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A Rhodococcus erythropolis N186/21 talajbaktérium
mezogazdasaggal kapcsolatos kutatasi eredményei
1986-to6l napjainkig

Bevezetés

Az egyik leginkabb kutatott rodokokkusz torzs a R. erythropolis N186/21, melyet
1986-ban izolaltunk kukoricandvény gyokerérdl a Godolldi Agrartudomanyi Egyetemen
(ma Szent Istvan Egyetem) miikddd ,,Mikrobiologiai Miihely” keretei kozott. E torzs
kiilonlegessége, hogy egyediili szén- és nitrogénforrasként tiokarbamat herbicideket
(EPTC, butilat és vernolat) képes hasznositani (NAGY et al., 1987a). Tenyészedény-
kisérletekben megfigyeltiik, hogy ezeknek a pre-emergens herbicideknek a kukorica
tesztndvényre kifejtett fitotoxikus hatasat a baktérium az alkalmazott sejtszamtol fiiggo-
en mérsékli, illetve teljesen kivédi tigy, hogy a novényveédo szer gyomirtd hatasa kdzben
megmarad. A késébbiekben kisparcellas szant6foldi kisérletek is bizonyitottak, hogy a
baktérium mezdgazdasagi méretekben is képes megvédeni a kukoricat e hdrom
tiokarbamat fitotoxikus hatasatol (NAGY et al., 1987b). Az eljarasnak, illetve a baktéri-
umnak a ,,bioantidotum” elnevezést adtuk.

A tovabbi munkék soran kutatasaink célkeresztjébe a herbicidbontasért felels gé-
nek izolalasa és azonositasa keriilt, de emellett alapvetd fontossagu genetikai eszk6zo-
ket, DNS-, RNS- és fehérjefeltarasi modszereket is kidolgoztunk. Az eredeti cél elérése
mellett egy E. coli — Rhodococcus klonozo vektort, és egy Rhodococcus mutacios rend-
szert is kifejlesztettiink, melyet MITANI €s munkatarsai (2006) fejlesztettek tovabb. Azt
is megallapitottuk, hogy a tdrzs nemcsak tiokarbamatokon, hanem triazin vegyiileteken
is képes szaporodni, és hogy a triazinok bontasaért is (csakugy, mint a tiokarbamatok
lebontasaért) a CYPI16 enzim és a hozza tartozo redox rendszer a felelds (NAGY et al.,
1995a,b). A herbicidbont6 gének szekvenaldsa soran az els6 eubakteridlis proteaszoma
géneket is megtaldltuk a thcB gén szomszédsigaban. Ez irdnya vizsgdlataink a
Rhodococcus proteaszoma alegységszerkezetének, a negyedleges szerkezet kialakulasa-
nak, illetve az alegységszerkezet kialakulasaért felelés propeptid szerkezetének és ha-
tasmechanizmusanak a kideritésére iranyultak (TAMURA et al., 1995; ZUHL et al., 1997;
KWON et al., 2004).

Osszefoglalo munkamat Kecskés Mihaly 75. sziiletésnapja és a Rhodococcus
erythropolis NI86/21 torzs izolalasanak 20. évforduldja alkalmabdl allitottam &ssze
azzal a kettds céllal, hogy egyrészt megemlékezzek a ,,G6dolléi Mikrobiologiai M-
hely” kutatasi eredményeir6l, masrészt, hogy a torzsnek és génjeinek a gyakorlati al-
kalmazasi lehetdségeire ravilagitsak.
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A Rhodococcus erythropolis N186/21 torzs bioantidétum hatasa

A tiokarbamat herbicideket preemergens gyomirtd szerként hasznaljak féleg egyszi-
ki gyomok ellen (WARE, 1994). E herbicidcsalad magaban foglalja tobbek kozott az
EPTC (S-etil-dipropil-tiokarbamat), butilat (S-etil-N,N-diizobutil-tiokarbamat), vernolat
(S-n-propil-N,N-di-n-propil-tiokarbamat), cikloat (S-etil-N-etil-N-ciklohexil-tiokarba-
mat), diallat [S-(2,3-diklor-allil)-diizopropil-tiokarbamat], pebulat (S-propil-butil-etil-
tiokarbamat) stb. vegyiileteket. Az EPTC-t egyéves és éveld egyszikli gyomok ellen
hasznaljak kiilonb6z6 novénykulturak, igy a kukorica, a gyapot és a bab vegyszeres
gyomirtasara. Az EPTC ¢és a butilat alkalmazasi korének kiszélesitésében fontos 1épés
volt a diklormid (R-25788: N,N-diallil-2,2-dikloro-acetamid) vegyiilettel torténd egyiit-
tes alkalmazas, amely mint antidotum képes megvédeni a kukoricandvényt e tiokar-
bamatok fitotoxikus hatdsatol (PHILLIPS & MCDOUGALL, 1993).

