
VIZSGÁLATOK TALAJ-MIKROSZERVEZETEK 
TAXONÓMIAI JELLEMZÉSÉRE 

GÉL-ELEKTROFORÉZISSEL* 

PÉCHYNÉ KÖVES KRISZTINA 

SZENDE KÁLMÁN 
a biológiai tudományok kandidátusa 

MTA Talajtani Kutató Intézete, Budapest 

A R h i z o b i u m genus t a x o n ó m i a i o s z t á l y o z á s a e l sősorban a f e r tőzhe tőség i 
c sopor tos í t á son a l a p u l . A 16 l e h e t ő f a j b ó l 6 speciest e m e l n e k ki á l t a l á b a n , 
a m i t m á s szerzők m e g t o l d a n a k , így A L L E N — A L L E N (1950) 22-re emel ik a 
f a j o k s z á m á t . 

G R A H A M ( 1 9 6 4 ) n u m e r i k u s t a x o n ó m i a i módszer re l v é g z e t t v i z s g á l a t o k 
a l a p j á n j a v a s o l t a , h o g y csak 3 R h i z o b i u m species legyen: a R h . mel i lo t i és 
a R h . l e g u m i n o s a r u m ; ez u t ó b b i h o z t a r t o z n a a R h . l e g u m i n o s a r u m , R h . t r i -
folii és R h . phaseo l i csopor t . E z e n f e l ü l a h a r m a d i k , a lassan n ö v ő , ún . P h y t o -
m y x a j a p o n i c u m c s o p o r t l enne , a R h . l up in i és R h . j a p o n i c u m f a j o k k a l . 

' T M A N N E T J E ( 1 9 6 7 ) u g y a n c s a k f o g l a l k o z o t t a R h i z o b i u m o k és a g e n u s -
hoz köze l álló m á s b a k t é r i u m o k t a x o n ó m i a i kérdéseivel . A v izsgála t i e r e d -
m é n y e k a l a p j á n a r r a k ö v e t k e z t e t e t t , hogy — t ö b b e k k ö z ö t t — az A g r o b a c t e -
r i u m sokka l s z o r o s a b b a n rokon a gyor san n ö v ő R h i z o b i u m o k k a l , m i n t a l a s s a n 
n ö v ő k k e l , t o v á b b á , h o g y a l a s s a n és g y o r s a n n ö v ő R h i z o b i u m o k r o k o n s á g i 
f o k a n a g y o b b , m i n t a z o k n a k a B e i j e r i n c k i á v a l és a C h r o m o b a c t e r i u m o k k a l . 

E z e k n e k a t a x o n ó m i a i v i z s g á l a t o k n a k az e redménye i a z t m u t a t t á k , h o g y 
a R h i z o b i u m genus he lyze te , és azon be lü l az egyes f a j o k e lkülöní tése m a 
m é g meg lehe tősen t i s z t á z a t l a n . 

A t a x o n ó m i a i k a p c s o l a t o k a t á l t a l á b a n az ú n . f ene t ika i k a p c s o l a t o k a l a p -
j á n h a t á r o z z á k m e g . A f e n e t i k a i k a p c s o l a t o k a t a vizsgál t sze rveze tek m a i 
s a j á t o s s á g a i a l a p j á n r endsze rez ik . E z e k e l t é r n e k a f i logene t ika i k a p c s o l a t o k t ó l , 
m e l y e k m e g á l l a p í t á s a b a k t é r i u m o k n á l n e h é z s é g e k b e ü t k ö z n e . 

F e n e t i k a i k a p c s o l a t o k m e g h a t á r o z á s á r a ú n . n u m e r i k u s m ó d s z e r e k e t al-
k a l m a z n a k e l sősorban , ezeket n a g y s z á m ú e g y e d i megf igye lé s és é r t éke l é s 
a l a p j á n végzik . I l y e n megf igye lé sek k i t e r j e d n e k a morfo lógia i , b iokémia i , sze-
rológiai , gene t ika i és ökológiai s a j á t o s s á g o k r a . A számos j e l l eg együ t t e s v izs -
g á l a t a jó l m e g a l a p o z z a az i lyen t a x o n ó m i a i j e l l emzéseke t , de n e m e l h a n y a g o -
l a n d ó a t i s z t án g e n e t i k a i k a p c s o l a t o k v i z s g á l a t a sem, mely v é g s ő soron a D N S 
szekvenc i ák h o m o l ó g i á j á n a l a p u l és evolúciós k ö v e t k e z t e t é s e k r e is l e h e t ő -
séget a d . 

