7. A FAGOK ES A BAKTERIUMOK
GENETIKAJA

A (BAKTERIO)FAGOK GENETIKAJA.,
Markerek.  Rekombinacid,  gének  térképezése.
Térképezés génen beliil: intragénikus rekombinacié.

A fejezetet Szabad Janos egyetemi tanar allitotta
dssze, modositotta Lippai Ménika.

BEVEZETES

A gének funkcibjanak, szerkezetének részletesebb
vizsgalatdt — taldn meglepd modon — baktériumok
virusaival, azaz bakteriofagokkal (= ,baktériumokat
ev6” virusok) kapcsolatos vizsgalatok tették lehetévé
kezdetben. A fagoknak vannak olyan jellegzetességei,
amelyek alapjan  térképezni lehetett  génjeiket,
rekombinacidjuk alapjan. Bar a genetikai keresztezések
soran képz6dd rekombinans fagok ritkdk lehetnek, az
utéd fagok nagy szama, valamint a kivalo szelekcids
rendszerek lehet6vé tették a ritka rekombindnsok
azonositasat - akar az olyanokét is, amelyek génen beldl
bekovetkez6 (Gn. intragénikus) rekombinaciéo Soran
képzddnek.

Markerek a bakteriofagok genetikajaban

A bakteriofagok, mikdzben baktériumpézsiton egymas
utan ,.faljak fel” a baktériumokat, tarfoltokat, plakkokat
képeznek. Egy tarfolt egyetlen fag utddainak
tevékenysége nyoman képzddik. A tarfoltok mérete,
alakja a fagok valamely génje altal meghatarozott
tulajdonsag. Példaul az E. coli T2 fagja, amely az r* ép
gént hordozza, a baktérium-pazsiton kis foltokat képez.
Az r (rapid lysis) mutans allélt hordoz6 fagok viszont
nagy plakkokat képeznek. Egy tovéabbi genetikailag
meghatarozott tulajdonsag az Un. gazdaspecificitas (host
range), ami azt mutatja, hogy valamely fag mely
baktériumtorzset, torzseket képes fertézni, és melyeket
nem (egy torzset valamilyen szempontbol azonos
genotipusu él6lények - ebben az esetben baktériumok -
alkotnak). Példaul az E. coli T2 fagja, amely a h* ép
gént hordozza, azokat a baktériumokat fertézi és ,.falja
fel”, amelyek az E. coli #1-es t6rzséb6l szarmaznak, a
#2-es baktériumtdrzs sejtjeit viszont nem képes
megfertdzni. A h- muténs allélt hordozé T2 fagok
viszont mind a #l-es, mind a #2-es baktériumtorzs
sejtieit meg tudjak fert6zni, pazsitjaikon plakkokat
képezni. A plakkok mérete és a fag fert6z6képessége
alapjan tehat kilénbséget lehet tenni az r* és az r,
valamint a h* és a h™ allélokat hordoz6 fagok kozott.

Fagkeresztezés két gén két alléljaval

Az el6z6ekben bemutatott két gén két-két alléljaval
végezte el munkatarsaival Alfred D. Hershey (1949) a
kovetkezé Kisérletet: a #1-es torzs baktériumainak
szuszpenzi6jahoz egy kémcsében egyszerre adott h™ r
és h* r~ fagokat, azaz h™ r* x h* r~ keresztezést hajtott
végre (7.1. dbra). A #1 torzs baktériumain a h* ésa h”
fagok is szaporodnak. Néhany dra inkubacié utan a
kémesd tartalma kitisztult, mert a baktériumok szétestek
(A baktériumok szuszpenzidja tejszerli, mert a lathatd
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fény hullamhosszanal nagyobb baktériumokon szérodik
a fény. A fény hullamhosszanal kisebb fagok nem
szdrjak a fényt, a fagok szuszpenzioja atlatszo). Hershey
a fagok szuszpenzidjanak kis mintjat olyan
baktériumpazsitra tette, amelyet #l-es és #2-es
baktériumok keverékébdl novesztett, majd néhany oras
inkubécio utdn meghatarozta, hogy milyen fagok és
milyen gyakorisaggal névekedtek a pazsiton (7.2. abra
és 1. tablazat).

hr* h*r

5 )

7.1. abra. A #l-es E. coli torzs baktériumainak
egyideju fertdzése (a fagkeresztezés) kétféle faggal.

7.2. 4bra. A h™r" x h'r fagkeresztezés hatasara a #1
és a #2 baktériumok keverékébdl allo péazsiton képz6do
plakkok tipusai.