Az 1970-es évek végétdl valt kozismertté, hogy bizonyos peszticidek (melyek fdleg
a karbamatok, tiokarbamatok, fenoxi-ecetsavak, szerves foszfatok csaladjaba tartoznak)
hatastartama lerdvidiil azokban a talajokban, melyeknek kezelésére e vegyiileteket tobb
egymast kdvetd évben hasznaltak. Az ilyen talajokat adaptalt, vagy a vegyszeres gyom-
irtds szempontjabdl problematikus talajnak nevezték el (RAHMAN et al., 1979). A vizs-
galatok bebizonyitottak, hogy a jelenség oka a mikroorganizmusok adaptacios képessé-
ge (GRAY & WEIERICH, 1968), mely alkalmassa teszi 6ket arra, hogy a kornyezetb6l
érkezé biokémiai és élettani kihivasoknak megfeleljenek, és akar az 0j, szintetikus
peszticideket is szaporodasukhoz egyediili szén- (és esetenként nitrogén-) forrasként
hasznositsak (BIRO & KECSKES, 1984). A tiokarbamat-csaladban a felgyorsult lebontas
jelenséget az EPTC, vernolat és a butilat esetében figyelték meg, de a cikloattal kapcso-
latban ilyen tapasztalatok nincsenek. Az ,adaptélt talaj” jelenség, a kukorica vetés-
terliletén barmely talajtipusban el6fordulhat, ha a talaj mikrobioldgiai aktivitasa kell-
képpen intenziv (OBRIGAWITCH et al., 1982; KATAI, 1997).

Tenyészedény-kisérletek soran észleltiik, hogy az EPTC-vel eldkezelt talaj jol
antidotalja az EPTC, butilat és vernolat fitotoxikus tiineteit, az ilyen talajokban a kuko-
ricandvény kevésbé karosodott. A kisérleteket négy tiokarbamatra terjesztettiik ki, az
EPTC-vel, butilattal, vernolattal és cikloattal elékezelt talajokban a vegyszeres kezelés-
t6l szamitott két honap eltelte utan kukorica tesztndvény alkalmazasaval tanulmanyoz-
tuk a tiokarbamatok lebomlasi iitemét és kereszt antidotalasi viszonyait is (1. tablazat a)
¢és b) sorok), amelyek a kovetkezok szerint alakultak:

— az EPTC-vel eldkezelt talaj az EPTC, a butilat és a vernolat fitotoxikus tiineteit
60—70%-ban,

— a butilattal eldkezelt talaj az EPTC, a butilat és a vernolat fitotoxikus tiineteit 66—
88%-ban,

— a vernolattal eldkezelt talaj az EPTC, a butilat és a vernolat fitotoxikus tiineteit
78—84%-ban,

— a cikloattal el6kezelt talaj csak a cikloat fitotoxikus tiineteit enyhitette mintegy
50%-ban (NAGY, 1989).

A talajban kialakul6é antidotum tulajdonsagot vizsgalva megallapitottuk, hogy az
EPTC-vel kezelt talajokban mind a 17-18 °C-on, mind a 28 °C-on inkubalt kezelések-
ben kialakul az antidotum hatas, ami azonban autoklavval, vagy gamma-besugarzassal
torténd sterilezés utan eltiinik a talajbol. Ez a tény tehat egyértelmiien azt bizonyitotta,
hogy a talaj antidétum hatasaért a talaj mikrobialis aktivitasa a felelds (NAGY, 1989).
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1. tablazat
A tiokarbamatok (6 1'ha™) mikrobiélis lebontasanak (a) és a kukoricandvény biologiai
antidotalhatésaganak (b) a kapcsolatrendszere herbicidekkel kétszer el6kezelt talajokban (2x),
valamint a R. erythropolis N186/21 torzs tiokarbamat-bonto (c) és kukorica antidotalo (d)
képessége 9,3x10° sejt-g” talaj mennyiségben (NAGY, 1989)

Biolgiai jelenség Vizsgilt herbicid (6 I'ha™)
EPTC Butilat Vernolat Cikloat
a) Herbicidbontas talajban
EPTC 2x + + + -
Butilat 2x + + - -
Vernolat 2x + + + -
Cikloat 2x - - _ +
b) Talaj antidétum-hatas
EPTC 2x + + + -
Butilat 2x + + + -
Vernolat 2x + + + -
Cikloat 2x - - - -
¢) A R. erythropolis
NI86/21 torzs + + + -
tiokarbamat bontasa
d) A R. erythropolis
NI86/21 tdrzs kukorica + + + -
antidotald képessége

Az ilyen ,,bioantidotum” jelenséget az R. erythropolis NI86/21 torzzsel modellezni
tudtuk: a talajba oltott torzs az EPTC és a butilat fitotoxikus tiineteit 3,3x10 sejt-g”, a
vernolat fitotoxikus tiineteit 3,3-9,3x10° sejt-g” mennyiségben kivédte, a cikloat
fitotoxicitasat viszont nem tudta mérsékelni (1. tablazat c) és d) sorok).