* Bevezető előadás a Talajbiológiai T u d o m á n y o s Ülésen. Debrecen 1973. szep tember 4. 
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A b a k t é r i u m o k osz tá lyozása t e h á t f ene t ika i és gene t ika i rokonsági fokok 
a lap ján t ö r t é n h e t . Ez szemlélet kérdése. í g y R A V I N [cit . Szende (1967)], m i n t 
bak té r ium-gene t ikus 3 k a t e g ó r i á t k ü l ö n b ö z t e t meg a f a j m e g h a t á r o z á s á b a n : 
az ún. nomen speciest, a m e l y e t a biner kombinác ió h a t á r o z meg, a taxospeciest, 
melyet f ene t i ka i vizsgálatok a lapján , a hasonla tosság a l a p j á n h a t á r o z n a k meg, 
és a genospeciest, amelyen belül a r ekombiná lódás lehetséges, t ehá t a gene t ika i 
homológia igen nagy. 

Mi a genet ikai homológia és mi t j e len tenek a gene t ika i k a p c s o l a t o k ? 
E l sőso rban a gének á tv i te lének lehetőségein és a k a p o t t r ekombinánsok 

elemzésén a l apu lnak az i lyen vizsgála tok. B a k t é r i u m o k n á l a géná tv i t e lek 
közül i smere tesek a gene t ika i t r ansz fo rmá lás , a t r anszdukc ió , a kon jugác ió és 
a plazmid t r ansz fe r . Természetesen az i lyen génátvi te l i lehetőségek c sak az 
első lépést je lent ik a t a x o n ó m i a i r o k o n s á g megá l lap í tásában , mivel a gén 
átvitele u t á n egy stabil gén in tegrá lódásnak is be kell következnie , ezenfelül 
a beépül t gén redup l iká lódásának és expressz ió jának is. A fa jok közöt t i i lyen 
jellegű géná tv i t e l i lehetőségek sok e se tben már igen k i smér tékű gene t ika i 
megvál tozás u t á n is megszűnnek . Á l t a l á b a n a fa jok köz t i átviteli a k a d á l y o k 
elég n a g y o k és számos t é n y e z ő be fo lyáso lha t j a azoka t . 

A gene t ika i kapcso la t megá l lap í t ásá ra h a s z n á l h a t ó b b módszerek egy-
részt az AT/GC arány megha t á rozása , a nuk le insavak homológ iá jának meg-
ál lapí tása párosí tással , t o v á b b á a g é n t e r m é k e k — f e h é r j é k — szekvenciá inak 
vizsgálata . A nuk le insavak homológ iá j ának a G -f- С a r á n y a lap ján t ö r t é n ő 
m e g h a t á r o z á s á t D E L E Y ( 1 9 6 5 ) a R h i z o b i u m o k t a x o n ó m i a i v izsgá la tában m á r 
fe lhaszná l ta . Később J O N E S és S N E A T H ( 1 9 7 0 ) a genet ikai rokonság megál lap í -
t á sában összegezte ebben a v o n a t k o z á s b a n a R h i z o b i u m genus he lyze t é t . 
Ennek a l a p j á n a R h i z o b i u m o k G + С t a r t a l m a 5 9 — 6 6 % . Ál ta lában t r ansz -
fo rmá iha tók Pseudomonassa l , a Rh . l eguminosa rum t r a n s z f o r m á l h a t ó Agro-
bac te r ium tumefac iensse l , közös f á g j a i k v a n n a k , az Agrobac te r ium radio-
bacterrel és fe l tehetően az A r t h r r o b a c t e r globiformissal . E z u tóbb iak G -f- С 
aránya 6 0 — 6 4 % , míg az eml í t e t t Agrobac te r ium csopor té 5 8 — 6 6 % . 