7.1. tablazat. A h™ r" x h' r fagkeresztezés nyoman
képz6do fagok tipusai €s gyakorisagai.

Plakk a > Plakk A fa
fenotipus el Gl (%) feno?ipusa
hr Atlatszd, kicsi 42 | sziilsi”
h"r Homalyos, nagy 34  ,sziil6i”
h'r Homalyos, kicsi 12 Rekombinans
h'r Atlatszo6, nagy 12 Rekombinans

(Megjegyzés: homalyos, mert a h* fagok nem tudjak
,.felfalni” az adott plakkban a #2-es baktériumokat.)

Hershey kisérletei megmutattdk, hogy mikdzben a
kétféle genotipusu fag egyszerre van jelen a baktérium-
sejtben, kromoszémaik kozott rekombinacié jatszodhat
le, rekombinans fagok képzédhetnek. A rekombinans
fagokat fel lehet ismerni, gyakorisdguk meghatarozhato.



Fagkeresztezés egy gén két alléljaval; intragénikus
rekombinacio

A fenti kisérleti rendszer a fagutédok rendkivil nagy
szama és a szelekcids rendszer megbizhatésaga miatt
lehetévé teszi az igen ritka rekombinacios események
detektalasat is. Az 1950-es években Seymur Benzer
laboratériuma az E. coli baktériumsejteket gyorsan
elpusztitd T4 fag mutansaival végzett keresztezéseket,
és az altala kidolgozott rendszer alkalmas volt az
egymashoz igen kozel 1évd, egy génen bellli (ezért
nagyon ritka) mutaciok kimutatésara és vizsgalatara is.

A fentebb ismertetett ép r* allélt szintén hordozo T4
fagok az E. coli B és K torzsének pazsitjan kis
plakkokat képeznek. Az r' és r* mutansok nagy plakkot
képeznek, viszont csak a B tdrzs sejtjein képesek
szaporodni, a K torzsb6l novesztett pazsiton nem
képeznek plakkokat (az r' és r? mutaciok egymastol
fiiggetlenil kovetkeztek be az r* génben).

Benzer egyidejiileg fertézte meg az r* és r> mutans
fagokkal a B torzsb6l szdrmazé baktériumok
szuszpenzidjét. Feltételezte, hogy ha az r* és r* mutaciok
a gén kiilonboz6 helyein vannak, kozottiik kis eséllyel,
de rekombinacio jatszodhat le (7.3. é&bra). A
rekombinacié eredményeként olyan fagkromoszéma
képzddhet, amely nem hordozza sem az r*, sem az r
mutaciot, vagyis lényegében egy r* gént hordozd fag
johet létre, amely a K torzsb6l készitett
baktériumpazsiton is plakkot képez.

Ezért a B baktériumok szétesése soran képz6do
fagszuszpenzi6t (amelynek 1 ml-e akar 10° fagot is
tartalmazhat!) a K torzsb6l készitett baktériumok
pazsitjara tette, ahol bar csak kevés, de a vadtipusu fagra
jellemz6 plakk képzodott. A plakkok olyan fagok
létezését jelezték, amelyek a génen beliil bekdvetkezett
Ugynevezett  intragénikus  rekombinaci6  miatt
képzddtek. A Benzer altal kifejlesztett technika olyan
érzékeny, hogy akar 10°-10° gyakorisaggal, még két

egymas melletti  bazispar kozott  bekdvetkezd
rekombinacid detektalasara is alkalmas.
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7.3. bra. A két r mutans allél (* és #*) kdzott a génen

beliil bekovetkezd rekombinacié utdn az ép r* gént
hordoz6 fagkromoszéma is képzédik.

A fagok genetikaja valaha néhany kutaté hobbijanak
tinhetett.  Kidertlt azonban, hogy a fagok
tanulmanyozésaval megismerhet§ a gén szerkezete, a
génmiikodés funkciondlis egységei. A kiilonb6zb
mutaciokat hordozo fagokkal végzett keresztezések
furcsasagainak rejtélyeit kutatva egy Uj tudomanyag: a
molekularis bioldgia bontakozott ki.
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A BAKTERIUMOK GENETIKAJA.
Transzforméacio, transzdukcid, konjugacio. A baktériu-
mok géntérképei.

BEVEZETES

Joshua Lederberg és Edward L. Tatum irta le elészor
(1946-ban) az orokitdé anyag és a tulajdonsagok
kombinalédasat baktériumokban. Az E. coli két
torzsébdl szarmazo sejteket vegyitettek egymassal (pl. a
~ b~ muténsokat ¢ “d " e~ mutansokkal), majd - nagy
meglepetésiikre - az utdédok kozétt rekombinansokra,
vadtipusu baktériumokra lettek figyelmesek.