A R. erythropolis N186/21 torzs a fentiek értelmében alkalmas arra, hogy a mezo-
gazdasagi gyakorlatban antidotum-hatasu vegyiiletek helyett hasznaljuk az EPTC, a
butilat és a vernolat herbicidekkel kombinaciodban, és ezzel csokkenthessiik a kdrnyeze-
tiinkbe juttatott kemikalidk mennyiségét. Az eljaras masik fontos aspektusa az, hogy
amig a kémiai antidotalas soran az antidotum vegyiilet a herbiciddel egyiitt a névénybe
kertil és ott fejti ki hatdsat, addig a bioantidotum eljarasnal a baktérium-kezeléssel mint-
egy védOpajzsot vonunk a novény gyokerei koré, amely feltételezhetéen meggatolja,
hogy az aktiv névényvéddszer-molekula a novénybe keriiljon. Az ilyen irdnyua kutatasok
fejlesztése ezért nemcsak a bioantidétum eljarasok, hanem a fitoremediacios modszerek
alkalmazasat is eldsegithetné a xenobiotikumok (KECSKES, 1976) altal szennyezett
teriileteken.

A R. erythropolis N186/21 torzs tiokarbamat metabolizmusa

A talajba juttatott tiokarbamatok lebontasat mikrobak katalizaljak, és ezek koziil is
néhany Rhodococcus fajrol irtdk le azt a képességet, hogy a tiokarbamatokat egyediili
szén- és nitrogénforrasként tudjak hasznositani. A R. erythropolis NI86/21 torzson kiviil
a Rhodococcus sp. TE1 (BEHKI & KHAN, 1990) és a Rhodococcus sp. JE torzsek EPTC
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hasznositasat tanulmanyoztak részleteiben (ANKUMAH et al., 1995). A JE1 torzsben az
EPTC lebontasa az N,N-dialkil gyok a-propil szénatomjanak hidroxilezésével kezdddik,
majd a kdvetkezd 1épésben az instabil a-hidroxipropil EPTC propionaldehidre és N-
depropil-EPTC-re bomlik. Ezek mellett még az EPTC-szulfoxid volt nyomokban kimu-
tathatd. A TE1 torzs viszont az EPTC bontasa folyaman dipropilamint produkal, ami
egy masfajta EPTC metabolizmust tiikr6z (BEHKI & KHAN, 1990).

Az NI86/21 torzs a tiokarbamatok metabolizmusa soran N-dealkilalt és hidroxilalt
metabolitokat is termel. A GC-MS vizsgalataink N-depropil EPTC-t és B-hidroxipropil
vernolatot mutattak ki (NAGY et al., 1995b,¢) mint f6 bomlastermékeket, de nyomokban
EPTC-szulfoxid, és dipropilamin is megtalalhat6 volt. Ezek az eredmények azt tiikrozik,
hogy az NI86/21 térzsben mind a két — rodokokkuszokban megtalalhatd — tiokarbamat
anyagcsere folyamat mikodik.

A R. erythropolis NI86/21 torzs tiokarbamat-bonté enzimei

Az EPTC bomlastermékeinek vizsgalata utan az EPTC lebontasat katalizalo génter-
mékek azonositasat tekintettilk alapvetd feladatunknak. Ebben a munkankban egy ma
mar rutinszerien hasznalt modszert, a proteom analizist valasztottuk elsé 1épésnek. Az
alapsooldatban EPTC-én és ecetsavon szaporodd R. erythropolis NI86/21 sejtekbdl
kivont fehérjéket kétdimenzids poliakrilamid-gélelektroforézis technikaval valasztottuk
szét ¢és azt figyeltiik meg, hogy az ecetsavon szaporodo sejtekhez képest mely proteinek
szintje emelkedett meg az EPTC-¢én tenyésztett sejtekben. E modszerrel négy proteint
sikertilt kimutatni, melyek molekulastlya 56, 51, 49 es 30 kDa volt. Ezek koziil kettd
(56 ¢és 49 kDa) az EPTC-¢én ¢és butildton novekvo sejt legnagyobb mennyiségben eléfor-
dulé fehérjéje volt (1B. és 1C. abra). Mind a négy fehérjét izolaltuk és N-terminalis
aminosav sorrendjiiket Edmann-degradacioval meghataroztuk (NAGY et al., 1995b).

