorsan névé Rhizobiumokkal, mint a lassan
novikkel, tovabba, hogy a lassan és gyorsan névé Rhizobiumok rokonsagi
foka nagyobb, mint azoknak a Beijerinckiaval és a Chromobacteriumokkal.

Ezeknek a taxonémiai vizsgalatoknak az eredményei azt mutattak, hogy
a Rhizobium genus helyzete, és azon beliil az egyes fajok elkiilonitése ma
még meglehetdsen tisztazatlan.

A taxonémiai kapcsolatokat altaldban az tin. fenetikai kapcsolatok alap-
jan hatarozzdk meg. A fenetikai kapcsolatokat a vizsgalt szervezetek mai
sajatossagai alapjan rendszerezik. Ezek eltérnek a filogenetikai kapcsolatoktdl,
melyek megallapitasa baktériumoknal nehézségekbe iitkozne.

Fenetikai kapcsolatok meghatéarozasira in. numerikus médszereket al-
kalmaznak elsGsorban, ezeket nagyszamu egyedi megfigyelés és értékelés
alapjan végzik. Ilyen megfigyelések kiterjednek a morfolégiai, biokémiai, sze-
rolégiai, genetikai és 6kolégiai sajatossagokra. A szamos jelleg egyiittes vizs-
galata j6l megalapozza az ilyen taxonomiai jellemzéseket, de nem elhanyago-
landé a tisztan genetikai kapcsolatok vizsgalata sem, mely végsd soron a DNS
szekvencidk homolégiajan alapul és evoliciés kovetkeztetésekre is lehetd-
séget ad.

* Elsadas a Talajbiolégiai Tudoményos Ulésen. Debrecen 1973. szeptember 4.
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A baktériumok osztalyozasa tehat fenetikai és genetikai rokonsagi fokok
alapjan torténhet. Ez szemlélet kérdése. Igy Ravin [cit. Szende (1967)], mint
baktérium-genetikus 3 kategériat kiillonboztet meg a faj meghatarozasaban:
az un. nomen speciest, amelyet a biner kombinaci6é hataroz meg, a taxospeciest,
melyet fenetikai vizsgalatok alapjin, a hasonlatossidg alapjan hataroznak meg,
és a genospeciest, amelyen beliil a rekombinalédés lehetséges, tehat a genetikai
homolégia igen nagy.

Mi a genetikai homolégia és mit jelentenek a genetikai kapcsolatok?

ElsGsorban a gének atvitelének lehetségein és a kapott rekombinansok
elemzésén alapulnak az ilyen vizsgilatok. Baktériumoknal a génatvitelek
koziil ismeretesek a genetikai transzformalas, a transzdukeid, a konjugéacié és
a plazmid transzfer. Természetesen az ilyen génatviteli lehetéségek csak az
els§ lépést jelentik a taxonoémiai rokonsiag megallapitasdban, mivel a gén
atvitele utan egy stabil gén integralédasnak is be kell kovetkeznie, ezenfeliil
a beépiilt gén reduplikalédasanak és expresszigjanak is. A fajok kozotti ilyen
jellegli génatviteli lehetdségek sok esetben miar igen kismértékd genetikai
megviltozas utdn is megsziinnek. Altalaban a fajok kozti atviteli akadalyok
elég nagyok és szamos tényezd befolyasolhatja azokat.

A genetikai kapcsolat megiéllapitasara hasznalhatébb médszerek egy-
részt az AT/GC ariany meghatérozasa, a nukleinsavak homolégidgjanak meg-
allapitasa parositassal, tovabba a géntermékek — fehérjék — szekvenciainak
vizsgalata. A nukleinsavak homolégidjanak a G 4 C arany alapjan torténé
meghatarozasat DE LEy (1965) a Rhizobiumok taxonémiai vizsgalatdban mar
felhasznalta. Késébb JoNEs és SNEATH (1970) a genetikai rokonsag megallapi-
tasaban Osszegezte ebben a vonatkozasban a Rhizobium genus helyzetét.
Ennek alapjan a Rhizobiumok G 4 C tartalma 59—66%,. Altalaban transz-
forméalhat6k Pseudomonassal, a Rh. leguminosarum transzforméalhaté Agro-
bacterium tumefacienssel, kozos fagjaik vannak, az Agrobacterium radio-
bacterrel és felteheten az Arthrrobacter globiformissal. Ez utébbiak G + C
ardnya 60—649%,, mig az emlitett Agrobacterium csoporté 58—669%,.