DE LEY gyorsan n ö v ő , peri t r ich, a lacsony G С t a r t a l m ú csopor to t 
kü lönböz te t meg , melybe a R h . l eguminosa rum és R h . meli lot i speciest sorol ja . 
A két f a j k ö z ö t t a diszt inkció azonban m á r nehéz, mive l a R h . l eguminosa rum 
G -f- С t a r t a l m a 59,1 — 6 3 , 1 % közöt t v a n , míg a Rh. mel i lo t ié 62 ,4%. A más ik 
csoport DE LEY szerint a szubpolár isan ostoros, m a g a s G -(- С t a r t a l m ú cso-
por t . I d e t a r t o z i k a Graham- fé l e P h y t o m y x a j apon i cum csoport, a m e l y b e a 
Rh . j a p o n i c u m és Rh. lup in i speciesek t a r t o z n á n a k . G -[- С t a r t a l m u k 62,8— 
65,5%. 

Mivel a gén te rmékek , t e h á t a f ehér jeszekvenc iák vizsgálata r e n d k í v ü l 
nagy t e c h n i k a i fe lkészül tséget igényel, a genetikai homológia megá l lap í t ása 
ezen az a l a p o n nehéz. E d d i g mindössze k é t bak té r iumfehé r j é r e , a f e r r edox in ra 
és a r u b r e d o x i n r a végezték el. 
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V a n a z o n b a n egy lehetőség a f e h é r j é k gyors je l lemzésére a gé l -e lekt ro-
forézis segí tségével . A gél -e lekt roforézís r e n d k í v ü l é r zékeny és m á r egyet len 
m u t á c i ó s m e g v á l t o z á s is — ami a f e h é r j é k a m i n o s a v - s o r r e n d j é b e n e g y amino-
sav s z u b s z t i t ú c i ó t e r e d m é n y e z — k i m u t a t h a t ó . K í s é r l e t e i n k b e n gé l -e lek t roforé-
zis segí t ségével egyrész t a R h i z o b i u m o k ú n . összes f e h é r j e m i n t á z a t á t e l e m e z t ü k , 
m á s r é s z t v i z sgá l tuk n é h á n y d e h i d r o g e n á z u k m i n t á z a t á t . Ezek k ö z ü l elsősor-
b a n az a l m a s a v d e h i d r o g e n á z o k k a l k a p o t t e r e d m é n y e k r ő l s z á m o l u n k be . Ké-
sőbb rész le tesen f o g l a l k o z u n k m a j d m á s d e h i d r o g e n á z o k k a l is: így a g l u t a m i n -
sav- , a lkohol - , t e j s a v - , g lukóz-6- foszfá t - , a l f a -g l i ce ro fosz fá t -deh id rogenázokka l . 

A v i z s g á l a t o k a t t ö b b t axospec i e sbe sorol t b a k t é r i u m f a j j a l v é g e z t ü k . 
E z e k t ö b b helyről , e l sősorban E u r ó p á b ó l s z á r m a z n a k . Célunk ezzel az vo l t , 
h o g y a k ü l ö n b ö z ő he ly rő l b e g y ű j t ö t t f a j o k összehason l í t á sáva l az esetleges 
geográ f ia i e l t é réseke t is m e g á l l a p í t h a s s u k (I . t á b l á z a t ) . 