A kapott eredmények alapjan degeneralt oligomereket szintetizaltattunk. Ezeket P**-
gyel, vagy digoxigeninnel jeloltiikk és Southern-hibridizacios kisérletekben a kiilonb6zo
restrikcidés endonukledzokkal emésztett és agar6z gélben elvalasztott R. erythropolis
NI86/21 DNS-hez hibridizaltuk. Ezek alapjan kivalasztottuk a megfelelé nagysagi (4 —
10 kb) DNS szalakat, melyek az EPTC-bontasért felelds géneket is tartalmaztak, és E.
coli-ban — pUC18 vektor segitségével — klonoztuk 6ket. E mini génkonyvtarbol egy
masodik hibridizacioval kivalasztottuk a pozitiv klonokat, majd meghataroztuk az
inszertek DNS szekvenciajat. A nagyobb méreti DNS darabokat (14-23 kb) LambdaT4
fagban klonoztuk, és fag hibridizacios kisérletekben kivalasztottuk a pozitiv klénokat.
Ezekbdl alkonyvtarat készitettiink pUC18 plazmidban és meghataroztuk a DNS szek-
vencidkat. Ezeket a BLAST program segitségével azonositottuk. Azonositottnak azokat
a géneket/szekvenciakat tekintettiik, amelyeknél a transzlacié soran kapott aminosav
szekvencia teljesen megegyezett az Edmann-degradacioval kapott N-terminalis amino-
sav sorrenddel.

Az 56 kDa nagysagu fehérje NAD -fiiggé aldehid dehidrogenaznak bizonyult, s
szamitott molekulatomege 54,863 kDa-nak adodott. A legnagyobb aminosav-szek-
vencia hasonlosagot az Alcaligenes euthrophus (PRIEFERT et al., 1992) és a Vibrio
cholerae (PARSOT & MEKALANOS, 1991) aldehid dehidrogenazaival mutatta, az azonos-
sag 73, ill. 60% volt. Ezek az enzimek az acetaldehidet alakitjak at ecetsavva. Az 4.
euthrophus enzim az acetoin etilalkoholla torténd atalakitdsdban jatszik szerepet, mig a
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1. abra

A kiilonboz6 szénforrasokon (A. ecetsav, B. EPTC, C. butilat, D. atrazin) tenyésztett R.
erythropolis N186/21 torzs kétdimenzids poliakrilamid elektroforetogramjanak (2D-PAGE)
fehérje analizise. Az 56 kD (ThcA), 51 kD (ThcF), 49 kD (ThcB) és 30 kD (ThcE) fehérjék

jelenlétét ovalis, a hidnyukat négyszog jelzi. A tiokarbamat és atrazin herbicideken tenyésztett
sejtekben az 56 kD és 49 kD fehérjék dominans jellege feltiind

s

alifas aldehideken a legaktivabb (a formaldehidet nem képes konvertalni), és enzim
specifitasaban az Amycolatopsis methanolica aldehid dehidrogenazahoz hasonlit leg-
jobban (NAGY et al., 1995b).

Azzal is foglalkoztunk, hogy a thcA gén szomszédsagaban vannak-e EPTC altal in-
dukalhaté fehérje szekvenciak. Mivel az azonositott proteinek szekvenciaja koziil egyi-
ket sem talaltuk meg a thcA gén kozelében, vizsgalatainkat mas klonok analizisére ira-
nyitottuk. Ezek koziil elsoként a LambdaFAJ2028 jelt fag szekvencidjat hataroztuk
meg. Ezen a klonon be tudtuk azonositani a 49 kDa nagysaga fehérjét kodolo gént,
melynek analizise egy 0j tipust citokrom P450-t (ThcB) mutatott ki. A bakterialis
CYP450 enzimek szekvenciajanak Osszehasonlitdo analizise azt is bizonyitotta, hogy
enzimiink az j CYP116 csalad elso tagja (NAGY et al., 1995b).

A kiilonb6z6 rodokokkusz fajokbdl szarmazé DNS-DNS hibridizacios kisérleteink
kimutattak, hogy a thcA gén mindegyik vizsgalt rodokokkusz torzsben, a thcB gén vi-
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szont csak az NI86/21 tdrzsben van jelen. Ezért feltételeztiik, hogy a ThcA enzim az
EPTC bontas kdzbens6 — a TheB altal indukalt — termékeit bontja tovabb. A TheB en-
zim lényegi szerepét az EPTC lebontasban gy igazoltuk, hogy az EPTC lebontasaban
valoszintsithetden szerepet jatszo génekkel transzformaltuk az EPTC-t nem bontd és
bioantidotum hatassal nem rendelkez6 R. erythropolis SQ1 torzset. Az SQI
transzformansok bioantidotum hatasat EPTC-vel kezelt talajba vetett kukoricanévényen
tanulmanyoztuk. Megallapitottuk, hogy csak az a klon, mely a teljes thcB operont
(theB), thodocoxin (thcC) és rthodocoxin reduktazt (theD) tartalmazta (pFAJ2309) volt
képes megvédeni a kukoricandvényeket az EPTC fitotoxikus hatasatol (2. abra). Meg
kell azonban jegyezniink, hogy e torzs EPTC (100 mg-1") bontasa igen lasst (12 nap)
volt az NI86/21 torzshdz (2 nap) viszonyitva. Ez a lasst folyamat az alacsony TheB
szintnek (9,7 pmol-mg™ proteintartalom) koszonhetd, ami 18-ad része volt az NI86/21-
ben talalhatonak.

