GENETICA VAN PSEUDOMONAS PUTIDA
ONTWIKKELING VAN TECHNIEKEN VOOR GEN-KARTERING
IN DE STAM PMBL-L



STELLINGEN

I

De bewering van Holloway, dat van P. putida geen lysogene stammen
bekend zijn, terwijl uitgebreid belangrijk onderzoek, verricht
met een faag geisoleerd uit een lysogene stam, wordt aangehaald,
is op zijn minst slordig te noemen.

B. W. Holloway (1969). Bacteriol. Rev. 33, 419.

II

Het door Adelberg e.a. gevonden verschil in mutagenese van
E. coli voor valine-resistentie en auxotrofie moet toegeschreven
worden aan het verschil in toegepaste selectie-methoden.

E. A. Adelberg, M. Mandel en G. Ch. Ch. Chen
(1965) Biochem. Biophys. Res. Commun. 18, 788.

III

Om de E. coli—-afkomst van de R-factoren van twee afzonderlijk
gelsoleerde P. aeruginosa stammen aan te tonen hadden Sykes en
Richmond de mogelijkheid van overdracht van E. eolZ naar

P, aeruginosa moeten bestuderen.

R. B. Sykes en M. H. Richmond (1970).
Nature 226, 952.

Iv

Ten onrechte wordt door Sanderson gesteld dat de afwezigheid van
overeenkomst in chromosoomkaarten van enerzijds de Enterobacte-
riaceae en anderzijds niet verwante bacteriesoorten (zoals
Bacillus en Pseudomonae) samengaat met de onmogelijkheid van
overdracht van genetisch materiaal.

K. E. Sanderson. In: Advance in Genetics, 1971.

\'

Als een specificatie van cellen in een weefselkweek, die gebruikt
wordt om in vitro de toxische eigenschappen van chemische verbin-
dingen te testen, ontbreekt, kan men niet die specifieke waarde
aan de resultaten hechten die gesuggereerd wordt door het noemen
van het orgaan waaruit het weefsel voor de kweek genomen is.

Th. F. Paine en J. Nagington (1971).
Nature, New Biol. 233, 108.



Vi

De relatie die is waargenomen tussen het voorkomen van anomalién,
carcinomen en andere afwijkingen bij marine organismen en de
vervuiling van hun milieu, kan beschouwd worden als het resultaat
van een in vivo studie betreffende de mutagene en carcinogene
eigenschappen van geloosde afvalstoffen.

Het verdient aanbeveling om de mogelijke oorzaken en gevolgen te
inventariseren en te bevestigen met experimenten, opdat gefundeerd
opgetreden kan worden tegen een achteloze lozing van dergelijke
stoffen.

P. H. Young (1964). Calif. Fish and Game 57,33

VII

De grote verzamelwoede van enkele biologen is voor zeldzame
Planten een garantie dat zij zeldzaam zullen blijven.

VIIiI

Het is even absurd de arbeidsbévrediging te Betrekken in-het
inkomen als redel inkomensbestanddeel als het voordeel uit
doe-het-zelf werkzaamheden.

J. Wemelsfelder. L & S Magazine, april 1974.

(Maandblad voor lijn- en staffunctionarissen).
J. Tinbergen. L & S Magazine, juni 1974.

IX

Bij vergaande ioonnivellering is leérplicht de enige methode
om te voorzien in de behoefte voor geschoold en hoger personeel.

X

Bij het eerste kind verheugt men zich in de vooruitgang, bij het
tweede in de hulpeloosheid van de kleine.

Leiden, 23 oktober 1974 Mevr. J.M. Amelink-Koutstaal
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a. ALGEMEEN

DNA
EDTA
FPA

K

Mg
m.o.i.
NAL
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PEG
p.f.u.
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S
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TMN
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uv

AFKORTINGEN EN SYMBOLEN
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HOOFDSTUK I

INLEIDING

Het baqteriegeslacht Pseudomonas is biochemisch en genetisch
van belang vanwege de veie verschillende substraten die het als
koolstof- en/of stikstofbron kan benutten.

Verschillende Pseudomonas-soorten werden geisoleerd die in
staat zijn om bijzondere en complexe verbindingen als koolstofbron
te gebruiken zoals amylamine, phenylaminoazijnzuur (den Dooren de
Jong 1926), phenol en benzoézuur (Evans, 1947), kamfer (Bradshaw
e.a., 1959), naftaleen (Davies en Evans, 1964) en amandelzuur (He-
geman, 1966). Een genetische analyse van bepaalde stofwisselings-
ketens heeft veel bijgedragen tot het begrijpen van de regelmecha-
nismen daarvan. Dergelijk onderzoek is bij micro-organismen waar-
bij genetische informatie uitgewisseld kan worden o.a. via een
sexueel proces, zoals bij de Enterobacteriaceae, gisten-en schim-
mels zeer succesvol geweest. Het is van groot belang voor Pseudomo-
nag die door zijn biochemische diversiteit een aparte plaats in-
neemt, goede genetische technieken te ontwikkelen.

Voor Pseudomonas aeruginosa zijn reeds als twee goed bruikbare
technieken de conjugatie en transductie beschreven door Holloway
e.a. (1955, 1959, 1969). Echter voor elke soort die om een bepaalde
metabolische activiteit gelsoleerd wordt zal opnieuw .een genetisch
Systeem opgezet moeten worden.

Het onderwerp van dit proefschrift Pseudomonas putida, PMBL-LI1,
werd gelsoleerd op het Medisch Biologisch Laborétorium te Rijswijk
om zijn vermogen het alkaloide atropine af te breken en dit als
enige koolstofbron te gebruiken. (R6rsch e.a., 1971). Door Stevens
(1969) werd biochemisch vastgesteld hoe de afbraak van atropine
verloopt.
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Het atropine-esterase dat dé cerste stap in de afbraakketen
verzorgt is om zijn structurele eigenschappen van belang in het on-
derzoek naar de interactie tussen organofosfaten en het actieve
centrum van serine-esterasen. Het atropine-esterase wordt hierbij
gebruikt als modelsysteem voor deze enzymen (Berends, 1973). Struc-
turele veranderingen in de enzymen kunnen zeer sterk de affiniteit
tot de substraten veranderen. Het is wenselijk bij een dergelijk
onderzoek gemuteerde enzymen uit mutanten voor het atr-locus op hun
werking te vergelijken. Om de mutanten genetisch te kunnen karakte-
riseren en om de genetische organisatie van de genen die bij de af-
braak van atropine betrokken zijn te bestuderen was het nodig gene-
tische technieken te ontwikkelen voor deze P. putida stam.

In dit proefschrift wordt beschreven hoe de ontwikkeling van
drie verschillende genkarteringstechnieken ter hand genomen werd.

De bacterie-genetica is gebaseerd op het bestuderen van feno-
typische veranderingen na uitwisseling van genen tussen verschillen-
de stammen, waarbij mutanten die door middel van mutagene agentia
gemakkelijk te krijgen zijn van de uit de natuur geisoleerde stam-
men, zogenaamde wilde typen. Voor het overbfengen van DNA van de
ene cel naar de andere worden drie technieken gebruikt:
transductie, hierbij speelt een faag de rol van transporteur;
conjugatie, door- een onderlinge verbinding tussen twee cellen kan

uit de donorcel DNA overgaan naar de acceptorcel;
transformatie, opname van vrij DNA door een cel.

De hoeveelheid DNA die met deze technieken overgebracht wordt
is verschillend.

Met conjugatie bestaat de mogelijkheid het hele chromosoom over
te brengen. Met transductie is men afhankelijk van het volume van de
faag en bij transformatie van de schade die men aanbrengt bij de be-
reiding van het DNA dat meestal in brokstukken van + 106 daltons
breekt.

Door de aard van het mechanisme is conjugatie de meest bruikba-
re methode om snel een overzicht te verkrijgen van de plaatsen van
alle mogelijke genen op het chromosoom. Transductie en transformatie
worden over het algemeen gebruikt om in een beperkt gebied een gede-
tailleerd overzicht te geven van dgenen van een zelfde locus en van
bij elkaar gelegen loci in relatie tot elkaar. Zo kan inzicht verkre-
gen worden of functioneel gekoppelde genen ook genetisch gekoppeld
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zijn. De frequentie van het gelijktijdig overbrengen van meerdere
genen is dan een maat voor hun onderlinge afstand. Door zorgvuldig
gekozen selectiemethoden en gebruik van verschillende mutanten kun-
nen we uit de verkregen recombinanten de aard van de mutaties en de
ligging op het chromosoom vast stellen.

Een andere mogelijkheid om het chromosoom in kaart te brengen
waarbij geen overdracht van DNA nodig is, is de mutatiekartering in
synchrone cultures. Deze methode, beschreven en toegepaét 0.a. voor
Escherichia coli (Cerda~Olmedo e.a., 1968; Ward e.a., 1969, 1970),
"biedt een uitweg voor het geval bovengenocemde technieken op korte
termijn niet te verwezenlijken zijn.

Bij de aanvang van dit onderzoek was over genetische technie-
ken voor Pseudomonas putida weinig bekend. Als enige bruikbare
techniek was voor niet verwante P. putida-stammen de transductie
beschreven (Chakrabarty e.a., 1968; Holloway en van de Putte, 1968).
Een transducerende faag kan o.a. uit rioolwater geisoleerd worden.
Alleen in een zeer beperkt gebied zijn genen gelokaliseerd (Gunsalus
e.a., 1968).Transformatie als genkarteringstechniek werd door Khan
en Sen (1967) op verscheidene andere Pseudomonas soorten toegepast
op zeer beperkte schaal.

Om de genetica van de P. putida PMBL-L stammen te ontwikkelen
leek het wenselijk zowel een algemene karteringstechniek als een
voor fijnlokalisatie mogelijk te maken. Omdat hierbij de belang-
stelling sterk gericht was op de organisatie van de genen in het
atr-locus werd het onderzoek eerst gericht op een techniek voor
fijnlokalisatie. Transformatie heeft als voordeel dat de frequentie
waarmee genen overgebracht worden onder optimale omstandigheden een
weinig hoger ligt dan voor transductie. Uit resultaten van experi-
menten die aan ons onderzoek vooraf gingen was gebleken dat trans-
formatie voor de L-stammen niet eenvoudig te verwezenlijken was.
Daarom zijn wij gestart met de transductie.

In hoofdstuk III en IV worden de faagisolatie en transductie
beschreven.

Daafnaast om een begin van een chromosoomkaart te kunnen maken
werd zowel de mogelijkheid van conjugatie als van mutatiekartering
voor de L-stammen bestudeerd. Hoofdstuk V gaat over de experimenten
die gedaan zijn om de sex van L-stammen te bepalen. Deze bleken van
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nature ¥~ te zijn waardoor conjugatie met een eigen sexfactor niet
mogelijk was. Dit was aanleiding om een F-factor van Escherichia
eoli? naar PMBL-L1 over te dragen om op deze wijze te proberen toch
conjugatie mogelijk te maken.

In hoofdstuk VI wordt de mutatiekartering behandeld waarbij
twee technieken om de groei van de stammen te kunnen synchroniseren.

