ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA

LUBLIN — POLONIA
VOL. XXXI, 12 SECTIO C 1976

Instytut Mikrobiologii i Biochemii UMCS
Zaktad Mikrobiologii

Jolanta MAKUCH, Aleksandra MELKE

Wilasciwosci symbiotyczne mutantow auksotroficznych Rhizobium
CumbuoTHuecKMe CBOMCTBA ayKCOTPOOHBIX MyTaHTOB Rhizobium

Symbiotic Properties of Auxotrophic Rhizobium Mutants

Szeroki zakres mutacji prowadzacych do auksotrofizmu, opornosci na
antybiotyki i na rézne antymetabolity modyfikuje symbiotyczng aktyw-
nos¢ szczepdw Rhizobium. Schwinghamer (7) stosujagc NTG uzyskatl
szczep R. leguminosarum, wymagajacy adeniny i tiaminy, ktory utracit
efektywnos¢ po mutacji do auksotrofizmu. Scherrer i Dénarié (6)
wykazali zwigzek miedzy wymaganiami odzywczymi a efektywnoscig wiag-
zania azotu u R. meliloti. Puryno- i pirymidynozalezne mutanty byly
nieefektywne, podczas gdy cysteino- i metioninozalezne mutanty wykazy-
waly taka samg efektywnos¢ jak szczep dziki. Mutanty wymagajace glicy-
ny byly bardziej efektywne niz szczep wyjsciowy. Wszystkie prototroficz-
ne rewertanty nieefektywnych auksotroficznych szczepow staly sie ponow-
nie efektywne.

W przeciwienstwie do tych danych w naszych poprzednich badaniach
wszystkie testowane streptomycynooporne i auksotroficzne mutanty, izo-
lowane z infekcyjnych i efektywnych szczepow Rhizobium byly defek-
tywne w efektywnosci lub infekcyjnosci (3, 4, 8).

W celu okreslenia wplywu mutacji auksotroficznych, warunkujacych
zanik syntezy pewnych aminokwaséw i zasad na proces wigzania azotu,
aktywnos¢ wigzania azotu mierzono aktywnoscig nitrogenazy. Stwierdzono
(1), ze nitrogenaza katalizuje nie tylko redukcje azotu, ale takze redukcje
acetylenu oraz innych zwigzkow spokrewnionych chemicznie z czgsteczky
azotu. Acetylen i powstajacy pod wplywem redukcji nitrogenazy etylen
S3 mierzone przy pomocy chromatografii gazowej. Metoda ta jest bardzo
czula.
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MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne: R. trifolii T37 i R. 'meliloti L5-30.

Podloza: R. trifolii T37 namnazano w podtozu Thorntona (Th). Do izolacji
rautantéw auksotroficznych R. trifolii T37 uzywano podioze minimalne 3 (MM;),
zawierajace (g/l H,O dest): K;HPO, — 3,6; KH,PO, — 0,4; MgSO,:7H;0 — 0,05;
NaCl — 0,5; cytrynian zelazowo-amonowy — 0,005; KNOg; — 0,6; mannitol — 10,0;
pPH=174. R. meliloti L5—30 hodowano w podlozu ,5”+0,1% hydrolizatu kazeiny
0 nastepujacym skladzie: K,HPO, — 0,5 g; MgSO,-7THO — 0,2 g; NaCl — 0,2 g;
CaCO; — 0,5 g; wyciag drozdzowy — 200 ml; H,O — 800 ml, pH ="172. Hodowle
R. meliloti L5—30 wysiewano na stalte podloze ,,79"+0,1% CA o skladzie podobnym
do podioza ,,5", jedynie uzupelnionego mannitolem — 10 g/l. Mutanty auksotroficzne
R. meliloti izolowano na podiozu minimalnym 5 (MM;) o skladzie podobnym do
MM;. TM — bufor skiladat sie z Tris (2-amino-2(hydroxymethyl)propane-1,3-diol)
w koncowym stezeniu 0,05 M i kwas maleinowy — 0,05 M; 7/i{ doprowadzone do 6,0.
Podloze dla roSlin: K,HPO, — 0,5 g; MgSO, — 0,2 g; NaCl — 0,1 g; Cay(PO,), —
2 g, FeSO, — 0,01 g; H,O — 1000 ml; pH=1,0.