Azok a transzformansok, melyek nem tartalmaztdk a thcB gént hatastalanok voltak,
csakugy mint a thcB gén, ha a thcC és theD gének nem voltak a plazmidon. Ez azt jelzi,
hogy a theC és theD gének 1ényegi szerepet jatszanak egy jol mikodé elektrontranszfer-
lanc kialakitasaban, a redox rendszer regeneralodasat biztositva. Egy masik kisérletben
az EPTC minusz NI86/21 mutansba (FAJ2027) csak a thcB gént tartalmazd plazmidot
vittiik be (pFAJ2350), és ez egymagaban visszaallitotta az EPTC bont6 hatast (2. abra).
Ez arra bizonyiték, hogy a mutacié e tdrzs esetében a thcB génben tortént, és a
rhodocoxin-rhodocoxin reduktaz rendszer érintetlen maradt.

2. dbra

Kiilénbdzé Rhodococcus torzsek bioantidotum hatasa EPTC-vel kezelt kukoricandvényeken
A kezelések sorrendje: A. Kezeletlen kontroll. B. Alirox 80 EC (EPTC 72% + 8% AD-67 kémiai
antidotum). C. EPTC antidotum nélkiil (Witox 72 EC). D. R. erythropolis N186/21 oltas. E. R.
erythropolis SQ1. F. EPTC-negativ mutans NI86/21 torzs (FAJ2027). G. A pFAJ2309 plazmiddal
transzformalt R. erythropolis SQ1. H. A pFAJ2350 plazmiddal transzformalt FAJ2027 torzs. Az
eredményeket az EPTC jelenlétében névekvd kukoricangvényen (C), a vetéstdl szamitott tizedik
napon értékeltiik (NAGY et al., 1995b). A plazmidok a kovetkezd géneket hordoztak: pFAJ2350
(theB), pFAJ2309 (thcBCD)
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Elmondhatjuk tehat, hogy a R. erythropolis NI86/21 1. tipusba tartozé CYP450 en-
zim a hozza tartozo6 redox rendszerrel egyiitt egy miikodo elektrontranszfer-lancot alkot,
mely az EPTC lebontasat specifikusan katalizalja. Az altalanos sémat (NADH-FAD
reduktaz—Fe/S redoxin—P450-szubsztrat) kovetve, esetiinkben az elektronok a NADH—
TheD-TheC-TheB-EPTC iranyba vandorolnak. Az enzimhasitas kovetkezményeként
depropil-EPTC és propionaldehid keletkezik. Ez utobbit az aldehid dehidrogenaz enzim
(ThcA) alakitja tovabb a megfelel6 savva, mely aztan belép a kdzponti anyagceserettba.
Nagy valosziniiséggel a depropil-EPTC is tovabb bomlik, minthogy az NI86/21 torzs
nitrogénmentes taptalajon is képes szaporodni EPTC-n, ami a vegyiilet mineralizalo-
dasat jelenti.

A harmadik EPTC altal indukalt fehérje (30 kD), melyet proteom analizissel és az
azt kdvetd szekvencia meghatarozassal azonositottunk, egy haloperoxidaznak bizonyult,
¢és 71% aminosav homoldgiat mutatott a Pseudomonas pyrrocinia kloroperoxidazaval
(WOLFFRAMM et al., 1993) és a ThcF trivialis nevet kapta. A poliklonalis antitest
—melyet P. pyrrocinia kloroperoxidaz ellen termeltettek — keresztreakciot adott a TheF-
fel, ezzel is alatimasztva a hasonlosagot. Késébbi kutatasok kimutattak, hogy a TheF a
tobbi kofaktor nélkiili haloperoxidazzal szemben indukalhatd, és az eredeti hipotézis,
hogy a bakterialis haloperoxidazok halogénezett vegyiiletek szintézisében jatszanak
szerepet megvaltozott, igy a haloperoxidaz elnevezés nem helytalld. Katalitikus aktivi-
tasuk az ,,SDH” katalitikus tridadon alapszik, mely a szerin-hidrolazokra jellemzo, ezért
e csaladba torténd besorolasuk megalapozott. A szerin-hidrolazok csaladjaba észtera-
zok, proteazok, lipazok és hidrolazok tartoznak, és jellemz6 rajuk az o/f hidrolaz szer-
kezet. A ThcF génterméknek mind hidrolaz, mind észteraz aktivitasat kimutattuk, mely
aktivitasokat hidrolaz inhibitorokkal sikeriilt blokkolni, ami az ,,SDH” katalitikus triad
aktivitasara utal. E tulajdonsagok alapjan a ThcF-t az elsé hidrolaz/észteraz aktivitassal
rendelkezé haloperoxidaznak tekinthetjiik a mikolinsavat termeld aktinomicétaknal
(DESCHRIJVER et al., 1997).