I. táblázat 

Rhizobium törzsek származási helyei 

1. Rhizobium leguminosarum 
D 54 Csehszlovákia 

93 Csehszlovákia 
116 Románia 
227 Szovjetunió 
374 Szovjetunió 
389 Német Demokratikus Közt. 

2. Rhizobium meliloti 
D 3 Szovjetunió 

16 Csehszlovákia 
113 Románia 
135 ? 
204 Svájc 
263 Argentína 
41 — 222—21 Magyarország 

3. Rhizobium trifolii 
D 112 Románia 

182 Jugoszlávia 
203 Svájc 
282 ? 
377 Szovjetunió 

4. Rhizobium phaseoli 
D 475 Csehszlovákia 

5. Rhizobium japonicum 
D 40 Románia 

104 Jugoszlávia 
130 Lengyelország 
225 Szovjetunió 
337 Argentína 
387 Német Demokratikus Közt. 

Az ö t f a j t e h á t 26 kü lönböző h e l y r ő l s z á r m a z o t t . A vizsgált t ö r z s e k egyes 
t e l epekbő l e redő k lón t e n y é s z e t e k v o l t a k , a m i n t á n belül i esetleges szóródás 
e lkerülése v é g e t t . A t e n y é s z t é s t á l l a n d ó fe l té te lek k ö z ö t t végez tük . A se j t ek 
f e l t á r á s á t és a f e h é r j é k izolálását l y s o z y m e s és de te rgensse l t ö r t é n ő kezeléssel 
h a j t o t t u k végre . Az e lekt roforéz is a k r i l a m i d gélen t ö r t é n t és a f e s t é s u t á n a 
f e h é r j e m i n t á z a t o t d e n z i t o m é t e r r e l k v a n t i t a t í v m ó d o n é r t éke l t ük . A f e h é r j e -
s á v o k s z á m a á l t a l á b a n 20 körül vo l t , ebbő l 10 je l legze tes f e h é r j é t v á l a s z t o t -
t u n k ki és ezek Rf é r t é k é t m e g h a t á r o z t u k . Az egyes f e h é r j é k e r e d e t e alléles-
nek t e k i n t h e t ő és í g y t u l a j d o n k é p p e n 10 kü lönfé le al léi t h a s z n á l t u n k fel a 
rokonság i f o k m e g á l l a p í t á s á r a . T e r m é s z e t e s e n n a g y o b b számú m i n t a és t ö b b 
alléles f e h é r j e f e l h a s z n á l á s a a v i z s g á l a t o k b a n a m ó d s z e r é r t éké t t o v á b b fokoz-
h a t j a és a k á r n u m e r i k u s elemzés is v é g e z h e t ő a k a p o t t e r e d m é n y e k a l a p j á n . 

5 * Agrártudományi Közlemények 33, 1974 
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a b с d e 

1. ábra. Egyes fajokra jellemző fehérjemintázat 5 gélen a = Rh. Ieguminosarum, Ь = Rh. 
meliloti, с = Rh. trifolii, d = Rh. phaseoli, e = Rh. japonicum 

Az 1. á b r á n b e m u t a t j u k az egyes f a j o k r a je l lemző f e h é r j e m i n t á z a t o t 
5 gélen. 

Az egyes f e h é r j e m i n t á z a t o k r ó l készül t d e n z i t o m é t e r e s g ö r b é k e t a 2., 3. , 
4 . , 5. , 6. á b r a i s m e r t e t i . 

D e n z i t o m é t e r e s görbék a l a p j á n s z á m í t o t t u k k i azoka t az a z o n o s s á g o k a t 
és k ü l ö n b ö z ő s é g e k e t , ame lyek az egyes vizsgál t f e h é r j é k Rf é r t é k e i n e k azonos-
sága és kü lönbözősége a l a p j á n m e g á l l a p í t h a t ó k v o l t a k . H a az R f é r t é k ^ 2 % 
e l t é rés t m u t a t o t t , ú g y ezeket a f e h é r j é k e t m á r k ü l ö n b ö z ő g é n e k t e r m é k e i n e k 
f o g t u k fel. E z e n az a l apon B A P T I S T et al. ( 1 9 6 9 ) u t á n 0 — 2 4 , 2 5 — 3 4 és 3 5 

2. ábra. Rh. Ieguminosarum összes fehérje zimogramja 
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4. ábra. Rh . phaseol i összes fehér je z imogramja 
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f ö l ö t t i , t e h á t h á r o m kü lönbözőség i c s o p o r t b a sorol tuk az a d a t o k a t a k ö v e t k e z ő 
egyen le t a l a p j á n 

K % = 
N K 

( N K ) + N H ) 
100 

aho l К a k ü l ö n b ö z ő s é g e t , H az azonosságo t , N a megf igye lé sek s z á m á t j e l e n t i 
(7. áb r a ) . 