Hogyan cserélik ki a baktériumok genetikai
anyagukat? Ma mar tudjuk, hogy a baktériumokban
harom mddja van a genetikai anyag atadasanak és
kombinalddasanak: transzformécid, transzdukcio, és a
Lederberg és Tatum altal felfedezett konjugacié. A
baktériumok genetikdjdnak megismerése a molekuléris
bioldgia egyik pillére lett.

Mutans fenotipusok baktériumokban

A mutans és a vadtipusi baktériumok kozotti
kiilénbségtétel alapja a szelekcié: olyan korilmények
biztositasa, amelyek kozott vagy a vadtipusl, vagy a
mutans sejtek életben maradnak, osztodni képesek és
telepet, koloniat képeznek, és amely koriilmény kozott a
masikféle (mutans illetve vadtipusi) sejtek nem
osztodnak, esetleg elpusztulnak. (Egy-egy baktérium
telepet, koloniat olyan sejtek alkotnak, amelyek egyetlen
sejt egyltt maradt leszarmazottai). Arra, hogy
kiilénbséget tegyenek vadtipusl és mutans baktérium
sejtek kozott, négy 16 szelekcios rendszert alkalmaznak.

1. Rezisztens <> érzékeny

Amig a rezisztens baktériumok szaporodni tudnak
valamilyen hatéanyag (pl. natrium-azid, antibio-
tikumok), vagy kulonféle fagok jelenlétében, az
érzékeny sejtek vagy nem tudnak osztédni, vagy el is
pusztulnak.

2. Auxotréfok <> prototréfok

Amig a prototrdf baktériumoknak minimalis a
tapanyag-igénye, az auxotréfok létéhez sziikség van
valamilyen segitségre, tapanyagra. Pl. amig a leu”
vadtipust baktériumok eld tudjak allitani az életiikhoz
szikséges leucint, addig a leu” auxotr6f mutans
baktériumok ndvekedésikhdz a kornyezetb6l leucint
igényelnek.

3. Szénforras-hasznositas képessége

A képesség megléte illetve hidnya valamilyen tapanyag
hasznositasara. Amig pl. a gal” vadtipust baktériumok
tudjdk hasznositani a galaktdzt és szaporodnak, a gal
mutans sejtek nem tudjak a galaktozt szénforrasként
hasznositani. Ha a galaktéz az egyetlen szénforras, a
gal” mutans sejtek nem osztodnak.

4. Kondicionalis mutansok

Az Un. kondicionalis mutansok restriktiv korilmények
kozott (pl. a szokdsosndl kiss€é magasabb hémér-
sékleten) nem, de permissziv korilmények kozott
szaporodnak. A vadtipusi sejtek restriktiv kdrilmények
kdzott is osztodnak, szaporodnak.



A szelekciés  koriilmények teszik lehet6vé a
rekombinans baktériumok Kkimutatasat, ezaltal azt is,
hogy megismerjiik a genetikai anyag kombinal6dasanak
torvényszertiségeit baktériumokban.

TRANSZFORMACIO

A transzforméacié alapja DNS-darabok felvétele a
kornyezetbdl, és beépilése a baktérium genomjaba.
Tudott, hogy a transzformacié sok baktériumfajban
megtorténik, mint pl. Hemophilus influenzae-ben,
Bacillus subtilis-ban, Pseudomonas aeruginosa-ban, E.
coli-ban és természetesen Streptococcus pneumoniae-
ben (lasd Griffith, majd Avery és munkatarsai kisérleteit
a 3. fejezetben). A transzformacio 1épései a kovetkezok.
1. A kompetens sejtek felveszik a DNS-t. (Azokat a
sejteket nevezzik kompetensnek, amelyek képesek a
DNS felvételére. Altalaban a sejteknek csak kis hanyada
kompetens. Kulonféle eljarasokkal, pl. CaCl, kezeléssel
novelni lehet a kompetens sejtek szamat, igy a
transzforméacid gyakorisagat.) 2. A DNS felvétele soran
a DNS egyik szala megsemmisil, a masik bejut a sejtbe.
3. A bejutott DNS-szal ,agressziv’: a baktérium
kromoszémajaban (n. heteroduplexet képezhet a
szamédra komplementer  szakasszal, Ugy, hogy
szétvalasztja az eredeti kett6s szalat. A heteroduplexben
az idegen és a sajat DNS-szal sokszor nem tokéletesen
komplementer (7.4. abra). 4. A ,kitart” egyszald DNS-
szakasz Kitliremkedik, amit aztdn enzimek kivagnak és
elemésztenek. 5. A ligdz enzim 0sszekoti a szabad
végeket, és a transzforméacio soran a sejtbe jutott DNS a
baktérium-kromoszoma részévé valik. Az integralédas
gyakorisaga kb. 50%. A replikaciot kovetden csak az
egyik sejt lesz transzformans (7.4. abra).
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7.4. dbra. A transzforméacié mechanizmusa.