A rekombinans ThcF enzim aktivitasat tiokarbamatokon is megvizsgaltak és megal-
lapitottak, hogy a ThcF H,0,- és acetationok jelenlétében a tiokarbamatokat oxidaljak
és tiokarbamat-szulfoxidokat termelnek (DESCHRUVER et al., 1997; DE MoOT et al.,
2003). Mas szerin-hidrolazok esetében is leirtak, hogy természetes hidrolitikus hatasuk
mellett képesek hidrogén-peroxidot hasznalni perhidrolitikus reakciok kivitelezésére.
Val6szinii, hogy a TheF is hasonlo reakciot katalizal tiokarbamatok esetében, bar azt
még nem tisztaztuk, hogy az NI86/21 sejtekben a ThcF vagy a TheB felelés az EPTC-
szulfoxid szintetizalasaért, minthogy elvileg mindkét enzim képes a reakcio kivitelezé-
sére.

A negyedik tiokarbamatokkal indukalhat6 fehérje génjét is klonoztuk és jellemeztiik,
¢és a fehérje a TheE jelzést kapta. A rekombinans fehérje inaktiv, szerkezet nélkiili for-
maban termelddott, ezért enzimaktivitasat nem sikeriilt meghatarozni. Megallapitottuk
viszont, hogy expresszidja a tiokarbamatokon kiviil atrazinnal, etanollal, propanollal,
propionaldehiddel és etanolaminnal is indukalhat6 az NI86/21 sejtekben. Aminosav
szekvencidja nagy hasonldsagot mutat az Amycolatopsis methanolica homodekamer
negyedleges szerkezetli, N,N’-dimetil-4-nitrozoanilin-figgé alkohol reduktazaval
tunk, azt viszont joggal feltételezhetjiik, hogy nem az EPTC-lebontas elsd 1épéseit kata-
lizalja, hanem valamely egyszeriibb bomlastermékét, mivel propionaldehiddel (az EPTC
egyik bomlastermékével) is indukalhatd az expresszidja.
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A ThcF fehérjének egy mas jellegii, de a mezdgazdasaggal dsszefliggd szerepérol is
be kell szamolnunk. Eldszor a Pseudomonas pyrrocinia kloroperoxidazarol (CPO-P)
mutattak ki, hogy H,O, felhasznalasaval az alkil savakat a megfeleld peroxidokka oxi-
dalja. E peroxidok potencialis gombadld szerek, mint azt a perecetsav esetében sikeriilt
bizonyitani. Azt, hogy az enzim meg tudja-e védeni a ndvényt gombapatogénekkel
szemben ugy vizsgaltak, hogy a cpo-P génnel (JACKS et al., 2000) dohanyndvényt
transzformaltak. Eredményiil azt kaptak, hogy a genetikailag modositott dohany rezisz-
tens lett az Aspergillus flavus ellen, és ez a hatds nem az enzim peroxiddz, hanem
hidrolaz aktivitasaval volt Gsszefiiggésben. A R. erythropolis NI86/21 thcF génjének
hatasat (SELS, 2003) és (VELGHE, 2004) vizsgaltak Arabidopsis thaliana novényben. A
ndvény sikeres transzformalasa utan megallapitottak, hogy a névény levelének kivonata
erbteljesebb gombaold hatast mutat Fusarium culmorum ellen, mint a kontrollndvény.
Azt is megallapitottak, hogy e hatasért nem valamilyen fehérje, hanem egy maig azono-
sitatlan vegyiilet a felelds. Ennek a vegyiiletnek az azonositasa és tovabbi vizsgalata
sziikséges ahhoz, hogy stabilitisat, valamint szintetikus formajanak gyakorlati alkalma-
zasi lehet6ségeit megallapithassuk.