Megf igye lhe tő , h o g y az eltérések j ó l f e d i k a f ene t ika i k a p c s o l a t o k a l a p j á n 
k i a l a k u l t g e n u s o n belüli rokonság i m é r t é k e k e t . E s e t ü n k b e n kivétel t a l á n a 

Rh.i 

°/oK 

• > 

1 0 29 

25- 39 

35 -

7. ábra. Különbözőségi mátrix 

R h . phaseo l i . E z a n n a k t u l a j d o n í t h a t ó , h o g y csupán e g y e t l e n s z á r m a z á s i 
he ly rő l e r edő m i n t á n k v o l t . A kü lönbözőség % - a a l ap ján a s o r r e n d : l e g u m i n o -
s a r u m , t r i fol i i , phaseol i , me l i lo t i , j a p o n i c u m . 

G R A H A M a Rh . l e g u m i n o s a r u m , R h . t r i fol i i és R h . phaseol i c s o p o r t o t 
egybe fog l a l j a , m i n t a r á n y l a g közel álló f a j o k a t és e lkülöní t i a R h . j a p o n i c u m o t 
és R h . me l i lo t i t . A De L e y - f é l e c sopo r to s í t á s szerint a g y o r s a n növő G r a h a m -
féle R h . l e g u m i n o s a r u m és R h . meliloti a l k o t egy c s o p o r t o t , míg a R h . j a p o -
n i c u m ezektő l , m i n t lassan n ö v ő , magas G + С t a r t a l m ú f a j , e lkülönül . Vizs-
g á l a t a i n k a l a p j á n m e g á l l a p í t h a t j u k , h o g y a z előbb e m l í t e t t szerzők c s o p o r t o -
s í t á sához h a s o n l ó a n , igen k ö z e l á l l ó f a j o k n a k t e k i n t h e t ő k a R h . l e g u m i n o s a r u m , 
a R h . t r i fol i i és a Rh . phaseo l i . S o r r e n d b e n e z u t á n k ö v e t k e z i k a Rh . me l i l o t i 
és végül a l e g n a g y o b b e l t é r é s t a mi v i z s g á l a t a i n k szer int is a R h . j a p o n i c u m 
m u t a t t a . 

Az a s p e c i f i k u s f e h é r j é k mel le t t s p e c i f i k u s deh id rogenázokka l is végez -
t ü n k v i z s g á l a t o k a t . E d d i g a l eg jobb e r e d m é n y e k e t a l m a s a v deh id rogenázza l 
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a b с d e 

8. ábra. Egyes fajokra jellemző almasav dehidrogenázok mintázata 5 gélen 
a = Rh. leguminosarum, b = Rh. meliloti, с = Rh. trifolii, d = Rh. phaseoli, e = Rh. 

japonicum 

k a p t u k . E z , a f a j o k t ó l f ü g g ő e n , h a t á r o z o t t és el térő m i n t á z a t o t m u t a t . A z ö t 
f a j a l m a s a v d e h i d r o g e n á z á n a k m i n t á z a t á t a 8 . áb rán m u t a t j u k be, t o v á b b á a 
gélek b e m u t a t á s a u t á n az ezekrő l készül t z i m o g r a m o k a t is (9. , 10.,11., 12. , 13 . 
és 14. áb r a ) . 