A ko-transzformacid (transzformacié egyszerre tobb
génnel) hasznalhatd baktériumgének térképezésére (7.5.
abra). Ekkor egy adott baktérium darabokra apritott
DNS-ét hasznaljak transzformalasra. Nyilvanvald, hogy
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amennyiben kozel van két gén egymashoz a donor
baktérium kromoszémajan (azaz apritads utan lehetnek
egyazon transzformald6 DNS szakasz részei), akkor
gyakrabban Kkeriilnek &t egyitt a DNS-t felvevd
baktériumba. Forditva pedig: ha tavol vannak, ez csak
igen ritkdn kovetkezhet be: csak ha ugyanazon
baktérium egyszerre, két fiiggetlen transzformacios
esemény soran veszi fel 6ket. A ko-transzforméacioét ugy
mérik, hogy meghatarozzdk a transzforméacio
gyakorisagat a DNS-koncentracio fliggvényében.

Amint azt a 7.5. abra mutatja, a transzformacio
gyakorisdga mas osszefliggés szerint alakul az egymas
kozelében levd, illetve a tavoli gének esetében. A tavoli
gének  esetében az  egyidejiileg  bekdvetkezd
transzformacié gyakorisaga annyi, mint a két génre
kiilén-kulon szamitott transzformacids gyakorisagok
szorzata. Az egymas kozelében levo gének esetében a
ko-transzformacié sokkal gyakoribb, mint a killén-kilén
gyakorisagok alapjan vérhaté volna. Ilyen vizsgalatok
alapjan meg lehetett hatarozni a baktérium egyes
génjeinek helyzetét egymashoz képest a kromoszoman.
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7.5. dbra. Az egylttes transzformécié gyakorisaga
eltér6  Osszefliggést mutat a DNS-koncentracio
fuggvényében a kozeli és a tdvoli gének esetében.

TRANSZDUKCIO

A transzdukcié baktérium-DNS atvitele egyik
baktérium-sejtb6l  egy  masikba  bakteriofagok
kozvetitésével. A transzdukcidnak két tipusa van:
ltalanos, ha a donor baktérium kromoszémajanak
barmely szakasza, és specializalt, ha csak egy adott
része juthat &t a transzdukcid sordn a recipiensbe.
Specializdlt transzdukciéra csak az (gynevezett
mérsékelt fagok képesek, a baktériumot rdgton
elpusztitd virulens fagok nem. Elészor a mérsékelt
fagokkal ismerkedjink meg, a specializalt transzdukcié
kozvetitéivel.

Mérsékelt (temperalt) fagok

A L fig a legismertebb mérsékelt fag. Genomjat
egyetlen, kb. 48.500 bazisparbol allé6 DNS alkotja. A
mérsékelt fagoknak lizogén és litikus ciklusa is van (7.6.
abra). A lizogén ciklus soran a fag kromoszémaja sajat
enzimei segitségével a baktérium kromoszémajaba



inszertalddik. Az inszercié specidlis, a fag-DNS egy
rovid szakaszaval azonos szekvenciaj helyen torténhet,
Un. helyspecifikus rekombinécidval (lasd késobb, 8.9
abra). Ez a ) fag esetében az E. coli baktérium galakt6z-
illetve biotinszintézisért felelds szekvenciai (gal, illetve
bio) kozott talalhatd. A baktérium-kromoszémaba
inszertalodott ~ fagot  profignak  nevezik. A
kromoszémajukban profagot hordozd baktériumok a
lizogén baktériumok. A profag a baktérium kromoszoé-
majaval egyitt elvileg korlatlan ideig replikalédhat és
fennmaradhat, nem fejez6dik ki, nem pusztitja el a
gazdasejtet. A profag jelenlétének egyetlen jele az, hogy
a lizogén baktériumok ellenalléak egy, a profaggal
azonos tipusu fag fertézésével szemben.