A R. erythropolis N186/21 torzs atrazin metabolizmusa

Munkéank soran tanulmanyoztuk azt is, hogy a tiokarbamat-bontd gének/enzimek
szerepet jatszanak-e mas herbicidek lebontasaban is? E kisérletekben az atrazinra 6ssz-
pontositottunk, mivel a Rhodococcus sp. TE1 torzsr6l leirtak, hogy nemcsak az EPTC-t,
hanem az atrazint is képes N-dealkilezni (BEHKI et al., 1993). Az NI86/21 torzs atrazin
metabolizmusat kiilonbozé feltételek mellett vizsgaltuk. Alapsooldatba 55 pgml’
atrazint oldottunk be és 30 °C-on, razatott kultirdkban inkubéltuk a mikrobat. Az
atrazinlebontast gazkromatografias szermaradvany vizsgalattal, 24 oras id6kozonként,
96 oraig kovettiik. Néhany kisérletben az alapsooldatbél az ammoénium-nitrat N-forrast
kihagytuk, vagy extra szénforrasként 1 g-liter’ fruktozt adtunk. A legtobb kisérletben
nagy sejtkoncentraciot (20 g-liter") alkalmaztunk, de megvizsgaltuk 30-szoros sejtszam
higitast kultirdk (ODgoy 0.19) atrazin lebontasat is. A kontrollkisérletekben az
atrazinszint nem valtozott, ezzel szemben az NI86/21 torzs az atrazint 96 oOra alatt eltiin-
tette a tapoldatbol. A nitrogénforras megvonasa felgyorsitotta a vegyiilet lebontasat (48
h), de még ennél is intenzivebb hatast mértiink, ha extra szénforrast juttattunk a tapol-
ta az atrazint (NAGY et al., 1995a) (2. tablazat I. sor)

Megallapitast nyert az is, hogy harom bomléstermék a de-izopropilatrazin, a de-
etilatrazin, és a hidroxi-izopropilatrazin halmozodik fel a taptalajban. Ezek a végtermé-
kek tovabb nem voltak bonthatok az NI86/21 torzs altal, deklorozott termék nem kelet-
kezett és a triazin gylr{i hasitdsa sem tortént meg. Bar az NI86/21 torzs nem tudja az
atrazint teljes mértékben lebontani, a végtermékek szubsztratként szolgalnak mas mik-
robak szamara, melyek teljessé teszik a lebontast. A R. erythropolis NI86/21 atrazin
metabolizmusanak folyamatat mas mikrobialis atrazinlebontasi utakkal egyiitt a
http://umbbd.ahc.umn.edu/atr/atr_map.html web oldalon Iehet megtekinteni.
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2. tablazat
A R. erythropolis N186/21 torzs atrazinbontasa és a tiokarbamat-bont6 génekkel transzformalt
FAJ2027 (mutans NI86/21) és a R. erythropolis SQ1 torzsek atrazinbontasa alapsooldatban
(NAGY et al., 1995a)

. . a Atrazinmaradvény (%)° az idé fiiggvényében:
T Tapoldat
o1z polda 24 6ra 48 6ra 72 bra 96 6ra
I. NI86/21 BSM 48,0 18,0 11,0 10,0
BSM (-N) 60,0 23,0 4,0 0,0
BSM (+C) 11,0 0,0 ND¢ ND
BSM (+C)* 43,0 14,0 ND 10
I1. FAI2027(pFAJ2350) | BSM ND 63,0 ND 40,0
IIL.FAJ2027(pFAI2308) | BSM ND 20,0 ND 7,0
BSM (+C)* 42,0 10,0 0,0 ND
IV. SQ1(pFAJ2309) BSM (+C) 100,0 86,0 69,0 64,0

Megjegyzés: ¢ BSM, basal salt medium (alapsooldat); BSM (-N): BSM ammonium-nitrat nélkiil;
BSM (+C): BSM + lgliter” fruktoz; ® Az értékek harom parhuzamos minta atlagai. A kezdeti
atrazinkoncentracié 230 pmol volt. ¢ ND, nem meghatarozott érték. “Az eredeti sejtszamot (20
g-liter’l) harmincszorosara (ODggy 0,19) higitottuk, az atrazinkoncentraciéo 135 puM volt. A
plazmidok a kovetkezd géneket hordoztdk: pFAJ2350 (theB); pFAJ2308 (thcBCD+orfs),
pFAJ2309 (thcBCD)