Omdat in de verschillende hoofdstukken op zichzelf staande on-
derwerpen aan de orde komen worden de discussies hierover en over
de betreffende resultaten aan het eind van elk hoofdstuk gegeven.
In hoofdstuk VII wordt een samenvatting gegeven van het gehele
proefschrift.
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HOOFDSTUK- 11
MATERIAAL EN METHODEN

II.1 BACTERIESTAMMEN

Het wilde type waarvan alle mutanten afgeleid zijn is PMBL~-Ll.
Deze bacteriestam werd gelisoleerd door ROrsch e.a. (1971) met de
specifieke eigenschap dat hij in staat is te groeien op atropine
als enige koolstofbron. PMBL-L1 werd door Wensinck (1971) gedeter-
mineerd als een Pseudomonas putida biotype A volgens de methode van
Stanier e.a. (1966).

Alle mutanten van dit wilde type afgeleid worden collectief

aangegeven met L-stammen.

II.2 HET KWEKEN VAN DE BACTERIEN

De bacterién werden gekweekt in rijk en minimaal medium resp.
NB en M9, bij 28°C. (Het temperatuuroptimum qur de_éroei van L1
ligt bij 28 - 299.)

De groei werd gevolgd door het meten van de optische dichtheid
(OD700) die als maat voor de celdichtheid van de cultuur gebruikt
werd., Hierbij werd gebruik gemaakt van een Vitatron colorimeter
(type UC200) met een 703 nm filter.

P, putida is een-obligaat aeroob organisme.-De groei is sterk
afhankelijk van de aeratie van de cultuur. Daarmee hangt nauw samen
de verhouding van het volume van de kweek en het volume van de kolf.
Door ons werd een verhouding van 1 : 10 aangehouden. Voor de aeratie
werden de kolven geschud met + 100 slagen per minuut in een op 28°¢C
gehouden waterbad. Onder deze omstandigheden was de generatietijd
van Ll in NB + 45 minuten en in M9 + 75 minuten.

De bacteri&n werden verzameld door middel van centrifugatie
met lage snelheid, ultgevoerd in een Homef type L-30 of een Sorvall
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type M centrifuge, of door middel van filtratie over een 0.45 my
filter (Millipore of Sartorius).

Het aantal kolonievormende cellen per ml cultuur werd bepaald
door geijkte hoeveelheden (0.1 ml) van daartoe geschikte verdunnin-
gen uit te platen op NB-platen.

I1.3 HET ISOLEREN VAN MUTANTEN

De voor dit onderzoek gebruikte mutanten werden geisoleerd van
het wilde type met het mutagene agens N-methyl-N'-nitro-N-nitroso-
guanidine (NG).

De NG-behandeling werd uitgevoerd met een exponentieel groeien-~
de cultuur. De cellen werden overgebracht naar synthetisch medium
waarin NG opgelost was tot een eindconcentratie van 0.1 - 0.2 mg/ml.
De incubatie met NG duurde 15 - 45 minuten, waarbij de overleving
varieerde van 10 - 0.1%., Voor auxotrofe kenmerken werden de cellen
meteen na uitwassen van de NG uitgeplaat op NB tot een dichtheid
van ongeveer 100 kolonies per plaat.

De mutanten werden geselecteerd met behulp van de replica-
methode van Lederberg en Lederberg (1952).

Voor mutanten, die geblokkeerd zijn in de atropine-afbraak
werden de met NG behandelde cellen verdeeld over een aantal sub-
cultures in M9 -medium en na + 15 uren kweken op platen gebracht.
Mutanten gelsoleerd uit de verschillende subcultures konden als on-
afhankelijk geinduceerde mutanten beschouwd worden.

De gevoeligheid voor NG wordt sterk bepaald door het medium
en is in medium waarin groei van de cellen plaatsvindt, groot. Dit
berust er waarschijnlijk op dat de voorkeursplaats waar NG inwerkt
de replicatievork is (Cerda Olmedo e.a., 1968). Onder groeibevorde~
rende omstandigheden, dus bij actieve DNA-replicatie zal het gebied
waar NG op inwerkt groot zijn. Onder deze omstandigheden konden
grote deleties in het atr—gebied geilsoleerd worden. Bij een korter
durende incubatietijd konden ook puntmutaties geinduceerd worden.

De mutanten-die geblokkeerd zijn in een specifieke stap in de
afbraak voor atropine worden aangeduid met: agtr voor inactivering
van het atropine esterase, trod voor inactivering wvan het tropazuur-
dehydrogenase, troB voor het 2-fenylmalonzuur-semi-aldehyde-
decarboxylase en troC voor het fenylaceetaldehyde-~dehydrogenase.
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TABEL 1

Eigenschappen en herkomst van de meest gebruikte bacteriestammen

collectie kenmerken ouderstam isolatiemethode
nr. 1)
PMBL-L1 w.t. ' spontaan op atropine
PMBL-L3 hisl Ll NG
PMBL-L11 gerl L1 NG
PMBL-L19 met3 L1 NG
PMBL-L24 argl L1 NG
PMBL-L53 Zlvé L1 NG
PMBL-154 oyed L1 NG
PMBL-L55 hisd L1 NG
PMBL-L58 cy8d leus L54 NG
PMBL-L63 cysd prod L54 NG
PMBL-L64 hted Z1lv7 L55 NG
PMBL-L66 hi8d prod L55 NG
PMBL-L167 Zlvs hisé L53 NG
PMBL-L73 hig4 ilv7 str L64 NG
PMBL-L90  cy8¢ pro3 str L63 NG
PMBL-L108 trp2 Ll NG
PMBL-L301 met3 atrl? L19 NG
PMBL-L403 aqtr32 troA31 troB30 troC13 LI NG
PMBL-L408 qtr37 troB3s L1 NG
isolatie

nr,
AG 1 w.t. PPIOR L1 faagresistentie
AG 5 trpd AG 1 NG
AG 15 trpé metlé AG 1 NG
AG 15.1 trp6 metl6 1lv9 AG 15 NG
AG 15.2 trp6 metl6 leul? AG 15 NG
AG 15.3 trpé his? AG 15 NG
AG 15.57 trp6 serd AG 15 NG
AG 15.63  trpf leu22 AG 15 NG

1)

voor referenties Rorsch e.a. (1967)



Deze genen worden collectief aangegeven met atr—genen.
Om de genotypische kenmerken van de auxotrofe mutanten aan te
geven werd de drielettercode van Demerec e.a. (1966) aangehouden.
De belangrijkste mutanten waarmee in dit onderzoek gewerkt is
staan vermeld in tabel 1.

II.4 MEDIA EN CHEMICALIEN

Samenstelling van de media was als volgt:

NB : per liter water 8 gram nutrient broth (Difco), 5 gram gist-
extract (Difco) en 5 gram NaCl; pH 7.0 - 7.1.

M9 : 40 ml oplossing A, 10 ml oplossing B aangevuld tot 1 1 met
water; pH 7.0. Toegevoegd werden apart, direkt voor het gebruik,
de koolstofbronnen, glucose en lactose tot 1%; atropine,
tropine en tropazuur tot 0.5%; zonodig aminozuren tot 50 jg/ml
en sporenelementen 1 : 100 uit de stockoplossing.

Samenstelling A : per liter :

75 gram KH2
B : per liter : 20 gram MgSO4. 7H
100 gram NH4C1.
Sporenelementen : 100 x geconcentreerd per liter : 0.8 gram MgSO

PO4 en 188 gram NazHPO4. 2H20.

20, 50 gram NaCl en

’
1.0 gram CaClz, 0.08 gram NH4—molybdaat, 1.0 gram ZnSO4, :
0.4 gram H3BO3, 0.1 gram CuSO4, 0.1 gram CoSO4, 0.4 gram FeSO4,
20.0 gram MnSO4, 50.0 gram KCl, 50.0 gram NH4C1 en 0.05 gram
Na-Verseen; bufferen tot pH 7.2 met 1.0 M Tris.
Andere rijke media die incidenteel gebruikt werden (hoofdstuk
V) waren LC : per liter 10 gram trypton (Difco), 5 gram gistextract
(Difco) en 10 gram NaCl; pH 7.1.
trypton : per liter 10 gram trypton (Difco), 5 gram gistextract
(Difco) en 1 gram MgSO4; pH 7.0.
Voor het maken van agarplaten werd 1.8% agar (Difco) toege-
voegd. Als buffers werden gebruikt:
TMN : 0.01 M Tris, 0.15 M NaCl en 0.01 M MgSO4; pPH 7.4.
HMP : 0.01 M K-fosfaat; pH 7.0.
Het water was voor gebruik gedemineraliseerd of gedestilleerd. Ste-
rilisatie werd gedaan door autoclaveren bij 110°%¢ gedurende 20 mi-

nuten of door seitz-filtratie (koolstofbronnen).
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De chemicalién waren alle van pro analyse kwaliteit betrokken
van Merck A.G. Duitsland en British Drug Houses Ltd. Engeland.

Bijzondere chemicalién : NG : Aldrich Chemical Co., Wisconsin
(U.S.A.); NAL : Calbiochem, B Grade (U.S.A.); FPA : Sigma (St.Louis.
U.S.A.); EDTA : Siegfried A.G. (Zwitserland); Tris : Koch-Light Labs
(Engeland); streptomycine : Mycofarm (Delft); mitomycine C : Kyowa
Hakko Kogya (Tokio): (i) atropine-sulfaat : Brocades-Steeman & Phar-
macia (Amsterdam); tropazuur : Mac Farlan Smith Ltd. (Schotland);
tropine : Fluka A.G. Buch S.G. (Zwitserland); albumine : gedroogd

runder-serum, Poviet (Amsterdam).
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HOOFDSTUK III

ISOLATIE EN KARAKTERISERING VAN EEN TRANSDUCERENDE BACTERIO-FAAG
VOOR PMBL-L1

IITI.]l INLEIDING

Onder transductie verstaan we het overbrengen van genetisch
materiaal met behulp van bacterio-fagen. Om transductie te kunnen
uitvoeren moeten we zogenaamde transducerende fagen hebben. Fagen
kunnen geisoleerd worden uit lysogene stammen zoals onder andere
lambda voor FEscherichia coli en verschillende fagen voor Pseudomonas
aeruginoga (Hayes, 1968; Holloway, 1969) of uit afvalwater.

Van Pseudomonas putida is een natuurlijk lysogene stam bekend
waaruit 4 fagen geisoleerd zijn die algemeen kunnen transduceren
(Bertland, 1964). Het is niet bekend of de stam voor meerdere fagen
lysogeen is of de 4 geisoleerde fagen verschillende mutanten zijn
van &&n faag. Uit een van deze fagen werd een "clear plaque" mutant
gelsoleerd die de transducerende eigenschap behouden heeft, de zgn.
pf 16 faag (Niblack, 1968; Gunsalus e.a., 1968). Transductie met
pf 16 beperkt zich niet tot de kamfer afbrekende stam waarvoor hij
geisoleerd werd, maar maakt transductie mogelijk tussen verscheide-
ne putida stammen en naar P. aeruginoga (Chakrabarty e.a., 1968,
1970).

De voor P. putida beschreven fagen kunnen zich niet vermenig-
vuldigen op de atropine afbrekende PMBL-~stammen. Voor PMBL-4Bl
werden de trénsducerende fagen PPl en PP1C, een "clear plaque"
mutant van PPl, geisoleerd die evenmin plaques vormen op de andere
PMBL-stammen (Holloway en van de Putte, 1968).