A mérsékelt fagok litikus ciklusa valamilyen
drasztikus hatas, pl. UV besugarzas hatasara kezdddhet
el. A litikus ciklus kezdetén a fagkromoszoma
kirekombinalédik a baktérium kromoszémajabol,
replikalodik, atirodik és fagfehérje termelddik rodla.
Miutdn kész fagok képzdédtek, a baktériumsejtet
elpusztitjak, kiszabadulnak az utédfagok, hogy Ujabb
sejteket fertézzenek meg. A fagok ekkor tehat lizaljak a
gazdabaktériumokat, és  plakkot Kképeznek a
baktériumpazsiton. Amig a mérsékelt fagoknak lizogén
és litikus ciklusa is van, a virulens fagoknak csak litikus
ciklusuk van: nem képesek a gazda kromoszémajaba
beéplilni, azonnal szaporodnak és elpusztitjak azt.
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7.6. dbra. A L mérsékelt fag lizogén és litikus ciklusai.

1. Altalanos transzdukcio

Norton Zinder és Joshua Lederberg irta le elészor
(1951-ben), hogy altalanos transzdukcié soran egy
baktériumsejt genetikailag atalakithatd egy donor
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baktérium kromoszomajanak barmely szakaszaval. Az
altalanos transzdukcio gy kovetkezik be, hogy a donor
baktérium genomja a sejt pusztulasa, a lizis folyaman
fragmentaladik, igy  barmely  szakasza  kis
valosziniiséggel, de becsomagolodhat egy fagfejbe és a
kovetkezd fert6zéskor bejuthat egy masik, recipiens
baktériumsejtbe. Atlagosan kb. 10* azon fagok
gyakorisdga, amelyek fejében nem fag-, hanem
baktérium-DNS van. Ha egyetlen ilyen virulens fag
fertéz meg egy baktériumot, nem tudja elpusztitani (nem
tartalmazza az ehhez sziikséges sajat genetikai anyagot),
de be tudja juttatni a donor baktériumbol szarmazé
DNS-darabot, amely kis valoszinliséggel, de be is
épiilhet a recipiens genomjaba.

Ez csak akkor torténhet meg, ha a donor baktérium
kettés szalo DNS-e rekombinaciéval a recipiens
baktérium kromoszdmajénak részéve valik. De csak a
kettés rekombinacio vezet ilyen teljes, komplett
transzdukcidhoz. Ugyanis az egyszeres rekombinacio
eredményeként keletkez6 kromoszomanak két szabad
vége van (7.7. dbra), ami nem teszi lehet6vé a tokéletes
replikalodast és szétvalast a baktérium osztodasa soran.

A sikeres transzdukcié utdn mindkét utddsejt, és az 6
utddaik is tartalmazzék a donor baktériumbol szarmazé
géneket. A transzdukci6 gyakorisiga 10°-107. Egy
alkalommal a baktériumgenom maximum kb. 1%-a
(néhany tizezer bazispar, kb. a virusgenom mérete)
integralddhat.

Egyszeres rekombinicié a

yZ fragment s a kromoszoma kiszott A kromoszéma nem

gyiiriialaki, nem tud
replikdlodni

R

Kettés rekombindcié a fragment /— Gyiirii alaki kromoszoma.
és a kromoszoma kozott Egy szakasz donor
baktérium eredetii

7.7. &bra. Csak a kettés rekombinacié vezet komplett
transzdukcidhoz, amikor az &tjuttatott 6rokit6 anyag
stabilan fennmarad, mert a genom része lesz.

Az dltalanos transzdukcié lizogén tipusi fagok
fertdzése sordn is bekOvetkezhet, hiszen ha litikus
ciklusba Iépnek, kivaltjak a baktérium pusztulasat, és
vihetnek magukkal barmilyen bakterialis genetikai
anyagot. Ha baktérium-DNS-t tartalmaz6 fagburok és
egy ép lizogén fag egyszerre jut be a recipiens
baktériumsejtbe (7.8. &bra), az ép fag beépilhet a
kromoszémaba, azaz lizogén ciklusba léphet, épen
hagyva a gazdasejtet és megakadalyozva a tovabbi
fagfertzést. Ha a donor baktériumbdl szdrmaz6 DNS is
sikeresen  beépll,  tovabbi  fennmaraddsa a
kromoszéméaban jobban garantalt a profag ,,védelmez6”
hatasa miatt (7.8. abra).

2. Specializalt transzdukci6

A lizogén fagok litikus ciklusanak kezdetén a fag-
kromoszoma kivagodasa az esetek nagy tobbségében
tokeéletes (Gn. preciz excizid). Azonban az esetek kb.