De LEY gyorsan névé, peritrich, alacsony G -+ C tartalmd csoportot
kiilonboztet meg, melybe a Rh. leguminosarum és Rh. meliloti speciest sorolja.
A két faj kozott a disztinkeié azonban méar nehéz, mivel a Rh. leguminosarum
G + C tartalma 59,1—63,19, kozott van, mig a Rh. melilotié 62,49,. A masik
csoport DE LEY szerint a szubpoléarisan ostoros, magas G + C tartalmu cso-
port. Ide tartozik a Graham-féle Phytomyxa japonicum csoport, amelybe a
Rh. japonicum és Rh. lupini speciesek tartoznanak. G + C tartalmuk 62,8—
65,5%-

Mivel a géntermékek, tehat a fehérjeszekvenciak vizsgalata rendkiviil
nagy technikai felkésziiltséget igényel, a genetikai homolégia megallapitasa
ezen az alapon nehéz. Eddig mindéssze két baktériumfehérjére, a ferredoxinra
és a rubredoxinra végezték el.
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Van azonban egy lehetdség a fehérjék gyors jellemzésére a gél-elektro-
forézis segitségével. A gél-elektroforézis rendkiviil érzékeny és mar egyetlen
mutaciés megvaltozas is — ami a fehérjék aminosav-sorrendjében egy amino-
sav szubsztiticiét eredményez — kimutathaté. Kisérleteinkben gél-elektroforé-
zis segitségével egyrészt a Rhizobiumok tin. 6sszes fehérjemintazatat elemeztiik,
masrészt vizsgaltuk néhany dehidrogenazuk mintazatit. Ezek koziil elsGsor-
ban az almasav dehidrogenazokkal kapott eredményekrél szamolunk be. Ké-
s6bb részletesen foglalkozunk majd mas dehidrogenazokkal is: igy a glutamin-
sav-, alkohol-, tejsav-, glukéz-6-foszfat-, alfa-glicerofoszfat-dehidrogenazokkal.

A vizsgalatokat tobb taxospeciesbe sorolt baktériumfajjal végesztiik.
Ezek tobb helyrdl, elsGsorban Eurépabél szirmaznak. Célunk ezzel az volt,
hogy a kiilonb6z6 helyrdl begyijtott fajok osszehasonlitasival az esetleges
geografiai eltéréseket is megallapithassuk (I. tablazat).

I. tablazat

Rhizobium térzsek szdarmazdsi helyei

1. Rhizobium leguminosarum 3. Rhizobium trifolii
D 54 Csehszlovikia D 112 Romaénia
93 Csehszlovikia 182 Jugoszlavia
116 Roménia 203 Svaje
227 Szovjetunid 282 ?
374 Szovjetunid 377 Szovjetunid
389 Német Demokratikus Kozt.
2. Rhizobium meliloti 4. Rhizobium phaseoli
D 3 Szovjetunié D 475 Csehszlovikia
16 Csehszlovikia
113 Romaénia 5. Rhizobium japonicum
1852 £ e
204 Svéje D 40 Romidnia