In dit hoofdstuk wordt de isolatie en karakterisering van een
transducerende faag beschreven, voor de atropine afbrekende
P, putida-stam PMBL-L1 die door het biochemisch werk dat er aan
verricht is centraal staat in het atropine-esterase onderzoek
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(Stevens, 1969; ROrsch e.a., 1971; Oosterbaan en Berends, 1971;
Amelink-Koutstaal en van de Putte, 1971).

III.2 ISOLATIE FAGEN

Uit rioolwater werden op de volgende manier enkele fagen ge-
isoleerad:

Een hoeveelheid riocolwater werd 15 minuten geincubeerd en geschud
met chloroform en daarna gecentrifugeerd om bacterién en andere
verontreinigingen te verwijderen. Van het supernatant werd de
chloroform afgeblazen en 5 ml gemengd met 20 ml van een exponen-
tieel groeiende cultuur van L1 met een dichtheid van 5-10 x 107
cellen per ml in een erlenmeyer van 250 ml en ongeveer 15 uur
geincubeerd bij 28°C stilstaand.

Na incubatie werd de cultuur verzadigd met chloroform en na 15 mi-
nuten gecentrifugeerd. Het supernatant werd getitreerd op L1 als
indicator stam. De verschillende plaques werden apart geisoleerd
en gesuspendeerd in NB bouillon en getitreerd op Ll. Dit werd een
paar maal herhaald tot in elk lysaat 1 type faag aanwezig was.

Geisoleerd werden PP2, PP3, PP4, PP5, PP6, PP7, PP§, PP10 en
PP13. Al deze fagen uitgezonderd PP3 en PP8 maken heldere plaques
op Ll. PP3 en PP8 maken troebele plaques.

De kans op transductie is het grootst met fagen die troebele
plaques vormen, de zogenaamde gematigde fagen, en het kleinst met
de zogenaamde virulente fagen die heldere plaques vormen. PP4
bleek een "clear plaque" mutant van PP3 te zijn. PP3 en PP4 waren
instabiele fagen die lysaten met lage titers gaven. Met electronen-
microscopie bleek dat in deze lysaten veel incomblete fagen voor-
komen. Deze fagen werden derhalve niet in het onderzoek betrokken.

Van PP8 werden de transducerende en fenotypische eigenschap-
pen nader bestudeerd.

III.3 KARAKTERISERING VAN PPS8

Nadat aangetoond was dat PP8 een algemeen transducerende faag
is (zie hoofdstuk 1IV) werden de fenotypische eigenschappen en.de
morfologie van PP8 bestudeerd en het faag DNA na isolatie gekarak-

teriseerd.
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III. 3.1 FENOTYPISCHE EIGENSCHAPPEN VAN PP8

Voor het bestuderen van de eigenschappen van de faag werden
de standaard technieken beschreven door Adam$ (1959) toegepast.
Alle experimenten vonden plaats bij 289 de kweektemperatuur van
Ll.

‘De plaques van PP8 op Ll zijn troebel en + 1 mm in doorsnede
op NB agar in een toplaag met 0.7% agar. Met een frequentie van

1 x 10_4 worden ook heldere plaques gevormd die na isolatie op

200

100 - - /o/

SRR R
N,
[+]

infectiecentra

100~ - /

p fu./ml {%)
o
3
e
o
N

50—
=~
) o—8—g—06—f—0—0 -  o0-0—o—o0
0 | O Qe Qe —Q— 0 —0 ! | 1 |
0 10 20 30 40 0 60 120 180
incubatietyd (min} minuten
Figuur 1. Figuur 2.

Figuur 1. Adsorptie van PP8 aan L1 bij twee verschillende m.o.i.'s
gemeten als de afname van het asantal vrije p.f.u. gedurende de in-
cubatietijd van het infectiemengsel.

Figuur 2. Groeicurve van PP8 op L1 in NB, gemeten volgens de "one-
step growthcurve" techniek (Adams 1959).

Infectie van de bacteridn op t = 0., Op t = 6 werden de vrije niet

- geadsorbeerde fagen geinactiveerd met antiserum tegen PP8. Op t = 9
werden de 10° * en 10 © verdunningen gemaakt waaruit 0.1 ml geti-
treerd werd met L1 als indicator.

Het eerste monster werd 10 minuten na infectie getitreerd.
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hun beurt met ongeveer dezelfde frequentie ook weer troebele
plaques geven. De titers van lysaten gemaakt door confluente
lysis op agar platen waren 1010 - 1011 p.f.u. per ml (plague vor-
mende eenheden). Vlceistofcultures geven minder hoge titers nl.
*+ 5 x 109 p.f.u./ml. De titers veranderden nauwelijks gedurende
meer dan een jaar.

De fagen adsorberen voor mins£ens 96% binnen 10 hinuten-aan
Ll bij een multipliciteit van infectie (m.o.i.) niet hoger dan 2.
De adsorptie is optimaal bij een minimale celdichtheid van 5 x 108
bacterién per ml in de exponentigle groeifase. In figuur 1 zijn de
adsorptie karakteristieken weergegeven voor een m,0.i. = 0.2 en 1.5.

Met NB of TMN als medium was er geen verschil in adsorptie.
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Figuur 3. Inactivering van PP8 door U.V.
Uitgezet is de afname van het aantal p.f.u. in een bestraalde faag-

suspensie ten opzichte van een onbestraalde controle tegen de dosis
Uu.v.

23



24

Foto 1

Foto 2




Foto 3

Foto 1, PP8 fagen uit de fractie met de dichtheid wvan 1..48 g/cm3.
(negatief gekleurd met uranylacetaat ).

Foto 2. PP8 fagen gebonden aan een celwandpartikel, uit de fractie
met de dichtheid van 1.46 g/cm3 (negatief gekleurd met uranylace-
tlaia i

Foto 3. PP8 fagen; positief gekleurd met fosforwolframzuur. Voor
de kleuring werden de fagen gefixeerd met glutaraldehyde.
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Na adsorptie duurt het ongeveer 60 minuten voordat lysis
plaatsvindt. Bij lysis komen uiteindelijk + 100 fagen per geinfec-
teerde bacterie vrij (zie figuur 2), die in eerste instantie voor
een deel aan celwand-partikels gebonden worden en later weer vrij-
komen. De eigenlijke burst wordt daardoor te laag gemeten (zie
1171.3.2.2 en IV.3.3.2.1).°

De gevoeligheid van PP8 voor bestraling met U.V. is weergege-
van in figuur 3. Daarin is uitgezet de afname van het aantal
p.f.u. met toenemende dosis U.V. Bestraald werd een ruw lysaat
verdund tot 108 p.f.u./ml in TMN. Gemeten werd een inactivering
met een factor 10 per 1000 erg/mm2 bij een dosis van meer dan
1000 ergs/mmz.

PP8 vormt alleen plaques op L1l en niet op de andere atropine-
afbrekende stammen. Het was niet mogelijk uit de troebele plagques
voor PP8-lysogene cellen te isoleren. Waarschijnlijk is PP8 toch
een virulente faag. Waarom door een virulente faag troebele plaques
gevormd kunnen worden en transductie aantoonbaar is wordt besproken
in hoofdstuk IV.2.3.

IIT. 3.2 MORFOLOGIE VAN PP8

. Om met de electronenmicroscoop de faagdeeltjes te kunnen be-
studeren werden de fagen gekweekt in vloeistofcultures en geconcen-
treerd uit het ruwe lysaat op de volgende twee manieren:

1. door differentidle centrifugatie. Na korte centrifugatie bij een
laag toerental om celdebris te verwijderen, werd het lysaat ge-
centrifugeerd bij een hoog toerental overeenkomend met
30.000 x g gedurende 90 minuten om de fagen neer te slaan. Na
resuspenderen gedurende + 16 uur in TMN werd de procedure twee-~
maal herhaald,

2. door neerslaan met 7% polyethyleenglucol (PEG 6000, Shell) vol-
gens Yamamoto (1970).

De PEG-pellets werden ook in TMN opgenomen.

Het verlies aan p.f.u. was door differentiéle centrifugatie on-

geveer 90%, met neerslaan door PEG 10%.

Na concentreren werden de fagen gezuiverd in een CsCl gradient.

De faagsuspensie werd gemengd met CsCl tot een brekingsindex-

van + 1.379 en gedurende 15 - 18 uur gecentrifugeerd bij
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30.000 rpm in een SW50 rotor in een preperatieve ultracentri-
fuge Spinco, model L. Voor electronenmicroscopie werden de
fracties gedialyseerd tegen ammoniumcarbonaatbuffer pH 8.5.

In de CsCl—gradient werden meestal 3 bandjes aangetroffen met
een dichtheid (p) van resp. + -1.46, 1.48 en 1.52 g/cm3. Deze waar-
den werden bevestigd met een analytische ultracentrifuge Spinco
model E. ) )

De fagen die in de drie bandjes voorkomen werden bekeken met
een electronenmicroscoop van Philips, model E.M.200. Op de foto's
1l en 3 zijn PP8 fagen teé zien die voorkomen in het bandje met
p = 1,48 g/cm3. -

De kop is een icosaéder met een rib van 50 my, de staart
heeft een-lengte van 140 my en is 16 my dik. Op de staart is dui-
delijk een dwarsgestreepte fijnstructuur te zien. Tussen kop en
staart is een smalle verbinding te zien die 5.5 my lang is en 10 my
dik. De staart komt uit in een basaalplaat met korte uitsteeksels
van 5 tot 10 mpy lang. De lange hechtvezels’zijn alleen zichtbaar
als de fagen gekoppeld zijn aan een restant celwand. Dit is op
foto 2 te zien. Het bandje van p = 1.52 g/cm3 bestaat uit losge-
raakte koppen gevuld met DNA en weinig hele fagen, die waarschijn-
lijk als verontreiniging meegekomen zijn in de gradient uit de
fractie p = 1.48 g/cm3. De fagen in het bandje met p = 1.46 g/cm3
zitten veel in groepjes vast aan restanten celwand (zie foto 2).
De koppen zijn bijna allemaal gevuld. Na differenti&le centrifuga-
tie worden voornamelijk de bandjes met een dichtheid van 1.48 en
1.52 g/cm3 aangetroffen. Door deze methode om de fagen te concen-
treren worden de koppen losgemaakt van de staarten. Door concen-
treren met PEG worden veel minder fagen beschadigd en gebroken
in koppen en staarten. Na concentreren op deze wijze worden voor-
namelijk de bandjes met p = + 1.46 en 1.48 g/cm3 aangetroffen.

III.3.3 ISOLATIE EN EIGENSCHAPPEN VAN HET FAAG DNA

De over CsCl gradienten gezuiverde fagen werden meestal be-
halve voor electronenmicroscopie, gedialyseerd tegen Tris-buffer.

Voor de isolatie van het faag DNA werd de faagsuspensie ver-
dund tot + 1012 faagdeeltjes per ml in 0.01 M fosfaatbuffer pH 7.0.

- - L
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Het DNA werd geéxtraheerd met fenol volgens Mandel en Hershey
(1960) . Zesmaal schudden met vers gedestilleerde ether was vol-
doende om uit het DNA-preparaat de phenol te verwijderen.

Allereerst werd bepaald of het geisoleerde nucleinezuur DNA
of RNA was door de orcinol-reactie specifiek voor RNA te vergelij-
ken met de diphenylamine-reactie die specifiek is voor DNA
(Schneider, 1957; Burton, 1956).