& Fig DNS
B:Ikllm

A baktérium sejtet
egyszerre fertizi
normilis és transz-

dukilo fig.

A baktérium sejt lizise

A normilis fig DNS
a baktérium kromo-

megakaddlyozva
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KOMPLETT
TRANSZDUKCIO

A baktérium DNS a

gazda baktérium DNS-ével
rekombindl, és minden
utodsejtnek része lesz.

7.8. &bra. A komplett transzdukcié mechanizmusa
lizogén fagok jelenlétében.

milliomod részében a fag kromoszoma kivagodasa
tokéletlen (nem preciz excizio; 7.9. abra). A tokéletlen
kivagddas miatt olyan, un. defektiv fagok képz6dnek,
amelyek DNS-ét fag- és baktérium-DNS is alkotja.

Nyilvanvald, hogy a defektiv fagok DNS-e csak
olyan baktérium-DNS szakaszokat tartalmazhat,
amelyek a profag beépllési helyével szomszédosak
(7.9. abra), tehat nem a baktérium-kromoszéma
barmely részét — innen a specializ&lt transzdukcio
kifejezés.

INTEGRACIO
CY =1 ]
gal att bio \
/ gal bio
gal bio

KIVAGODAS

Pontos Ep fag

I—
CCY =1
~al bio gal bio

Nem pontos

: : : Defektiv fig

7.9. dbra. Az inszercm, a preciz és a nem preC|z excizio
mechanizmusa.

A defektiv fag, miutan sajat inszercids szekvenciaja
(att, ,,attachment site” a 7.9. dbran) elromlott, tobbé

szomiba integrilédik,
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7.10. abra. A defektiv fag altal kozvetitett génatadas
madjai.

nem tud Onalléan integralédni az () gazdasejt
genomjaba. Ha azonban egyszerre fertéz egy ép
faggal, annak beépilése utan, a kialakult rekombinans
kapcsolddasi helyre beintegralédhat (7.10. A abra). A
beépiilés  eredményeként  olyan  rekombinans
baktérium-kromoszdma jon Iétre, amely ugyanannak a
génnek két (akar kiilonbozd) alléljat hordozza. Az
ilyen baktériumokat parciélis diploidoknak nevezik,
hiszen csak részben, az adott genomterilet
tekintetében diploidok.

Parcidlis diploidok akkor is létrejohetnek, ha a
rekombinécié a donor baktériumbdl szdrmazé és a
recipiens baktériumban is megtaladlhatd homoldg
szekvencidk kozott zajlik (7.10. B &bra). Ez joval
ritkdbban esik meg, nem segitik a virus sajat enzimei,
hiszen nem az &ltaluk felismert kapcsolddasi helyen
torténik a beépiilés. Ugyanakkor stabil utédok jonnek
Iétre a transzdukcidn atesett baktérium osztodasa utén,
mert nincs a genomban ép lizogén fag.

Még ritkdbb esemény, ha kettés rekombinacio
eredményeként a homolodg szakaszok kicserélédnek.
Ekkor a baktérium nem lesz parcialis diploid, és
faggenom sem éplil be (7.10. C abra).

A transzdukci6t eldszor géntérképezésre hasznaltak.
Ekkor a recipiens baktériumtdrzsek mutaciét hordoztak
valamilyen jél detektalhaté tulajdonsagra (pl. a A fag

esetében lehettek gal -ok vagy bio auxotréfok), a donor

baktériumok pedig az ép gént hordoztak. A transzdukci6
sikerét mutatta, ha létrejottek olyan utddsejtek, amelyek



mar nem mutattak a mutans fenotipust (pl. F*
prototrofok lettek). Egylittes
transzdukcidbol a rekombindcios
gyakorisagra, azaz gének egymastol vald
tavolsagara lehetett kdvetkeztetni,

hasonloan a ko-transzforméaciohoz. @

Az F" baktérium pilusaib6l
konjugicios cs6 képzodik,
és kot ossze egy ' és egy
F~ baktériumot

Fagok a molekularis biologidban

A transzdukci6  mechanizmusat a
molekularis biolégia ma is alkalmazza
genomkonyvtarak létrehozasahoz és
fenntartasahoz (lasd majd a 12. fejezet anyagat). A
defektiv fagok DNS-e rekombinans: egyarant alkotja
fag, valamint idegen DNS. Egyetlen defektiv fagbol
kiindulva sok-sok ciklus utan az idegen DNS-nek
lényegében korlatlan szamu kopiaja allithato el6. A fag
tehat egyfajta hordozd, vektor, amellyel idegen eredet(i
DNS-szakaszok klénozhat6ak, azaz korlatlan méretben
szaporithat6ak.