Izolacja mutantéw auksotroficznych: 18-godzinng hodowle Rhi-
zobium w pelnym podlozu rozcienczano 5-krotnie §wiezym podlozem i inkubowano —
wytrzgsajac w 28° do optycznej gestoSci 0,2. Nastepnie hodowle ochtadzano, wiro-
wano i przemywano 10 ml zimnego TM buforu. Po odwirowaniu i ponownym za-
wieszeniu osadu bakteryjnego w 10 ml TM buforu dodawano 2 mg N-methyl-N’-
-nitrozoguanidyny (NTG). Potem hodowle inkubowano przez 60 min. w 37°. Zwykle
50% bakterii przezywato traktowanie NTG. Po mutagenizacji bakterie odwirowywano,
przemywano zimnym podiozem minimalnym i zawieszano w 10 ml podloza peinego.
Zawiesine inkubowano — wytrzgsajac w 28° przez 18 godz. Po inkubacji hodowle
odwirowywano i ponownie zawieszano w podlozu minimalnym do koncowej gesto$ci
10 kom./ml. Po 6 godz. inkubacji z wytrzgsaniem dodawano 1500 jedn./ml penicyliny.
Inkubacje z antybiotykiem kontynuowano przez 6 godz. bez wytrzgsaria. Nastepnie
hodowle odwirowywano, osad przemywano podiozem minimalnym i zawieszano
w podlozu pelnym do 12-godz. inkubacji. Po tym czasie hodowle wysiewano ma pelne
pocloze state. Pojedyncze kolonie bakterii z podioza pelnego przenoszono na pod-
loze minimalne i pelne. Wymagania odzywcze mutantéw auksotroficznych okres-
lano metodg Lederberga (2).

Aktywnos§é symbiotyczna Rhizobium. W celu okre§lenia wlasciwosci
symbiotycznych badanych szczepdéw zakazano nimi rosliny koniczyny czerwonej i lu-
cerny w testach prob6wkowych. Wyjalowione (0,1% HgCl, i 75% alkoholem etylowym)
i podkielkowane nasiona koniczyny i lucerny nanoszono po jednym do probéwek,
zawierajgcych podloze dla ro$lin bez azotu mineralnego oraz podloze wzbogacone
KNO; w ilo$ciach 0,01—0,05%. Po dwéch dniach ro$liny zakazano 18 godz. hodowla
badanych szczep6w o gesto$ci 108 kom./ml. Ro$liny inkubowano w pomieszczeniu
wegetacyjnym w temp. 23°. Stopien aktywno$ci badanych szczepéw okre§lano po
4 i 5 tygodniach wegetacji ro$lin. Do ro§lin w szczelnie zamknietych prob6éwkach
wstrzykiwano acetylen do koncowego stezenia 10% v/v. Ro$liny trzymano w o$wietlo-
nym pomieszczeniu. Co 2 godz. pobierano prébke gazu i wykonywano pomiar na
chromatografie. Badania wykonywano na chromatografie Chromatoprep typ N-502
na szklanej kolumnie oraz na Gas-Chromatograph GCHF 18.3 na metalowej kolum-
nie. W obu przypadkach kolumny byly wypeinione Porapakiem T. Gazem noSnym
byl azot. Po skonczeniu pomiaréw chromatograficznych wykonywano pomiary wy-
sokoSci cze$ci zielonej ro$lin, masy czeSci madziemnej i brodawek. Nastepnie w bro-
dawkach oznaczano ilo§¢ biatka metodg Lowry (5).
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WYNIKI

Uzywajac NTG wyizolowano 5 podwoéjnych mutantéw auksotroficz-
nych ze szczepu R. trifolii T37 oraz 4 podwdjne mutanty ze szczepu R. me-
liloti 1.5-30. Genotypy otrzymanych mutantéw przedstawiono w tab. 1
Poczatkowo badano wigzanie azotu przez rosliny hodowane na podiozu bez
dodatku KNO;, a zakazone szczepem prototroficznym T37 i 5 jego mutan-
tami auksotroficznymi; leu his; leu orn; leu tyr; leu met i leu ura. U roslin
zakazonych mutantami: leu met i leu ura nie zaobserwowano powstawania
brodawek, dlatego tez nie uzyto ich do oznaczania aktywnosci wigzania
azotu.

Tab. 1. Szczepy Rhizobium uzyte do badan
Rhizobium strains used for studies

Szczepy wyjSciowe
prototroficzne Genotypy mutantéw
Initial prototrophic Mutants genotypes
strains