Uit de resultaten bleek duidelijk dat PP8 DNA bevat.

De structuur en het molecuulgewicht van het faag DNA werd bepaald
door sedimentatie-analyse in de analytische ultracentrifuge Spinco,
model E, volgens Vinograd é.a. (1963) met band en zone sedementa-
tie en in sucrosegradienten volgens de techniek beschreven door

van der Schans e.a. (1969). De S-waarden gevonden met de analytische
centrifuge en met sucrosegradienten kwamen goed overeen op een
waarde van 44 voor natief DNA. In alkalische sucrosegradienten werd
voor het gedenatureerde DNA een S=127 gevonden.

In de gradienten voor natief en gedenatureerd DNA was slechts &&n
piek aanwezig wat duidt op slechts &&n sedimenteerbare vorm. Uit

het verschil in S-waarden voor gedenatureerd en natief DNA blijkt
dat het DNA molecuul dubbelstrengig moet zijn. Met als referentie
waarden de molecuulgewichten van het DNA van T4 en T7 en de lineaire
structuren van het DNA van PM2 en ¢X, respectievelijk 120, 25, 6 en
3.4 x 106 daltons werd het molecuulgewicht van het PP8-DNA bepaald
op 55 x 106 daltons.

De dichtheid van het faag DNA is 1.722 g/cm3. Dit werd verge-
leken met de dichtheid van het bacterieel DNA van PMBL-L1l. De dicht-
heid van dit DNA werd bepaald op l1l.721 g/cm3. Als referentie waarde
werd het DNA van T4 met een p = 1.698 g/cm3 meegenomen. Scheiding
van transducerende fagen en infectieuze fagen is op grond van deze
overeenkomst in dichtheid van het DNA niet te verwachten.
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HOOFDSTUR IV
TRANSDUCTIE

IV.1 INLEIDING

Na de isolatie van PP8, die troebele plaques vormt op Ll wer-
den de transducerende eigenschappen van deze faag nader bestudeerd.

De resultaten van de transductie-experimenten worden in dit
hoofdstuk beschreven in twee paragrafen.
De eerste paragraaf behandelt de transducties zonder speciale voor-
zorgsmaatregelen om de transductanten te beschermen tegen herinfec-
tie. In de tweede paragraaf wordt de invloed op de transductie fre-
quentie behandeld, van de methoden die toegepast werden om lysis
van transductanten te voorkomen. Gekeken werd ook naar de koppeling
van geneh door middel van cotransductie voor zover dit mogelijk was.

De transductieprocedure zoals die in alle experimenten ge-
bruikt werd na optimalisatie wordt beschreven in IV.2.2.1.

IV.2 TRANSDUCTIE ZONDER SPECIALE VOORZORGSMAATREGELEN

IV.2.1 INLEIDING

Bestudeerd werd het vermogen van PP8 om een aantal verschillen-
de genen te transduceren.

In eerste instantie werd uitgegaan van de transductie-procedure
die door Holloway en van de Putte (1968) wordt beschreven voor
Pseudomonas aeruginosa. Deze werd gewijzigd na optimaliseren van de
omstandigheden voor PP8 en de PMBL-L-stammen. De gewijzigde procedu-
re wordt beschreven.

Vergeleken werd het transducerend vermogen van de fagen die in
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de verschillende bandjes van de CsCl gradient gezuiverd werden. De
transducties werden gedaan met auxotrofe en substraatmutanten van
Ll waaronder dubbelmutanten die naast een gemeenschappelijke muta-
tie in een trp-gen een ander auxotroof kenmerk hebben. Deze mutan-
ten werden ook gebruikt voor de genkartering waarbij het trp-gen
als referentie dienst deed (zie hoofdstuk VI).

IV.2.2 RESULTATEN
IV.2.2.1 Transductieprocedure

Voor de transductie werd een vers faaglysaat gebruikt verkre-
gen van confluente lysis op NB-agar. De toplagen werden 1 : 1 ver-
dund in TMN. Na incubatie met chloroform en centrifugeren werden de
resterende bacterién verwijderd door het lysaat te filtreren over
een 0.45 my milliporefilter. De bacterién werden na opgroeien afge-

centrifugeerd en opgenomen in TMN tot een dichtheid van 109 cellen

TABEL 2

Inviced van het groeistadium van de cultuur (uitgedrukt in ODygg) op
de transductiefrequentie. Voor het verkrijgen van eenzelfde celdicht-
heid (+ 1 x 109 cellen per ml.) werden de oorspronkelijke culturen
een aantal malen geconcentreerd. Transductie: PP8 (L1) x AGI5, selec-
tie voor trp; m.o.i. = 0.3 .

1

0D7°° transductiefrequegsie
per 10° bacterien
0.25 15.5
0.5 5.8
0.75 3.8
1.0 2.0
1.5 2.4

1)

De transductiefrequentie is gecorrigeerd voor de terugmutatie-
frequentie.
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Figuur 4. Afname van het santal vitale cellen (N/ml) in een trans-
ductiemengsel van L3 en PP8(L1) na 25 minuten incuberen, uitgezet
tegen de gebruikte m.o.1i.
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Figuur 5. De relatie tussen de transductiefrequentie en de m.o.i.
zoals bepaald werd voor het trp-gen van AG15 na transducties met
faag PP8 en L1 als donor.
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per ml. De beste resultaten werden verkregen met een cultuur in de
vroege exponentiéle groeifase. Dit wordt geillustreerd in tabel 2
waarin de transductiefrequenties worden gegeven afhankelijk van de
groeifase. Alle opgegeven transductiefrequenties zijn gecorrigeerd
voor de terugmutatiefrequentie. Beide frequenties werden betrokken
op de "viable count” uit de niet geinfecteerde bacteriesuspensie,
Voor de bepaling van de terugmutatiefrequentie werd uitgegaan van
het aantal kolonies op de controleplaten met niet geinfecteerde
cellen.

Aan de bacteriesuspensie werden de fagen toegevoegd in een
m.o.i. van 0.1 - 0.5, Als m.o0.i. is aangehouden de verhouding van
de in het infectiemengsel samengevoegde plaquevormende eenheden en
vitale cellen.

In figuur 4 is weergegeven de overleving van bacterién na 20 minu-
ten incuberen in een transductiemengsel met verschillende m.o.i.'s.
Daaruit blijkt dat bij m.o0.i.'s groter dan 0.3 het merendeel van de
cellen door lysis doodgaat. De overlevingskans van de transductan-
ten worden dan gering omdat de kans dat een potentiéle transductant
dubbel geinfecteerd wordt, groter wordt.

In figuur 5 is de relatie tussen de m.o.i. en de transductiefrequen-
tie uitgezet voor het trp-gen van AGl5. Daarin is te zien dat de
transductiefrequentie boven een m.o.i. = 0.5 nauwelijks meer toe-
neemt.

Beneden een m.o.i. van 0.1 is voor de meeste kenmerken geen trans-
ductie waar te nemen. Daarom werd standaard aangehouden voor infec-
tie een m.o.i. van 0.1 - 0.5.

Het transductiemengsel werd 25 minuten geincubeerd bij 28°¢.
Deze tijd is ruim voldoende om minstens 90% van de fagen te laten
adsorberen (zie hoofdstuk III).

Het medium van het transductiemengsel is van weinig invloed. De
transducties werden uitgevoerd in TMN.

Na incubatie werden de mengsels gekoeld tot 0°C, gecentrifugeerd
en de pellets opgenomen in M9 van 0°c. Op de selectieplaten van
M9-medium werd 0.2 ml uitgespateld.

Bij selectie voor een auxotroofkenmerk zijn de transductanten na
1 - 2 dagen zichtbaar, voor de substraatkenmerken atr en tro na

5 dagen.
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IV.2.2.2 Transductie—-experimenten

In tabel 3 worden de resultaten samengevat verkregen met
transducties voor diverse genen.

Naast de transductiefrequentie wordt ook de terugmutatiefrequentie

gegeven. Uit deze tabel blijkt het volgende:

1. PP8 kan meerdere genen transduceren en is dus een algemeen
transducerende faag.

2. De waargenomen terugmutatiefrequentie is voor de meeste genen
bijna even hoog als de transductiefrequentie. Hierdoor zijn de
transducties voor deze genen, onder andere aqtr, nauwelijks sig-
nificant.

3. De transductiefrequentie is over het algemeen .laag. Behalve voor
het trp-gen van L108 en AG1l5 stammen is de frequentie duidelijk
hoger dan voor de andere genen.

4. De hogere transductie voor trp is niet afhankelijk van de stam,
maar van het kenmerk zelf. Dit wordt duidelijk gedemonstreerd
door de resultaten met de dubbelmutanten. In deze trp dubbelmu-
tanten bleef de frequentie voor de andere kenmerken laag terwijl

die voor trp hoog was.

In tabel 4 worden de resultaten gegeven van de transducties
met de PP8 fagen geisoleerd in de drie CsCl bandjes. De transductie-
frequentie is in dit geval betrokken op het aantal plaquevormende
eenheden.
Uit de resultaten blijkt dat zich geen speciale transducerende

deeltjes laten concentreren in een van de drie dichtheidsbandjes.

Hoewel voor meerdere genen transductie aantoonbaar is, is de
transductiefrequentie zo laag dat voor onderzoek naar genkoppeling
het aantal transductanten te laag is. Het aantal terugmutanten is
in verhouding te hoog om betrouwbare cotransductiepercentages te
kunnen bepalen. De verkregen kolonies van de transductanten waren
zo gelyseerd dat de lage transductiefrequentie geweten werd aan
volledige lysis van transductanten na herinfectie op de selectie-
platen. In de volgende paragraaf worden enkele methoden beschreven
om de transductiefrequentie te verbeteren door de herinfectie te

voorkomen.
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TABEL 3

Transductiefrequentie en terugmutatiefrequenties voor diverse genen.
Transductie met PP8 en L1 als donor.

Stam selectie gen transd. freq. )] terugm. freq.
L3 hia 5 x 108 6 x10°
L19 met 2 x10°8 1 %1077
L58 cye 2 x107? 4 x 1072
leu 1 x 1078 5% 1070
L67 hie 2 x1078 1x 1078
ilv 7 x10°8 4 x 1070
L108 trp 1.5 x 107/ 4x10°8
AG15 trp 2 x 1077 1 %108
AG15.1 trp 2.5 x 107/ 1x 1078
il 2 x108 3 x 1078
AG15.63 trp 2.5 x 1077 1x 1078
leu 6 x 10 5% 1078
AG15.57 trp 2 x 107’ 1x 108
ger 1 x IO_8 1 x 10-8
L1301 met 2 x10°° 1 x107°
atr 5 x 1070 5x 1078

De transductiefrequentie is gecorrigeerd voor de terugmutatiefrequentie.

TABEL 4

Transductiefrequenties van %78 en Zlv van L67 en trp van L108
na transductie met de verschillende faagfracties van PP8 in
CsCl aangegeven met de p van PP8,

m.o.i. = * 0.1; frequentie per p.f.u. De transductiefrequen-
tie is gecorrigeerd voor de terugmutatiefrequentie.

gen p = 1.46 p = 1.48 p = 1,52
his 8 x 1078 1 x 1077 1 x 1077
ilv 6 x 1077 4 x 1077 3 x 1077

-7 -6 —6

trp 8 x 10 1 x 10 1 x 10




IV.3 METHODEN TER VERBETERING VAN DE TRANSDUCTIEFREQUENTIE

IV.3.1 INACTIVEREN VAN DE FAGEN DOOR U.V.-BESTRALING

Iv.3.1.1

Het is bekend dat de transductiefrequentie verhoogd kan wor-
den bij Pseudomonas (Holloway e.a., 1962; Chakrabarty e.a., 1968)
zowel als in Escherichia coli (Arber, 19583 Luria, 19603 Wilson, 1960),
Salmonella typhimurium (Benzinger en Hartman, 1962) en Proteus
mirabilie (Coetzee en Sacks, 1960) door de fagen te bestralen met
U.Vv.