A lizogén fagok &ltal  hasznalt  homoldg
rekombinacidban résztvevd enzimeket és szekvencidkat
pedig arra aknadzzak ki, hogy magasabbrendiickben
(akar emlGsokben is) hatékonyan juttassanak idegen
géneket a genomba.

KONJUGACIO

Konjugacié: a baktérium-kromoszéma atadasa egyik
baktériumsejtbdl egy masikba konjugacios csé (pilus)
segitségével. A bevezetdben emlitett 1946-0s
Lederberg-Tatum Kkisérlet soran derult fény erre a
folyamatra. A DNS atvitelér6l az (gynevezett F
(fertilitas) faktor, egy speciélis plazmid "gondoskodik".
A Kkonjugaci6 nem  torténik meg  minden
baktériumfajban, de sok faj (pl. az E. coli, a
Pseudomonas aeruginosa és a Vibrio comma) képes ré.

Az F faktor

Az F faktor egy kb. 10° bazisparbél allé plazmid, egy
kor alaki DNS-molekula, és mint minden plazmid,
Onalléan képes replikaloédni. Hordozza azokat a géneket,
amelyek a pilus ndvesztéséhez sziikségesek: a
pilusokbdl képzédik az a konjugéacids csd, amelyek
segitségével megtorténhet a DNS atadasa az F* sejtbol
az F~ sejtbe. (Maga a DNS &tadasa nem a piluson
keresztll torténik, az csak lehetdvé teszi két baktérium
kontaktusat). Az F faktort tartalmazé, illetve nem
tartalmazé baktériumokat F*-nak illetve F™-nak nevezik.
Az F sejteknek természetesen nincsenek pilusaik.

A konjugécio 1épései a kovetkezék (7.11. abra). 1.
Konjugécios csé képzédik egy F* és egy F sejt kozott.
2. Az F faktorban forgd gytirii-replikacié kezdédik. Az
F* sejtbdl a képzodott (egyszall) DNS-fonal a két
baktérium kozott létesult péruson keresztiil atjut az F
sejtbe. 3. Befejezddik az F faktor replikicidja az F* és
az F~ sejtekben, mikozben az F sejt F*-4 alakul. Az F
faktor tehéat fert6z6: egy baktériumtenyészetben egyetlen
F* sejt jelenlétében minden F~ sejt rovid idé alatt F'-a
alakul.

Emellett az F faktor az Un. episzdmak jellegzetes
képviseldje: mint autoném modon replikalédod plazmid,
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Az atkeriilt F faktor
kétszaluva valik és
gyiirii alaki. Mindkét
sejt Fr

Az F faktor a forg6 gyiiri
modszerrel replikil6dik.

A Konjugacios csovon egy-
szali DNS jut 4t az F~ sejtbél
az F~ sejtbe

7.11. &bra. Az F faktor atadasa F* és F~ sejtek kozétt a
konjugacid soran.

és ritkdn, mint a kromoszémaba inszertalédott DNS is
létezhet (hasonléan a profagokhoz). Az Ggynevezett Hfr
(high frequency recombination) térzsekben az F faktor a
baktérium kromoszémaba inszertalddott, ahol tovabbra
is jellegzetes F faktorként viselkedik: konjugaciét képes
indukalni és DNS-t is atjuttathat a recipiens F~
baktériumokba (7.12. &bra). A konjugécid ugyanugy
kezd6édik, mint a nem inszertalodott F faktor esetében:
egy egyszali DNS jut &t a recipiens sejtbe. A DNS eleje
(5' vége) az F faktor eleje, a tovabbi része azonban mar
a kromoszémabol szadrmazik (7.12. &bra)!

Az éatjutott egyszali DNS -ugyantgy, mint a
transzformacié esetében - parosodhat a fogadd sejt sajat
kromoszdméajanak komplementer szalaval, lehet6séget
teremtve Uj genetikai kombinacidk kialakitasara (7.12.
abra). Ugyanakkor a recipiens baktérium legtébbszor
tovéabbra is F~ marad, mert az F faktor masik fele csak a
teljes kromoszéma atjutdsa utan kertlhet at, ami igen
ritkan torténik meg.

Hir F

Rekombinans
baktérium

A donor és a recipiens
baktérium DNS-e
rekombinal
7.12. abra. A baktérium DNS atadasa Hfr torzsbdl F~

sejtbe.