9. ábra. Rh. leguminosarum almasav dehidrogenáz és tetrazolium oxidáz zimogramja 
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"Я 
10. ábra. Rh. trifolii almasav dehidrogenáz és tetrazoliumoxidáz zimogramja 

origin 

11. ábra. R h . phaseol i a lmasav deh idrogenáz és t e t razo l iumoxidáz z imogramja 
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13. ábra. Rh. japonicum almasav dehidrogenáz és tetrazoliumoxidáz zimogramja 
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_ 0 
- 0,1 

-0,2 
r-0,3 

-Ob 

I—о,s 
-OS 
-0,7 

.— 0,3 

-0,9 

— 1,0 
Rf a b с d e 

Almasav dehydrogenaz 
swwvwww Tetrazolium oxidaz 

14. ábra. Almasavdehidrogenáz és tetrazoliumoxidáz izoenzimek diagramja 
a = Rh. trifolii, h = Rh. Ieguminosarum, с = Rh. phaseoli, d = Rh. meliloti, e = Rh. 

japonicum 

A k a p o t t z i m o g r a m o k a l a p j á n m e g á l l a p í t h a t ó , h o g y az egyes f a j o k al-
m a s a v d e h i d r o g e n á z a i n a k , ill. a legysége inek s z á m a 3. K ivé t e l t képez a 
R h . phaseo l i , me lyné l k e t t ő t m u t a t t u n k ki . Az egyes egységek mozgás i sebes-
sége a z o n b a n a f a j r a n é z v e j e l l emző . í g y a R h . me l i l o t i ná l a h á r o m alegység 
á l t a l á b a n a l e g g y o r s a b b a n mozgó , m í g a t r i fol i inál a l eg lassúbb . 

K i m u t a t h a t ó e z e n k í v ü l még egy t e t r a z o l i u m o x i d á z is, m e l y n e k mozgás i 
sebessége f a j o n k é n t u g y a n c s a k e l térő . A k a p o t t e lhe lyezkedéseke t a geográ f ia i 
e r ede t , t e h á t a f a j o n belül i v á l t o z a t o s s á g n e m be fo lyá so l t a lényegesen , és így 
t a x n ó m i a i j e l l emzésre jó l f e l h a s z n á l h a t ó k . 

ö s sze fog la l á s 

1. A v i z sgá l a tok a l a p j á n m e g á l l a p í t h a t ó , h o g y a gé l -e lek t roforéz is fel-
h a s z n á l h a t ó a R h . g e n u s o n belüli és a kapcso l t g e n u s o k közö t t i genetikai 
r o k o n s á g v i z s g á l a t á b a n . 

2. M e g á l l a p í t h a t ó t o v á b b á , h o g y az a r á n y l a g k i s s z á m ú m i n t a a l a p j á n 
k a p o t t gene t ika i k a p c s o l a t m i n d a f e h é r j é k , m i n d p e d i g a d e h i d r o g e n á z o k 
e s e t é b e n a f ene t i ka i k a p c s o l a t o k r é v é n k i a l a k í t o t t c s o p o r t o k k a l j ó l meg-
egyez ik . 

N e m k í v á n u n k az edd ig k i a l a k u l t t a x o n ó m i a i c s o p o r t o k o n v á l t o z t a t n i , 
v a g y a z o k o n j a v í t a n i , c s u p á n m ó d s z e r t a n i v i z s g á l a t o k a t v é g e z t ü n k a r r a nézve , 
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h o g y a gél -e lekt roforézis f e l h a s z n á l h a t ó - e a R h i z o b i u m o k és a r o k o n genusok 
g e n e t i k a i r o k o n s á g i f o k á n a k m e g á l l a p í t á s á b a n , m i k é n t a z t m á s b a k t é r i u m o k -
n á l , így pl. E n t e r o b a c t e r i u m o k n á l , Vibr ionál , M y c o p l a s m á n á l és Mycobac t e -
r i u m o k n á l m á r a l k a l m a z t á k . 

A m ó d s z e r ezenfelül f e l h a s z n á l h a t ó a t a l a j - ö k o s z i s z t é m á k populác iós 
v i z s g á l a t á b a n : p l . o lyan e s e t b e n , amiko r a t a l a j b a n m u t a g é n pesz t i c idek ha l -
m o z ó d n a k fel és a m u t a g é n n e k egyes f a j o k v a g y genusok g é n - p o o l j á r a k i f e j t e t t 
h a t á s á t k í v á n j á k el lenőrizni . 
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