Door U.V. wordt het faag DNA beschadigd waardoor de faagfuncties
geinactiveerd worden. Het adsorptieproces wordt niet beinvloed.

De kans dat de faagfuncties door U.V. uitgeschakeld worden is veel
groter dan de beschadiging van het te transduceren gen. Doordat
dan een groot deel van de fagen geen lysis van de gastheer kan ver-
oorzaken zal herinfectie uitblijven, waardoor de overlevingskans
voor de transductanten groter wordt.

Beschreven is dat U.V.-bestraling de recombinatie-frequentie
verhoogt (Benzinger en Hartman, 1962), zodat hierdoor de integra-
tie van het getransduceerde DNA gestimuleerd kan worden.

Voor een aantal kenmerken werd de invlced van bestralen met
U.V. bepaald.

IV.3.1.2 Resultaten

*

De resultaten zijn weergegeven in tabel 5.
Afhankelijk van het kenmerk kon een verbetering gemeten worden van
een 2 tot 8 maal zo grote transductiefrequentie. Deze blijft ech-

ter over 't algemeen nog zeer laag vooral, voor de atr-genen.

IV.3.2 VOORKOMEN VAN HERINFECTIE DOOR TOEVOEGEN VAN ANTISERUM

IV.3.2.1
Een andere, meer direkte manier om herinfectie te voorkomen is
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TABEL 5

Transductiefrequenties voor diverse genen na transductie met onbe-
straalde en bestraalde fagen. De m.o0.i._ = 0.5 gerekend met onbe-
straald lysaat. Dosis U.V. 3000 ergs/mm“. Frequentie (per 108 bacte-
rién) is gecorrigeerd voor de terugmutatiefrequentie.

Stam selectie gen onbestraald bestraald
L3 his 5 39
L19 met 1.6 5
L66 his 0 28
pro 0 7
L9o oys 1.7 3.4
L301 met 2 5,2
atr 0.5 2.5
L408 troB 0.3 5
TABEL 6

Invliced van antiserum op de transductiefrequentie.

Serum toegevoegd tot K = * ]0/min. Transducties met faag
PP8 en L1 als donor. Frequentie (per 108 bacterien) is
gecorrigeerd voor de terugmutatiefrequentie.

Stam selectie zonder serum met serum
L3 hie 5 40
158 cys 0.3 25

leu 1.2 25
L194 troA 0 6
L301 . met

atr 0.5 3
L401 troB 0 4
L408 troB 0.3 8




het binden van de vrijkomende nieuwe fagen aan faaginactiverend
antiserum. .

Het antiserum werd na de transductie toegevoegd aan de bacte-
rién voordat ze op de plaat uitgespateld werden. Bij het maken van
het antiserum tegen PP8 werden behalve antistoffen tegen de fagen
ook antistoffen tegen de bacterie zelf gevormd. De activiteit van
de bacterig&le component was zo hoog dat het antiserum voor trans-
ducties na een korte tijd na bereiden van het serum onbruikbaar
werd. De bereiding van het antiserum en de daarbij komende proble-
matiek wordt beschreven in de bijgevoegde appendix. Ook wordt daar-
in aangegeven hoe de aanmaak van de bacteriéle component onder-
drukt kan worden. De enkele goede resultaten die werden verkregen
in de periode vlak na de bereiding waarin de faag—component nog
zeer actief was, worden hieronder gegeven.

IV.3.2.2 Resultaten

Zie tabel 6. Hierin worden vergeleken de transductiefrequen-
ties met en zonder toevoegen van antiserum. Door toevoegen van het
serum werd een verbetering verkregen van 3 - 80 x afhankelijk van
het kenmerk,

Cumulatief gebruik van bestraalde faag en antiserum gaf geen ver-
betering ten opzichte van het antiserum.

Met een serum met een hoge inactiveringsconstante voor de fa-
gen en een zo laag mogelijke voor de bacterién kan een redelijke

verbetering van de transductiefrequentie bereikt worden.
IV.3.3 TRANSDUCTIE MET EEN GASTHEERMUTANT VOOR PP8

IV.3.3.1

In de vorige paragrafen hebben we gezien dat transductie met
PP8 voor verschillende genen mogelijk is maar, uitgezonderd voor
het trp-gen, bijzonder laag. Ondanks speciale voorzorgsmaa;regelen
die een geringe verbetering geven blijven de transductiefrequenties
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te laag om reproduceerbare experimenten uit te voeren. Vooral wat
betreft het atr~gen, waarvoor het onderzoek in principe was begon-
nen, geldt dit in het bijzonder.

Het feit dat de ¢rp-genen van L108 en AGl5 stammen met rede-
1lijke frequentie worden overgedragen doet veronderstellen dat we
mogelijkerwijs toch met speciale transductie door een lysogene
faag te maken hebben.

Hoewel nooit voor PP8 lysogene stammen geisoleerd konden worden,
is toch nagegaan of de trp-transductanten lysogeen voor PP8 zijn.
Dit bleek niet zo te zijn. De meeste transductanten zijn gevoelig
voor PP8 en produceerden na inductie geen faag.

Er werd echter een transductant geisoleerd die resistent ge-
worden was tegen PP8. Op deze resistente stam werden met een fre-
quentie van + 10_4 door PP8 plagues gevormd. Deze plaques waren
allemaal helder. Deze faagmutant, aangeduid als PPl1, is waarschijn-
lijk een gastheermutant van PP8 die met een ongewoon hoge frequen-
tie voorkomt in de PP8 populatie. Om de relatie tussen PP8 en PPll
te bepalen werden deze fagen onderzocht op kruisresistentie. Tegen
PP11 resistent gemaakte stammen van L1 bleken cok resistent te zijn
tegen PPS8.

Tussen deze PPll resistente stammen was er &&n (320-R) waarop PP8
met hoge frequentie (+ 10—4) wel plaques vormt, die alle troebel
waren. Deze gastheermutant werd PP12 genocemd en verschilt hierin
van PP8 en PP1ll dat op L1 (wilde type) heldere plaques gevormd wor-
den en op 320-R (PPllR) troebele. De isolatie en eigenschappen van
de fagen worden in tabel 7 nog eens weergegeven.

Het vormen van troebele plaques is bij gematigde fagen als
regel een gevolg van groei van immune cellen in de plague. Lyso-
gene cellen konden nooit uit deze plaques geisoleerd worden.

Om het mechanisme te verklaren waarmee PP12 op L1 heldere
plagues vormt en op 320-R troebele, werden de eigenschappen van
deze faag nader bestudeerd. Met de gevonden bijzonderheden kan
verklaard worden waarom met PP8 ondanks de virulentie van deze

faag toch transductie mogelijk is.
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TABEL 7

Onderscheid van PP8, PP1l en PP12 naar isolatie en plaquevorm op L1 en 320-R

faag isolatiestam plaquevorm op
Ll (w.t.)  320-R(EP1IRY

PP8 L1, wilde type troebel IO_A,troebel
PP11 trp-transductant, PPBR helder geen
PP12 320-R, PRI} helder troebel

IV.3.3.2 Resultaten
IV.3.3.2.1

a. De lysis van een L1 cultuur na infectie met PP12 werd vergeleken
met die van 320-R.

Het blijkt dat als 320-R geinfecteerd wordt met een lage m.o.i.
zodat slechts een deel van de cultuur geinfecteerd wordt, na de
burst de overige cellen dewoon doorgroeien, alsof ze resistent
geworden zijn tegen de vrijkomende fagen.
Wordt daarentegen L1 geinfecteerd met PP12 met dezelfde lage
m.o.i. dan wordt na de eerste burst de rest van de cultuur ge-
infecteerd en treedt na enige tijd volledige lysis van de cul-
tuur op (zie figuur 6).

In figuur 7 is de lysis van L1 door PP8 weergegeven.
Na een aanvankelijke lysis herstelt de groei zich waarna bij een
tweede burst weer het aantal vitale cellen daalt. De situatie is
intermediair ten opzichte van de vorige twee lysispatronen. Er
treedt geen volledige lysis op van de cultuur door PP8.

b. Bij een confluente lysis van PP12 op 320-R blijkt de toplaag
zeer visceus geworden te zijn bij resuspenderen. Deze viscosi-
teit treedt niet op bij de groei van de bacterién alleen. De
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acceptorcellen scheiden klaarblijkelijk na infectie een stof af

die deze viscositeit veroorzaakt.
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Figuur 6. Lysis van een cultuur van L1 en 320-R door PP12 in NB.
Infectie met faasg op t=0 met een m.o.i. = 0.4 en 0.7 van L1 en
320-R resp.

A. De verandering van het aantal kolonievormende cellen {N/ml).
B. De verandering van de OD700 gedurende de incubatie met faag.

c. Met de electronenmicroscoop is duidelijk te zien waarom PP1l2 fagen
gegroeid op 320-R als donor en gezuiverd in CsCl-gradienten zich
voornamelijk laten concentreren in het bandje met p = 1.46 g/cm3.
%Zij zijn voor het merendeel gebonden aan partikels die erg veel
lijken op lipopolysacchariden (Bartell, 19713 Katayama, 1971).
Daarentegen wordt PP12 gegroeid op Ll als donor hoofdzakelijk
geconcentreerd in een bandje met p = 1.48 g/cm% niet gebonden
aan partikels,

Verondersteld wordt dat de viscositeit van het faaglysaat
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van PP12 op 320~R veroorzaakt wordt door een overmatig afschei-
den van lipopolysacchariden.

d. Als PP12, ongeacht de donor stam, getitreerd wordt op Ll en
320-R dan worden op L1 + 10 x meer plagues gevormd dan op 320-R.
De afgescheiden substantie moet redelijk efficient zijn om ver-

dere infectie te voorkomen waardoor schijnresistentie ontstaat.
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Figuur 7. Lysis van een Lil-cultuur in NB door PP8. Op t = 0 werd

faag toegevoegd met een m.o0.i. van 0.5 en 1.5.
A. Het aantal kolonievormende cellen (N/ml) gedurende incubatie
met faag na de infectie met de m.o.i. = 0.5.

B, Het verloop van de 0D

0 gedurende de incubatie met faag gemeten
voor de beide m.o0.i.'s.

T0

Iv.3.3.2.2

Het effect van het afscheiden van deze faagadsorberende sub-
stantie.op de transductie werd bestudeerd.
In de eerste plaats werd onderzocht of transductie wordt waargeno-
men indien het afscheiden van deze substantie niet plaatsvindt.
Hiervoor werd getransduceerd met PP12, gegroeid op L1 als donor,
en L108 als acceptorstam. De transductie is laag. Voor zover
transductanten dgevonden worden zijn ze erg gelyseerd, zodat ze
nauwelijks te zien zijn.
Vervolgens werd de transductie gedaan met dezelfde acceptorstam,
maar met PP12 gegroeid op 320-R als donor. Hierbij wordt de faag
adsorberende substantie in het faaglysaat voor de transductie toe-
gevoegd. De transductanten zijn gaaf en de opbrengst is duidelijk
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hoger dan in het eerste geval (zie tabel 8).