Mivel az F faktor a baktérium kromoszémajaba tobb
helyen és mindkét orientacidban inszertalédhat, nem
meglepd, hogy a DNS éatvitele a kiilonb6zé Hir
torzsekben kiillonboz6 helyr6l kezdddhet ¢és az
Oramutaté jarasaval egyezd, vagy ellenkezé iranyban is
haladhat (7.13. abra).



/ lac

gal

mtol

xyl strep
mal
7.13. abra. A DNS atadasa a kiilonb6z6 Hfr torzsekben
a kromoszéma kiilonb6z0é pontjan kezdddik, és az
oramutatd jarasaval egyez6 vagy ellenkezé iranyban
haladhat.

Gének térképezése konjugécioval

Konjugacié soran E. coli-ban a teljes genom
atjuttatasa barmely Hfr torzsbdl egy F~ sejtbe 37°C-on
100 percet vesz igénybe. A konjugacié azonban erds
keveréssel megszakithatd, ekkor a genomnak csak
bizonyos része juthat at az F~ sejtbe. Ha a konjugaciot
meghatarozott id6 elteltével mesterségesen
félbeszakitjak, megfelelé szelekcios maodszerekkel
megallapithatdé, hogy (i) milyen gének (ii) milyen
sorrendben, és (iii) mennyi id6 elteltével jutnak at a
recipiens  sejtekbe. A gének
sorrendjének és egymashoz viszonyitott
tavolsaganak meghatérozasaval
géntérkép készithetd, a térkép egysége
pedig a perc lett (7.14. dbra). Az E. coli
genetikai térképén ma is percekben
mérik az egyes gének Kkozotti
tavolsagot!

Az F-dukci6 (szex-dukcid)

Az F faktor - hasonldan a A
profaghoz - kivalhat a baktérium
kromoszémabol és ismét onalldan 11|
replikalodd  plazmidként létezhet a 1°
baktériumsejtekben. Az F  faktor
excizi6ja tébbnyire pontos, preciz.
Néha azonban a kivagédas pontatlan,
ekkor az F faktor magaval viszi a
baktérium-kromoszéma egy részét is.

Az ilyen modosult faktort F’-vel
jelolik. Az F’ faktor a kovetkezd
konjugécidk soran a baktérium-DNS
egy darabkajat is viszi magaval, a
fogadd baktériumban plazmidként is
hordozza a kivagodott kromoszéma-
darabot  -lehet6séget teremtve  (j
genetikai kombinaciok kialakulasara. Ezért ezt a
folyamatot F-dukciénak vagy szex-dukci6nak is
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nevezik. Ha egy F’ faktor egyszer létrejott, az éltala
indukalt konjugacié utan minden recipiens baktérium
parcialis diploidként fog viselkedni, hiszen minden, az
F> faktor altal atvitt gén a sajat kromoszomajan is
megtalalhatd.

Az F’ faktor tulajdonképpen egy olyan rekombinans
DNS-molekula, amelyet egyszerre alkot plazmid és mas
eredeti (it a donor baktérium kromoszémabdl
szarmaz0) DNS. Beléjilk azonban mas idegen DNS-
szakasz is illeszthetd, és baktériumtdrzsbe juttatva az F
faktorral egytt az idegen DNS is tetsz6leges mértékben
szaporithatd, azaz  molekuldrisan  klénozhaté.és
baktériumban szaporitva tetszbleges mennyiségben
izolalhatd. Az F-faktor (és mas plazmidok is) a vektorok
egy masik tipusat reprezentaljdk, és a fagokkal
egyetemben a molekularis biol6gia fontos eszkozei.

OSSZEFOGLALAS

A transzformécid, a transzdukcid és a konjugacio
biztositja az 6rokitd anyag valtozatossagat baktériumok-
ban. Bar a harom mechanizmus kiilonb6z6, a végered-
meény hasonlé: a genetikai valtozatossag. A baktériumok
kdzismert alkalmazkodoképességét a valtozd kornyezeti
feltételekhez a véltozatok csillagaszati sokfélesége
biztositja.

A baktérium-genetika ismerete alapjan nyilt lehet6ség
a fagok és a plazmidok vektorként torténd
felhasznalaséra, DNS-szakaszok klénozésara. A
klénozés teremtette meg a lehetséget az Ugynevezett
rekombindns DNS technika megalapitiséara, a bioldgiai
jelenségek molekularis szintli megismerésére, és azok
gyakorlati felhasznalaséara.

7.14. dbra. Az E. coli géntérképe (csak néhany gén
feltiintetésével). A térkép egysége a perc