1) leu his

; ! L), 2) leu orn
R};ggbzum trifolii 3) leu tyr
4) leu met

5) leu ura

1) leu his
Rhizobium meliloti 2) leu met
L5—30 3) leu trp
4) leu cys

We wstepnych badaniach starano sie znalez¢ zaleznos¢ pomiedzy pro-
centem konwersji acetylenu do etylenu w przeliczeniu na mase brodawek
a czasem inkubacji z acetylenem dla roslin 4- i 5- tygodniowych zakazo-
nych szczepem prototroficznym R. trifolii T37. Wyniki po 4 tygodniach
byly nizsze niz po 5 tygodniach wzrostu roslin (ryc. 1). Biorgc to pod
uwage, nastepne pomiary wykonywano po 5 tygodniach wegetacji roslin.
Stwierdzono, ze mutanty R. trifolii T37: leu his i leu orn wykazujg wiekszy
procent konwersji niz dziki szczep T37. Natomiast mutant leu tyr wyka-
zywal nizszy procent konwersji niz szczep macierzysty (ryc. 2). Przy
uwzglednieniu masy brodawek (ryc. 3) stopien konwersji dla szczepow
T37: leu his i leu orn byt podobny, zas mutant leu tyr i w tym przypadku
wykazywal najnizszy procent konwersji. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaly brak brodawek u wszystkich roslin lucerny zakazonych czterema
podwéjnymi mutantami auksotroficznymi, otrzymanymi ze szczepu
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Ryc. 1. Aktywno§é nitrogenazy roSlin
cztero- i pieciotygodniowych zakazonych
szczepem prototroficznym R. trifolii T37;
1 — po 4 tygodniach, 2 — po 5 tygodniach
Nitrogenase activity of four- and five-
-week old plants infected with proto-
trophic R. trifolit T37 strain; 1 — after
4 weeks, 2 — after 5 weeks
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Ryc. 3. Aktywno$é nitrogenazy mutan-
tow auksotroficznych w stosunku do ma-
sy brodawek
Nitrogenase activity of auxotrophic mu-
tants in relation to mass of nodule bac-
teria
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Ryc. 2. Konwersja acetylenu do etylenu
przez rofliny zakazone mutantami aukso-
troficznymi R. trifolii T37
Conversion of acetylene into ethylene by
plants infected with auxotrophic R. tri-
folii T37 mutants
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Ryc. 4. Aktywno§é nitrogenazy R. meli-
loti L5-30 w stosunku do masy brodawek
Nitrogenase activity of R. meliloti L5-30
in relation to mass of nodule bacteria
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Tab. 2, Korelacja miedzy wysokoS$cig ro$liny, masg czeSci zielonej, zawarto$cig biatka
i masg brodawek
Correlation between the height of plant, mass of green part, content of protein and
mass of nodule bacteria

Ilo§¢ biatka

; 3 Wysoko§é Masa czesci w brodawkach Masa
Roélsxgg'zez;:;zone czesci ;ielonej zielonej Quantity br(ln\gg:;'ek
Plants infected Height i of protein of nodule
e of green part of green part in nodule Bieieea
(mm) (mg) bacteria (
W e
T37 ' M M 204 1,6
leu his 126 104 222 82
leu orn 107 1] 220 2,5
leu tyr 108 4 214 3,2
L5—30 73 62 209 1,1
RoSliny kontrolne 62 36 — =

Control plants

Tab. 3. Wplyw podloza na rofliny zakazone R. trifolii T37 i jego mutantem leu his
Influence of medium on plants infected with R. trifolii T-37 and its mutant leu his

Ilo§¢é biatka

Wysoko$é Masa w brodawkach
Szczepy Podloza cze$ci zielonej cze$ci zielonej Amount
Strains Breending- Height Mass of protein
grounds of green part of green part in nodule
(mm) (mg) bacteria
)
bez KNO,; 84 12 205
T37 without KNO,
+0,01% KNO, 71 50 134
+0,02% KNO, 61 49 100
bez KNO, 118 929 210
. without KNO
leu his 14 019% KNO, 86 56 144
+0,02% KNO, 70 46 112

R. meliloti L5-30: leu his; leu met; leu trp i leu cys. Poniewaz na korze-
niach niektérych roslin byly zgrubienia — sprawdzono aktywnos¢ symbio-
tyczng tych roslin metoda redukcji acetylenu. Nie stwierdzono jednak
wykrywalnych ilosci etylenu. Aktywnos$¢ symbiotyczng prototroficznego
szczepu R. meliloti L5-30 przedstawiono na ryc. 4.