TABEL 8

Transductie van het trp-gen van L108 door PP12(L1).

Vergeleken wordt de invloed van 320-R als faagdonor en het zoge-
naamde R-type van 108 als acceptor op de transductiefrequentie.
Frequentie (per 108 bacterién) is gecorrigeerd voor de terugmuta-
tiefrequentie.

acceptorstam faagdonor: L1 faagdonor: 320-R
L108 23 V) 96
108-R 19 ) 6

1)

Zeer kleine kolonies door lysis.

Beide proeven werden herhaald met als acceptor 108-R, dit is L1108
die na infectie met PP1l2 lipopolysacchariden afscheidt evenals
320-R (dergelijke stammen zijn verder aangegeven als R-type).

Als de substantie die herinfectie moet voorkomen, vrijkomt bij het
lyseren van de cellen op de platen, wordt het grootste effect eigen-
lijk verwacht als zowel de donor als de acceptor van het zogenaamde
R-type zijn.

De bescherming door de afgescheiden substantie blijkt het meest
effectief te zijn als bij de transductie de faagadsorberende stof
door de donor gegeven wordt (PP12(320-R)}) x L1 typen). Is daarente-
gen ook de acceptor van het R-type dan is tegen de verwachting in
de transductiefrequentie juist lager in plaats van hoger.

Een passende verklaring hiervoor kan gegeven worden als we
veronderstellen dat de beschermende stof vrijkomt direct bij de
infectie van de cellen en niet na faagvermenigvuldiging.

In dit geval speelt het door de faag meegebrachte lysozym dat no-
dig is om penetratie van het faag-DNA mogelijk te maken waarschijn-~
1lijk een belangrijke rol. Wij gaan er dan vanuit dat het lysozym
van PP12 op R-type acceptor-cellen overactief is zodat door een
overmatige afbraak van de celwand de integriteit van de celwand
verloren gaat, waarbij veel lipopolysacchariden vrijkomen die vrije
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fagen inactiveren. Hierbij kunnen echter ook potentiéle transduc-
tanten verloren gaan.

Daarentegen is de celwand van Ll voldoende resistent tegen PP12-
lysozym dat hiervan niet meer dan nodig lyseert om 't faag-DNA
door te laten en de faagvorming volledig plaats kan vinden voor-
dat de cel lyseert.

Bij de transductie spelen dus twee factoren een rol: voortij-
dige lysis van de geinfecteerde cellen en voorkomen van herinfec-
tie door de faagadsorberende lipopolysacchariden.

Door de herinfectie op andere wijze te voorkomen, bijvoor-
beeld door incubatie_bij 33°C, (zie hierna IV.3.4)}, kan de invloed
van de voortijdige lysis bépaald worden. _

: In tabel 9 zijn de resultaten weergegeven van transducties
met PP12 voor het trp-gen van L108 en aqtr en met van L301.

TABEL 9

Invlced van de faagadsorberende stof in 320-R lysaten en de incubatietemperatuur van de

platen op de transductiefrequentie van PP12 transducties met Ll-typen en R-typen als ac-
ceptor-stammen. Frequentie (per 108 bacterién) is gecorrigeerd voor de terugmutatiefre-

quentie.

acceptorstam selectie—gen faagdonor Ll faagdonor 320-R
28%¢ 33% 28% 33%
L108 trp 24 26 120 85
108-R trp 23 13 13 7
L1301 met 2.0 D 2.5 12.5 14.0
atr 0 0 7.0 8.5
301-R met 1.0 0.7 1.0 1.0
atr 0 0 0 0

1

Zeer kleine kolonies door lysis.

De volgende situaties werden bestudeerd:

1. faagdonor L1 x Ll-typen acceptor (L108 en L301). Hierbij ver-
wachten we geen voortijdige lysis en wel herinfectie.
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Door herinfectie zijn de kolonies bij 28°C zeer klein door lysis,
wat niet het geval is bij 33°c.

2. faagdonor 320-R X Ll-type acceptor: geen voortijdige lysis door
lysozym, minder herinfectie door aanwezigheid van de faagadsor-
berende stof in het faaglysaat. '

De transductiefrequentie is bij 28°c duidelijk hoger dan onder
1 en kan nog beter worden bij 33°C; de transductanten zijn niet
gelyseerd.

3. faagdonor L1 x R-typen acceptor: voortijdige lysis door PP12-
lysozym te verwachten, maar verminderde herinfectie door vrij~
komend faagadsorberend materiaal.

De transductiefrequentie is afhankelijk van de meest invloed-
rijke factor en blijkt eerder lager dan beter te worden bij uit-
schakelen van herinfectie bij 33%%.

4. faagdonor 320-R x R-typen acceptor: de situatie is eender als
onder 3. De herinfectie wordt onderdrukt door zowel het in het
lysaat al aanwezige als het op de platen vrijkomende faagadsor-
berend materiaal.

De transductiefrequentie blijkt zowel bij 28°c als bij 33°%
lager te zijn dan in elk van de drie vorige situaties. Dus in
die gevallen waarin de voortijdige lysis direct na infectie
optreedt is de transductiefrequentie eerder lager dan hoger.

De beste resultaten worden dus verkregen met faag gegroeid
op 320-R als donor en met als acceptor een Ll-type mutant. De be-
scherming van het faagadsorberend materiaal in het faaglysaat is
effectiever dan het voorkomen van herinfectie door de faagverme-
nigvuldiging te blokkeren door verhoogde incubatietemperatuur. Sa-
men toegepast kan cumulatief nog een verbetering van de transduc-
tiefrequentie gevonden worden.

Hoewel PP12 op 320-R troebele plaques vormt is de faag hier-
op het meest virulent door de lysis direct na infectie. Door deze
lysis worden bij transducties met R-typen als acceptoren meer po-
tentiéle transductanten uitgeschakeld dan door uitblijven van her-
infectie beschermd worden.

Een analoge situatie na de infectie wvan PP12 van 320-R doet
zich voor met het infecteren van L1 door PP8. Daarbij worden ook
troebele plaques gevormd door het groeien van schijnresistente

44



bacterié&n in de plaque. Infectie van L1 met PP8 geeft bij een lage
m.o.i. geen volledige lysis van de cultuur en bij een hoge m.o.i.
is het aantal fagen per ml na de lysis nauwelijks toegenomen ten
opzichte van het aantal toegevoegde fagen.

De cellen lyseren ook nog voor faagproduktie volledig plaats
gevonden heeft. De aanwezigheid van groepjes fagen in gezuiverde
faagfracties gebonden aan lipopolysaccharide—achtige structuren
(verg. Bartell 1971) is een aanwijzing voor de aanwezigheid wvan
overmatig veel van dit materiaal in het lysaat. De isolatie van
defecte fagen over CsCl-gradienten (koppen, en koppen met defecte
staarten) na PEG zuivering is waarschijnlijk het gevolg van te
vroege lysis van cellen waardoor de faagvermenigvuldiging te vroeg
wordt afgebroken. De lage transductiefrequentie is verklaarbaar
door de killing van transductanten na herinfectie enerzijds en
door lysis van potentié&le transductanten door het overactieve faag-
lysozym anderzijds.

IV.3.4 TOEPASSEN VAN TEMPERATUURGEVOELIGHEID VOOR PP8 FAGEN
Iv.3.4.1

Uit het voorgaande blijkt dat PP8 een virulente faag is of
een "clear plague" mutant van een gematigde faag, die zich zeer
virulent gedraagt.

Transductie met een virulente faag is al eerder beschreven
voor Escherichia coli door Drexler (1970). De transductie met de
virulente coli~faag Tl werd mogelijk door conditioneel lethale mu-
tanten te gebruiken, in dit geval amber-mutanten van Tl, en als
acceptor suppressor negatieve stammen te nemen.

Omdat van Pseudomonas putida geen suppressorstammen bekend
zijn hebben we een andere methode toegepast.

Een andere manier om faagvermenigvuldiging te voorkomen is het ge-
bruiken van temperatuurgevoelige mutanten. Door na de transductie
de geinfecteerde cellen over te brengen naar de beperkende tempe-
ratuur wordt de faagproduktie geblokkeerd en kan de herinfectie zo
voorkomen worden.

Alvorens temperatuurgevoelige mutanten te gaan maken werd het tem-
peratuurtraject van PP8 vastgesteld. Daarbij bleek dat PP8 bij 32%%
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2n hoger geen plaques meer vormt terwijl de bacteri&n nog wel een
gesloten dek maken. PP8 is dus van nature temperatuurgevoelig. Hier-
van hebben wij gebruik gemaakt door na de transductie de geinfec-

teerde cellen uit te platen en te incuberen bij 33%.

IV.3.4.2 Resultaten

Bij 33°¢C bleken de transductanten niet meer gelyseerd te wor-
den. De kolonies zagen er gaaf uit dit in tegenstelling tot die bij
28°C die grotendeels gelyseerd waren.

De invloed op de transductiefrequentie is weergegeven in tabel
10. De transducties werden meestal gedaan met PP12 gegroeid op L1

TABEL 10

Invloed van de incubatietemperatuur van de platen op de transduc-
tiefrequentie van verschillende genen.

Transducties uitgevoerd met PP12(L1) bij 28Y9C. De acceptorstammen
zijn allemaal van het Ll-type. Frequentie (per 108 bacterién) is
gecorrigeerd voor de terugmutatiefrequentie.

acceptorstam selectie-gen incubatietemperatuur
28% 1) 33%
L1 ) ser 0 15
L24 arg 0] 7
L63 pro 0 5
L301 met 1.5 2.0
atr 0 0.7
AG5 trp 9 20
AG15.1 trp 25 30
ilv 0 3
AG15.63 trp 0 32
leu i 0 5
AG15.57 trp 144 80
ser 0 6

1)

Zeer kleine kolonies door lysis.
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en uitgevoerd bij 28°C. De incubatie vond plaats zowel bij 28°c als
bij 33%. alleen Ll-typen werden als acceptor gebruikt.

In de meeste gevallen is bij 33°C een duidelijke verbetering van de
transductiefrequentie te zien. Het grootste effect is gelegen in
het feit dat de transductanten niet grotendeels gelyseerd zijn zo-
als op de platen bij 28°¢c.

IV.4 GEN-KARTERING DOOR COTRANSDUCTIE

Iv.4.1

Lokalisatie van genen met transductie berust op de mogelijk-
heid meerdere genen tegelijk met &&n transducerend deeltje over te
brengen, zogenaamd te cotransduceren. De frequentie waarmee cotrans-
ductie plaatsvindt wordt als maat gebruikt voor de onderlinge af-
stand tussen de betrokken genen.

6 daltons is de lengte van

Met een molecuulgewicht van 55 x 10
het faag DNA 2 - 3% van het chromosomale DNA (de Ley, 1969). Als
een transducerend faagpartikel eenzelfde hoeveelheid bacterieel
DNA kan inpakken als het faaggenoom dan is het waarschijnlijk dat
cotransductie van twee dicht bij elkaar gelegen genen door PP8 en
PP12 kan optreden.