A R. erythropolis N186/21 térzs atrazinbontdé enzimei

Az atrazinon tenyésztett NI86/21 torzsbdl izolalt fehérjemintdt kétdimenzids
proteom analizissel elemeztiik, és megallapitottuk, hogy a ThcA, TheB, és ThcE protei-
nek nagy mennyiségben termelddtek, csakugy, mint az EPTC-én tenyésztett sejtekben,
viszont a ThcF nem termel6dott (1D. abra). Megvizsgaltuk az EPTC-t nem bontd mu-
tans torzs (FAJ2027) atrazinlebonto képességét is és azt talaltuk, hogy az SQ1 toérzshoz
hasonléan ez sem képes az atrazin bontasara. Az EPTC-bontésért felelds theB, theC, és
theD gének bejuttatasa ugyanakkor alkalmassa tette mindkét torzset az atrazin degrada-
cidjara, de a transzformalt SQ1 torzs esetében ez a folyamat sokkal lassabb volt (2.
tablazat II., III és IV. sorok) (NAGY et al., 1995a). E kisérletsorozat eredményeivel bi-
zonyitottuk, hogy mind a tiokarbamatok, mind az atrazin lebontasaért (a thcF kivételé-
vel) ugyanazok a gének felelosek.

Eddigi ismereteink alapjan a tiokarbamatok lebontasat f6leg Rhodococcus fajok ka-
talizaljak, a triazinok lebontasara viszont mikrobialis kozdsségek és tiszta kultirdk is
képesek. Jellemzo, hogy a tiokarbamat-bonté Rhodococcus fajok triazinokat is tudnak
bontani, bar sok esetben a bontas csak részleges (DE SCHRUUVER & DE MoOT, 1999). Az
atrazin lebontasdban a két leghatékonyabb mikrobanak a Pseudomonas sp. és a
Ralstonia brasilensis M91-3 bizonyult, mely baktériumok a molekulat teljesen
mineralizaljak (MANDELBAUM et al., 1995; STAMPER et al., 2002). Ennek ellenére a
hossza tavi bioremediacios kisérletekben a R. erythropolis N186/21 torzset kezdték el
vizsgalni (VANCOV et al., 2005), mert a tdrzsnek olyan hasznos tulajdonsagai vannak
(pl. ellenall6 sejtfal, tulélés extrém kornyezeti feltételek mellett), melyek sokkal elényo-
sebbé teszik alkalmazasat. Kisérleteikben j modon kapszulazott N186/21 sejteket hasz-



548 SZEMLE

naltak, és bebizonyitottak, hogy az ¢él6 sejtek lassan, folyamatosan, hossztl idén keresz-
tiil szabadulnak ki a talajba vagy a felszini vizekbe €s ezaltal képesek a kis mennyiség-
ben jelen 1évé gyomirtészer-maradvanyokat is lebontani. Ennek eredményeként az
atrazin nemkivanatos kdrnyezeti hatasai — melyek engedélyeztetését veszélyeztetik — a
minimumra csékkenthetdk.

Osszefoglalas

A Rhodococcus fajok valtozatos metabolikus képességeik, robosztus sejtfelépitésiik,
¢és hidegtiirésiik révén meghataroz6 kornyezetvédelmi, ipari és biotechnologiai objek-
tumokka kezdenek valni. Kiemelkedd szerepiik van az aromas szénhidrogének, kloro-
zott fenolok, szterolok, peszticidek, valamint a lignin, a kdszén, €s a nyersolaj
atalakitdsdban, lebontasaban. E kiilonleges szubsztratok atalakitdsaban az oxigenaz
(CYP450), dioxigenaz, dehidrogenaz, hidroxildz, hidrolaz, dehalogenaz stb. enzimek
nagy mennyiségben és variacioban torténd el6fordulasa jatszik 1ényegi szerepet, de nem
elhanyagolhato a rodokokkuszok rendkiviili oldoszer-tolerancidja, és az egy sejten beliil
szintezisének a képessége sem.

Jelen kozleményben a R. erythropolis N186/21 talajbaktérium mezdgazdasagi bio-
technologia/mikrobiologia targyt kutatasainkat foglaltam 6ssze. Ezek ko6ziil harom téma
mutatkozik a gyakorlatban is hasznosithatonak. A bioantidotum és az ehhez rokon
fitoremediacids eljarasok a peszticidek és az ipari szennyezd anyagok altal okozott
kornyezeti terhelést csokkentik. A masik igéretes teriilet a R. erythropolis NI186/21 thcF
génjével transzformdlt Arabidopsis thaliana ndvényben termelt természetes fungicid
tanulmanyozéasa, mely azt hivatott eldonteni, hogy e (maig azonositatlan) vegyiiletnek
van-e létjogosultsiga a mezdgazdasagi gyakorlatban. A harmadik, inkabb ipa-
ri/bioremediacios jellegli kutatasi irany a rodokokkuszok kapszulazasa és felhasznalasa
olyan szennyezett talajok és felszini vizek tisztitdsara, ahol a szennyezd anyagok kis
koncentracioban, de folyamatosan keriilnek a kdrnyezetbe, és ennek megfeleldéen arra
van sziikség, hogy a rodokokkusz sejtek allandoan jelen legyenek a biotopban.
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