104 Jugoszlavia

130 Lengyelorszag

225 Szovjetunid

337 Argentina

387 Német Demokratikus Kozt.

263 Argentina
41—222—21 Magyarorszag

Az 6t faj tehat 26 kiilonb6z6 helyrél szarmazott. A vizsgalt torzsek egyes
telepekbél ereds klén tenyészetek voltak, a mintan beliili esetleges szérodas
elkeriilése végett. A tenyésztést allando feltételek kozott végesztiik. A sejtek
feltarasat és a fehérjék izolalasat lysozymes és detergenssel torténd kezeléssel
hajtottuk végre. Az elektroforézis akrilamid gélen tortént és a festés utdn a
fehérjemintazatot denzitométerrel kvantitativ médon értékeltilk. A fehérje-
savok szama altalaban 20 kériil volt, ebbél 10 jellegzetes fehérjét valasztot-
tunk ki és ezek Rf értékét meghataroztuk. Az egyes fehérjék eredete alléles-
nek tekinthet§ és igy tulajdonképpen 10 kiilonféle allélt hasznaltunk fel a
rokonsagi fok megallapitasara. Természetesen nagyobb szdmi minta és tobb
alléles fehérje felhasznalasa a vizsgalatokban a médszer értékét tovabb fokoz-
hatja és akar numerikus elemzés is végezhet§ a kapott eredmények alapjén.
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a b c d e

1. dbra. Egyes fajokra jellemz6 fehérjemintdzat 5 gélen a = Rh. leguminosarum, b = Rh.
meliloti, ¢ = Rh. trifolii, d = Rh. phaseoli, ¢ = Rh. japonicum

Az 1. dbran bemutatjuk az egyes fajokra jellemz§ fehérjemintazatot
5 gélen.

Az egyes fehérjemintazatokrol késziilt denzitométeres gorbéket a 2., 3.,
4., 5., 6. abra ismerteti.

Denzitométeres gorbék alapjan szamitottuk ki azokat az azonossagokat
és kiilonbozdségeket, amelyek az egyes vizsgalt fehérjék Rf értékeinek azonos-
saga és kiilonboz6sége alapjan megallapithaték voltak. Ha az Rf érték + 29
eltérést mutatott, vigy ezeket a fehérjéket mar kiilonb6z6 gének termékeinek
fogtuk fel. Ezen az alapon BaptisT et al. (1969) utan 0—24, 25—34 és 35

T ? origin

2. dbra. Rh. leguminosarum o6sszes fehérje zimogramja
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i origin

3. dbra. Rh. trifolii Gsszes fehérje zimogramja

g
1 t origin
4. abra. Rh. phaseoli Gsszes fehérje zimogramja
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&

ik

T

5. dbra. Rh. meliloti 6sszes fehérje zimogramja

T origin i

T

6. dbra. Rh. japonicum osszes fehérje zimogramja
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folotti, tehat harom kiilsnboz6ségi csoportba soroltuk az adatokat a kévetkezd
egyenlet alapjan
NK

bon . s (NK) + NH) i

ahol K a kiilonbozoséget, H az azonossagot, N a megfigyelések szamat jelenti
(7. abra).

Megfigyelhetd, hogy az eltérések jol fedik a fenetikai kapcsolatok alapjan
kialakult genuson beliili rokonsagi mértékeket. Esetiinkben kivétel talan a

leguminosarum

tnifolli [m]] 09
tr % - 3%
' /l 25- 3

1 =0

melilot/

Rh.L

Japonicum

=

7. abra. Kilonboz6ségi matrix

Rh. phaseoli. Ez annak tulajdonithaté, hogy csupan egyetlen szarmazasi
helyrél eredé mintank volt. A kiilonbozség 9,-a alapjan a sorrend: legumino-
sarum, trifolii, phaseoli, meliloti, japonicum.

GraAM a Rh. leguminosarum, Rh. trifolii és Rh. phaseoli csoportot
egybefoglalja, mint aranylag kozel dll6 fajokat és elkiiloniti a Rh. japonicumot
és Rh. melilotit. A De Ley-féle csoportositas szerint a gyorsan névé Graham-
féle Rh. leguminosarum és Rh. meliloti alkot egy csoportot, mig a Rh. japo-
nicum ezektdl, mint lassan név3, magas G + C tartalmi faj, elkiiloniil. Vizs-
galataink alapjan megallapithatjuk, hogy az el6bb emlitett szerzik csoporto-
sitdsdhoz hasonléan, igen kozel alléfajoknak tekintheték a Rh. leguminosarum,
a Rh. trifolii és a Rh. phaseoli. Sorrendben ezutan kévetkezik a Rh. meliloti
és végiil a legnagyobb eltérést a mi vizsgalataink szerint is a Rh. japonicum
mutatta.