Bestuderen van cotransductie heeft alleen zin als er voldoen-
de transductanten opkomen, overwegend meer dan terugmutanten en als
de transductie een reproduceerbare gebeurtenis is. Doordat de na-
druk van het onderzoek op de ontwikkeling van technieken is komen
te liggen is geen diepgaand onderzoek naar cotransductie tussen ge-
nen gedaan.

De resultaten die hieronder gegeven worden zijn slechts mede
door de slechte reproduceerbaarheid, aanwijzingen voor mogelijke
koppeling.

IV.4.2 RESULTATEN

Gekeken werd naar cotransduceerbaarheid van de genen betrokken
bij de afbraak van atropine met auxotrofe kenmerken. Door de lage

transductiefrequentie van atr en tro waren stammen met mutaties voor
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deze kenmerken ongeschikt voor de bestudering van cotransductie,
indien ze als acceptor gebruikt werden. Door deze stammen als faag-
donoren te gebruiken voor transducties naar o.a. L3, kon toch de
mogelijkheid van cotransductie onderzocht worden.

Daarnaast werden de-makkelijker verkrijgbare trp-transductanten

van de dubbelmutanten onderzocht op cotransductie voor de andere
kenmerken.

In tabel 11 zijn de transducties waarbij cotransductie gevonden is
weergegeven. De transducties werden voornamelijk uitgevoerd met

PP8 vandaar ook dat er minder resultaten voor PP1l2 transducties

zijn.
TABEL 11
Transducties met aantoonbare cotransducties
transductie . selectie gecotrans-— percentage
‘ kenmerk duceerd gen cotransductanten
PP8 (408) bestraald x L30! met3 troB 1
PP8 (408) bestraald x L3 his troB 2 = 45
atr 20 - 99

PP8 (L1) x AGI5.1 trp metl6 1
PP8 (L1) x AGI15.2 . trp leu 1
PP8 (L1) x AG15.3 trp his 1.2
PP8 (L1) x AGI15.4 trp iy 1.9
PP12(L1) x AGI5.1 trp il 1.9
PP12(320) x L30! met3 atr 80

atr metd 80

Tegenover deze transducties waarbij cotransductie gevonden
werd staat een zeer groot aantal waarbij dit niet aantoonbaar was.
De enige redelijk -reproduceerbare experimenten waren PP8(L408) be-
straald x L3; zij het dat de frequentie nogal varieerde binnen de
aangegeven grenzen., Het is echter bekend dat de cotransductiefre-
quentie nadelig beinvloed wordt door U.V.-bestraling van het faag-
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lysaat (Holloway e.a., 1962; Gunsalus e.a., 1968; Benzinger en
Hartman, 1962). Cotransductie voor trp met andere kenmerken werd
slechts in enkele gevallen gevonden bij selectie voor transductie
van het trp-gen. Bij selectie voor het andere gen werd geen co-
transductie gevonden.

De aanwijzingen die uit deze resultaten te halen zijn is de
koppeling die aanwezig moet zijn tussen atr, tro, his en met3 ener-
zijds, en anderzijds tussen het trp—gen van AG15 en metl6, Zlv, leu

en his.

IV.5 DISCUSSIE EN SAMENVATTING

In dit hoofdstuk is het transducerend vermogen van PP8 beschre-
ven. Het blijkt dat PP8 een aantal genen, te weten: met, his, leu,
arg, trp, cys, ilv, ser, pro, atr, trod en troB kan transduceren.
PP8 is dus een algemeen transducerende faag.

Hoewel PP8 een virulente faag is, blijkt transductie mogelijk te
zijn door de bescherming van potentiéle transductanten tegen her-
infectie door de afscheiding van faagadsorberend materiaal bij de
lysis van geinfecteerde cellen. De afscheiding van deze faagadsor-
berende stof kon aannemelijk gemaakt worden na het isoleren van
PP12, een gastheermutant van PP8, en 320-R een celwandmutant van Ll.

De transductiefrequentie is zonder voorzorgsmaatregelen zeer.
laag, voornamelijk door de lysis van transductanten na herinfectie
op de selectieplaten.

Verschillende methoden zijn bestudeerd om de transductiefrequentie
te verbeteren door herinfectie te voorkomen door hetzij de faag-
vermenigvuldiging te blokkeren, hetzij de vrijkomende fagen te in-
activeren.Faagvermenigvuldiging werd geblokkeerd door U.V.-bestra-
ling en doof de geinfecteerde cellen na de transductie te incube-
" ren bij 33°C. Een geringe verbetering was aantoonbaar in beide ge-
vallen. Echter de transductiefrequentie bleef in het bijzonder
voor de atr-genen erg laag.

Het inactiveren van de bij lysis vrijkomende fagen op de platen
kan gebeuren door toevoegen van faagadsorberende stoffen, bijvoor-
beeld antiserum. Door de moeilijkheden bij de bereiding van het
antiserum (zie ook appendix) kon van antiserum geen uitgebreid ge-
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bruik gemaakt worden. De verkregen resultaten wijzen er wel op dat
met een goed serum de transductiefrequentie belangrijk verbeterd
kan worden.

Het faagadsorberend materiaal dat aanwezig is in PP8 lysaten wordt
in grotere mate afgescheiden door 320-R na infectie met PP12., In
een faaglysaat van PP12 met 320-R als donor, werd voldoende van dit
materiaal aan het transductiemengsel toegevoegd om een effectieve
bescherming van transductanten te geven en de transductiefrequentie
te verhogen. De verbetering van de transductiefrequentie was het
grootst als 320-R als faagdonor gebruikt was en de acceptor van het
Ll-type was. De transductiefrequentie werd zelfs slechter met het
zogenaamde R-type (d.i. PPllR, PPlZS) als acceptorstam. Dit wordt
verklaard door aan te nemen dat lysis van de cellen, ook potentiéle
transductanten, plaats vindt, door het op celwanden van de R-typen,
overactieve PPl2-lysozym.

De geisoleerde gastheermutanten van PP8, nl. PPll en PP12,
resp. geisoleerd op een PP8-resistente stam en een PPll-resistente
stam (tevens PP8-resistent), worden beschouwd als lysozym—-mutanten,
die de onafhankelijk ingevoerde PP8-resistenties van L1 kunnen over-
winnen. Echter zo dat de activiteit van de gemuteerde lysozymen geen
voortijdige lysis van de Ll-cellen veroorzaken, zoals het wilde type
lysozym van PP8, en de fagen op L1 heldere plaques vormen. In een
kolonie van Ll-cellen blijken met hoge frequentie cellen voor te ko-
men met variaties in de celwandstructuur zodat 320-R geisoleerd kon
worden waarop PP12 weer troebele plaques vormt, net als PP8 op Ll.

Het lysozym van PP8 zowel als dat van PP1l2 veroorzaken op de
respectievelijke stammen overmatige en snelle afbraak van de cel-
wand waardoor veel faagadsorberende substantie in het medium wordt
afgescheiden dat hierdoor visceus kan worden.

Deze bijzonder virulente eigenschap van PPl2 en PP8 wordt ver-
doezeld door de vorming van troebele plaques door de groei van
schijnresistente cellen in de plaque. Hierdoor hebben we in eerste
instantie PP8 beschouwd als een gematigde faag met lysogeniserende
eigenschappen in plaats van een virulente faag.

Het faagadsorberende materiaal bestaat zeer waarschijnlijk uit
lipopolysacchariden. De aan dit materiaal geadsorbeerde fagen bevat-
ten nog DNA zodat de adsorptie reversibel is, wat volgens Bartell
e.a. (1971) alleen het geval is bij binding aan lipopolysacchariden.
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Uit faaglysaten van PP12 gegroeid op L1 en 320-R kan faaginactive-
rend materiaal gezuiverd worden. Na zuivering, die specifiek is
voor lipopolysacchariden (Clarke e.a., 1967; Sutherland en Wilkin-
son, 1971) blijkt het gezuiverde materiaal uit beide lysaten fagen
te inactiveren, het materiaal van 320-R in zeker 2 x sterkere mate
dan dat van Ll. De structuur van de faagbindende partikels in de
gezuiverde fractie 1lijkt sterk op die van lipopolysacchariden zo-
als deze beschreven wordt door Katayama e.a. (1971).

Het toevoegen van faagadsorberende stoffen is effectiever om
de transductiefrequentie te verhogen dan het uitschakelen van de
faagvermenigvuldiging door U.V.-bestraling of verhoogde incubatie-
temperatuur.

Ondanks de mogelijkheden de transductiefrequentie te verhogen
blijft deze voor de meeste kenmerken laag. Voor het trp-gen van
L108 en de AGl5 stammen ligt de frequentie ongeveer 10 x hoger.
Deze hogere frequentie gepaard gaande met een goede reproduceer-
baarheid is niet afhankelijk van de stam. Uit de transducties met
de dubbelmutanten, met een extra kenmerk naast de mutatie voor het
trp—-gen, blijkt dat het verschil veroorzaakt wordt door het trans-
ducerend DNA zelf, zodat we moeten concluderen dat we met een vorm
van speciale transductie te maken hebben voor trp.

Speciale transductie wordt altijd gekoppeld aan lysogenie
(Stent, 1963; Hayes, 1968). Lysogenisatie voor PP8 hebben we niet
aan kunnen tonen. Uit de t¢rp-transductanten worden ook geen lysaten
verkregen hetzij spontaan, hetzij na inductie, die met zeer hoge
frequentie trp transduceren. Dit zou een aanwijzing zijn voor re-
combinatie tussen het faag DNA en het bacterieel DNA bij trp. Spe-
ciale transductie door lysogenisatie met vorming van een induceer-
bare profaag bij trp vindt dus niet plaats.

Wij kunnen niet uitsluiten dat PP8 een "clear plague" vorm kan
zijn van een lysogene faag. Een "clear plaque” mutant kan een cel
niet meer lysogeniseren, maar nog wel integreren in 't DNA zoals
lambda clear, bij Eschericehia coli, P22 bij Salmonella typhimurium
en Pf16 bij Pseudomonae putida. Deze fagen hebben elk in verschil-
lende mate meer of minder voorkeur voor de plaats van integratie in
't chromosoom zonder de stam stabiel te lysogeniseren (Shimada e.a.,
1972; Schmieger, 1973; Gunsalus e.a., 1968; Chakrabarty en Gunsalus,
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1969). Recombinatie tussen het faag DNA en bacteriechromosoom le-
vert transducerende deeltjes die voor een klein gedeelte uit faag
DNA bestaan (o0.a. Schmieger, 1968, 1970, 1971). De enige methode
om het restant faag DNA in transductanten aan te tonen is "marker
rescue". Dit was voor PP8 niet mogeliijk.

Bij de meeste algemeen transducerende fagen worden de trans-
ducerende faagpartikels gevuld met stukken bacterieel DNA die door
door de faag geinduceerde nucleases geknipt worden uit het bacte-
riechromosoom (Hayes, 1968). Het is waarschijnlijk dat de vorming
van transducerende deeltjes op deze wijze niet willekeurig is
(Ozeki, 1959)., Op zichzelf verklaart dit niet dat alleen trp met
een hogere frequentie op transducerend DNA voor zal komen en daar-
door uiteraard ook met hogere frequentie getransduceerd wordt.

Een bijkomende mogelijkheid is dat het trp-transducerend DNA
een grotere kans heeft om tot expressie te komen. Hierom moeten we
ons afvragen wat er gebeurt in de cel met binnenkomend DNA.