Badajac korelacje miedzy wysokoscia rosliny, masg czesci zielonej,
zawartoscig bialka i masg brodawek wykazano, ze rosliny zakazone szcze-
pami auksotroficznymi: leu his, leu orn i leu tyr byly znacznie wyzsze niz
rosliny zakazone szczepem T37. Masa brodawek i ilos¢ biatka u roslin
zakazonych tymi podwéjnymi mutantami byla takze wyzsza niz u roslin
zakazonych niezmutowanym szczepem T37 (tab. 2).
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Ryc. 5. Wplyw KNO, na aktywno$é
nitrogenazy szczepu R. trifolii T37
i jego mutanta; 1, 3, 5 — leu his,
2, 4, 6 — T37; 1, 2 — podloze bez
KNO;, 3, 4 — podloze+0,01% KNO,,

5, 6 — podloze +0,02% KNO,
Effect of KNO; on nitrogenase ac-
tivity of R. trifolii T37 strain and
of its mutant; 1, 3, 5 — leu his, 2, 4,
6 — T37; 1, 2 — medium without
KNO;, 3, 4 — medium+0.01% KNO;,

5, 6, medium +0.02% KNO,

CoH,uuM/mg biatka w brodawkach/mg
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Badano réwniez redukcje acetylenu przez rosliny hodowane na podlozu
z dodatkiem KNO;, a zakazone szczepem R. trifolii T37 i jego mutantem
auksotroficznym leu his. Przeprowadzono doswiadczenia z dodatkiem
roznych ilosci — od 0,01% do 0,05% KNO; w podlozu. Okazalo sie, ze
dodatek wiekszej ilosci niz 0,02% KNO; do podloza hamuje calkowicie
proces brodawkowania. Przy dodatku 0,01% KNO; ilos¢ brodawek byla
mniejsza niz u roslin hodowanych na podlozu bez KNO;, zas przy dodatku
0,02% KNO; do podloza obserwowano tylko pojedyncze brodawki. Dodatek
0,01% KNO; do podloza (tab. 3) powodowal, ze rosliny zakazone zaréwno
szczepem T37, jak i jego mutantem leu his byly nieco nizsze od roslin
hodowanych na podiozu bez KNO;,, a ilos¢ biatka zawartego w brodawkach
zmniejszyla sie o 1/3 w poréwnaniu z iloscig biatka w roslinach hodowa-
nych bez dodatku KNO;. Natomiast dodatek 0,02% KNO; powodowat
zmniejszenie ilosci biatka o 1/2 w stosunku do roslin hodowanych na pod-
tozu bez dodatku KNO;.

Produkcja etylenu w przypadku mutanta leu his byla prawie 3-krotnie
wyzsza na podlozu bez KNO; niz na podiozu z dodatkiem 0,01% i 0,02%
KNO; (ryc. 5). U roslin zas zakazonych szczepem T37 i hodowanych na
podlozu bez KNO,; ilos¢ wytwarzanego etylenu byla 2-krotnie nizsza

w pordéwnaniu ze szczepem leu his. KNO; hamowat czesciowo aktywnos¢
nitrogenazy szczepu T37.
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PE3IOME

ITpumenaa  N-metua-N’-uurposoryaHamH. (N-methyl-N-nitrosoquanidine) n3
wramma R. trifoli T37 6blam BbIigeneHbl 5 ABOMHBLIX ayKCOTPOMHBLIX MYTaHTOB: leu
his, leu orn, leu tyr, leu met, leu ura ¥ 4 OBOMHBIX ayKCOTPOHLIX MyTaHTa U3
wramMma R. meliloti 1.5-30: leu his, leu met, leu trp, leucys. Ycranosnehno, iTo My-
Tautsl R. trifolii T37: leu his, leu orn NpoABIAIOT aKTUBHLOCTL 1IMTPOrenasbl, NOXOXKYIO
Ha MUCXOAlibIM ITaMM. 3aTo MyTalnT T-37 leu tyr Bri3biBan peayumMpoBanune aueTuaeHa
B 9TMJen B nm3umen crtenenu. OKa3aaucbh ne3(@eKTUBIIBIMU ABA ayKCOTPO@IibIX MYy-
Taurta wramma R. trifolii T37: leu met, leu ura 1 Bce MyranTbl wramma R. meliloti
L5-30. Bewio 3ameueno, uto nobaBnenue K nurareabHoin cpeae KNO; (cBbiue 0,02%)
NMOJIHOCTBIO 3afepIKMBaeT npouecc obpasoBaiusa KiaybeibKOB.

SUMMARY

N-methyl-N-nitrosoguanidine was used for isolation of five double auxotrophic
mutants from R. trifolii T37 (leu his, leu orn, leu tyr, leu met and leu ura) and
four double auxotrophic mutants of R. meliloti LL5-30 (leu his, leu met, leu trp and
leu cys). It was found that two R. trifolii T37 mutants — leu his and leu orn — show
nitrogenase activity similar to that of the original strain, whereas the mutant T37 —
leu tyr performed the conversion of acetylene into ethylene in a lower degree. Two
auxotrophic mutants of R. trifolii T37 — leu met and leu ura — as well as mutants
R. meliloti L5-30 proved to be ineffective. It has been observed that the addition
of over 0.02% KNO, to the medium completely stops the process of nodulation.
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