Az aspecifikus fehérjék mellett specifikus dehidrogenazokkal is végez-
tiink vizsgalatokat. Eddig a legjobb eredményeket almasav dehidrogenézzal
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8. dbra. Egyes fajokra jellemz almasav dehidrogendzok mintdzata 5 gélen
a = Rh. leguminosarum, b = Rh. meliloti, ¢ = Rh. trifolii, d = Rh. phaseoli, e = Rh.
japonicum

kaptuk. Ez, a fajoktol fiigg&en, hatérozott és eltérd mintazatot mutat. Az 6t
faj almasav dehidrogenazanak mintazatat a 8. abran mutatjuk be, tovabba a
gélek bemutatédsa utan az ezekrdl késziilt zimogramokat is (9., 10.,11., 12., 13.
és 14. abra).

-

l
il 5

3 2 7

9. dbra. Rh. leguminosarum almasav dehidrogenédz és tetrazolium oxidiz zimogramja
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J-r e T t 1 0 origin
3 f{ 7

10. dbra. Rh. trifolii almasav dehidrogenéz és tetrazoliumoxiddz zimogramja

000

BF T 1 0 origin
2 1
11. ébra. Rh. phaseoli almasav dehidrogenaz és tetrazolinmoxidiz zimogramja
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A T T T 0 origin

12. dbra. Rh. meliloti almasav dehidrogendz és tetrazoliumoxidiz zimogramja

J-f T 0 origin
2 1

13. dbra. Rh. japonicum almasav dehidrogendz és tetrazoliumoxidiz zimogramja
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14. dbra. Almasavdehidrogendz és tetrazoliumoxidaz izoenzimek diagramja
a = Rh. trifolii, b = Rh. leguminosarum, ¢ = Rh. phaseoli, d = Rh. meliloti, ¢ = Rh.
japonicum

A kapott zimogramok alapjan megallapithaté, hogy az egyes fajok al-
masav dehidrogenédzainak, ill. alegységeinek szama 3. Kivételt képez a
Rh. phaseoli, melynél kettét mutattunk ki. Az egyes egységek mozgési sebes-
sége azonban a fajra nézve jellemz§. Igy a Rh. melilotinal a harom alegység
altalaban a leggyorsabban mozgé, mig a trifoliinal a leglassibb.

Kimutathaté ezenkiviil még egy tetrazoliumoxidaz is, melynek mozgasi
sebessége fajonként ugyancsak eltéré. A kapott elhelyezkedéseket a geografiai
eredet, tehat a fajon beliili valtozatossag nem befolyasolta lényegesen, és igy
taxnémiai jellemzésre jol felhasznalhaték.

Osszefoglalas

1. A vizsgalatok alapjan megallapithaté, hogy a gél-elektroforézis fel-
hasznalhaté a Rh. genuson beliili és a kapcsolt genusok kozotti genetikai
rokonsag vizsgalataban.

2. Megallapithaté tovabba, hogy az aranylag kisszami minta alapjén
kapott genetikai kapcsolat mind a fehérjék, mind pedig a dehidrogenazok
esetében a fenetikai kapcsolatok révén kialakitott csoportokkal jél meg-
egyezik.

Nem kivanunk az eddig kialakult taxonémiai csoportokon valtoztatni,
vagy azokon javitani, csupan médszertani vizsgalatokat végeztiink arra nézve,
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hogy a gél-elektroforézis felhasznalhaté-e a Rhizobiumok és a rokon genusok
genetikai rokonsagi fokianak megallapitasaban, miként azt més baktériumok-
nal, igy pl. Enterobacteriumoknal, Vibrional, Mycoplasmanal és Mycobacte-
riumoknal mar alkalmaztak.

A médszer ezenfeliil felhasznalhaté a talaj-okoszisztémak populéciés
vizsgalataban: pl. olyan esetben, amikor a talajban mutagén peszticidek hal-
mozédnak fel és a mutagénnek egyes fajok vagy genusok gén-pooljara kifejtett
hatasat kivanjak ellendrizni.
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