In de cel wordt het DNA blootgesteld aan de activiteit van res-
trictie endo- en exo-nucleasen indien dit gezien wordt als vreemd
DNA (Meselson en Heywood, 1972; Boyer, 1971). Restrictie is een
barri&re voor uitwisseling van DNA tussen niet nauw verwante stam-
men. We moeten aannemen dat de DNA's van de verschillende mutant-
stammen van L1 het voor L1 karakteristieke modificatiepatroon ver-—
tonen waarmee de restrictie enzymen van de discriminatie zijn uit-
gesloten.

De niet-restrictie specifieke exonucleasen blijven over. Bij
Egcherichia coli is het exonuclease V bekend dat staafvormig dub-
belstrengig DNA af kan breken. Normaliter zal dit enzym niet met
overmaat in de cel aanwezig zijn anders blijft er geen transduc-
tie mogelijk. Een alternatieve hypothese is dat in PMBL-Ll-stammen
een exonuclease V type enzym overmatig actief is waardoor het bin-
nenkomende DNA afgebroken wordt. De enige ontsnapping hieraan die
mogelijk is, is het vormen van gesloten cirkels. De genen die ge-
legen zijn op die DNA-moleculen die cirkelvormig zijn kunnen tot
expressie komen. De transductiefrequentie zal evenredig toenemen
met de mate waarin de transducerende DNA-moleculen cirkels kunnen
vormen.

Cirkelvorming kan optreden als er plaatsen met voldoende homologie
aanwezig zijn op het DNA-molecuul. Het trp-gen moet dus op een zeer
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gunstig gedeelte van het chromoscom liggen met aan weerskanten vol-
doende homologie, waardoor het altijd met hoge frequentie tot ex-
pressie kan komen.

Cirkelvormig DNA met een oorsprong van replicatie een zgn.
replicon, is in staat tot gastheer onafhankelijke replicatie. Deze
eigenschap impliceert dat een transductie voor genen gelegen op
een replicon vormend DNA-molecuul minder abortief zal zijn, door-
dat handhaving als extrachromosomaal DNA mogelijk is tot integra-
tie plaatsgevonden heeft.

In P, putida is het trp-gen zeer waarschijnlijk dichtbij de oor-
sprong van replicatie gelegen (zie hoofdstuk IV). Hierdoor bestaat
de kans dat bij cirkelvorming van het trp-transducerend DNA een
replicon gevormd wordt. Op deze wijze wordt zowel door het voorko-
men van afbraak van het DNA als door vermindering van abortieve
transductie de mogelijkheid om met hogere frequentie tot expressie

te komen zeer aannemeliijk.

Concluderend kunnen we vaststellen dat transductie voor
PMBL-L1 met PP8 en PP12 redelijk uitvoerbaar is mits voldoende
voorzorgsmaatregelen genomen worden om de lysis van transductan-
ten te voorkomen.

Voor verder onderzoek zou het nuttig zijn als vorming van meer
transducerende deeltjes gestimuleerd zou kunnen worden. De wijze
waarop PP8 de transducerende deeltjes maakt is niet bekend. Indien
door recombinatie tussen faag DNA en 't bacterieel DNA, zoals de
algemeen transducerende faag P22 van Salmonella typhimurium
{Schmieger, 1973) is dit te proberen door op de geinfecteerde cel-
len condities toe te passen waarbij de recombinatie gestimuleerd
wordt. Zoals U.V.-bestraling van de cellen en mogelijkerwijs een
korte incubatie bij 32°% waarbij de faagfuncties gestoord worden
en recombinatie meer kans krijgt.

Voorts is het aan te bevelen om de exonuclease activiteit vast te
stellen en stammen te isoleren met verlaagde nucleolytische acti-
viteit. Transductie met dergelijke stammen als acceptoren moet als
de bovengestelde hypothese juist is voor andere kenmerken dan trp
een verbeterde transductiefrequentie geven.
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HOOFDSTUK V

CONJUGATIE

V.1l INLEIDING

Conjugatie is bij bacterién de meest geschikte techniek voor
chromosoomkarteiing. De genen worden gelokaliseerd naar Jde volgorde
waarin zij de acceptorcel binnenkomen. De tijd die hiervoor nodig
is dient als maat om de onderlinge afstand aan te geven. '

De stammen die hierbij als donor eh acceptor gebrfuikt worden -
moeten zich respectievelijk als Hfr en F -stam onderscheiden.

De F+—stam, de donor, bezit een plasmide die overgedragen kan
worden naar de F -stam, de acceptor. Als er voldoende homologie
bestaat tussen het chromosoom en het plasmide kan door recombinatie
een zogenaamde Hfr stam ontstaan, waardoor het chromosoom overge-
dragen kan worden. Willen we conjugatie als karteringstechniek ge-
bruiken voor nieuw uit de natuur geisoleerde stammen dan moeten de-
ze hetzij een F-factor bezitten hetzij een F-factor over kunnen ne-
men van bekende F+—stammen.

Zijn de stammen reeds Ft dan kunnen ze op verschillende manie-
ren F gemaakt worden (zie V.3).

%zijn de stammen van nature F dan zal een F-factor geintrodu-
ceerd moeten worden uit andere stammen, die bij voorkeur zoveel
mogelijk verwant moeten zijn hoewel dit niet strikt noodzakelijk is.

Een goed overzicht van experimenten waarbij plasmide-over-
dracht verkregen werd tussen stammen met zekere verwantschap (uit
verschillende genera binnen een familie, volgens de definitie van
Bergey (1957)) en tussen stammen zonder verwantschap (uit verschil-
lende families) wordt gegeven door Jones en Sneath (1970).

Nadat uit hierna te beschrijven experimenten bleek dat PMBL-L1
van nature F is (V.3) zijn wij er toe over gegaan F-factoren over
te dragen van Escherichia coli naar Ll. In V.4 wordt de keuze van
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E. coli als heterogene plasmidedonor verantwobrd en worden de re-
sultaten besproken. Van de verkregen sexductanten werd Pseudomonas
putida F-lac getest op donor-eigenschappen. Uit de experimenten die
weergegeven zijn in V.5 blijkt dat er geen functionele F-pili ge-
vormd worden waardoor paarvorming onmogelijk wordt. In de discussie

worden suggesties gedaan hoe dit opgelost zou kunnen worden.

V.2 MATERIAAL EN METHODEN

De gebruikte stammen staan vermeld in tabel 12 en 13. De fagen
die gebruikt werden om F-pili aan te tonen waren MS2, fl en QB.
Bij titratie van deze fagen werden de volgende media gebruikt:
voor fl en Qg : LC + MgSO4 (0.1%)

Ms2 : trypton bouillon.

De samenstelling van de media werd reeds gegeven in hoofdstuk II;
afwijkingen worden apart vermeld.

Aceridine oranje behandeling: Een exponentieel groeiende cultuur
werd overgeént tot een dichtheid van + 10° cellen per ml in NB met
een pH van 7.6, Daaraan werd 50 y/ml acridine oranje toegevoegd.
Deze concentratie was voor L1 stammen optimaal bij een incubatie-
periode van 36 uur. Bij deze concentratie tfeedt nog juist groei
op van de cellen. .

Conjugatie-experimenten: de donorstammen werden opgegroeid in

NB + 0.4% glucose, zachtjes schuddend. De acceptorstammen werden
gekweekt bij de normale kweektemperaturen, 37o en 28°C resp. voor
E. eoli en P. putida. De selectieplaten waren van M9-medium met
toevoeging van selectieve C-bron, meestal lactose, en zonodig
streptomycine. Details van de experimenten worden besproken bij de
resultaten,

V.3 IDENTIFICATIE VAN DE SEX VAN DE L-STAMMEN

V.3.1 INLEIDING

Er zijn twee mogelijkheden: de L-stam is van nature F' of F .

Alleen als de stammen Ft zijn kunnen we recombinanten verwachten
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hetzij door de aanwezigheid van F -cellen, die spontaan de F-factor

verloren hebben, hetzij door de acceptor F te maken.

Er bestaan verschillende methoden om F+-cellen F_ te maken,
bijvoorbeeld:

A. het elimineren van de F-factor door de cellen te behandelen met
acridine oranje (Hirota, 1960). Deze methode berust erop dat de
replicatie van de extrachromosomaal aanwezige F-factor geremd
wordt (Stouthamer e.a., 1963).

b. Het fenotypisch F maken van de stammen door suboptimale groei-
condities toe te passen waardoor vorming van de F-pili achter-
wege blijft; of door de cultuur hard te schudden, wat resulteert
in het afbreken van de F-pili (o.a. Curtiss e.a., 1968).

c. Door Selectie van ‘F -cellen onder invlced van mutagene en bacte-
rie-dodende agentia. Er zijn diverse plasmiden, waaronder ook
sexfactoren, beschreven die de overgevoeligheid voor dergelijke

- agentia dragen. Cellen-zonder. plasmide zijn minder gevoelig
waardoor het aantal F -cellen in de cultuur bij de aanwezigheid
van dergelijke selectieve agentia toeneemt (Novick, 1969;
Salisbury e.a., 1972). Deze 'laatste methode is sterk afhankelijk
van het organisme en plasmide. Daarom hebben wij alleen de eer-

ste twee methoden toegepast.

Om de chromosoom-overdracht te stimuleren werd in enkele expe-
rimenten de donor bestraald met U.V. waarvan bekend is dat het de
recombinatie en daardoor de integratie van de F-factor in het chro-
mosoom bevérderd (Hayes, 1952; Evenchik e.a., 1969).

Chromosoom-overdracht kan ock door andere plasmiden dan de
F~factor gestimuleerd worden, mits deze plasmiden zelf uitwissel-
baar zijn (Novick, 1969). Bekend werd van Pgeudomonas putida dat
genen die specifiek zijn voor de afbraak van complexe voedings-
stoffen zoals kamfer, naftaleen, octaan en salicylzuur, soms gele-
gen zijn op plasmiden die overgedragen kunnen worden (Rheinwald
e.a., 1973; Dunn en Gunsalus, 1973; Chakrabarty, 1972; Chakrabarty
en Gunsalus, 1973). Voor het CAM-plasmide (hierop zijn de genen
voor de kamfer-afbraak gelegen) is zelfs onlangs aangetoond dat
het chromosoom-overdracht mogelijk maakt (Shaham e.a., 1973). We-
gens dé specificiteit van de atr-genen die de afbraak van atropine
mogelijk maken en de koppeling die waarschijnlijk bestaat tussen
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de genen (hoofdstuk II), werd ook de mogelijkheid onderzocht of de
L-stammen een ATR-plasmide bevatten.

V.3.2 RESULTATEN

V.3.2.1

Om te onderzoeken of de PMBL-L-stam van Pseudomonas putida
F+ of F~ is werden kruisingen uitgevoerd waarbij L1 (wilde type)
en L49 (ade) als donors werden gebruikt.
Als acceptor werden L73 (his, Zlv, etr) en L90 (cys, pro, str) geno-
men. Geselecteerd werd voor recombinanten voor elk van de auxotrofe
kenmerken #is, Zlv, cys en pro. Voor contraselectie van de donor
werd streptomycine in de platen toegevoegd. Voor L49 als donor was
de adenine-behoefte een extra beperking., . . .

Alleen als de stammen F+ zijn kunnen we recombinanten verwach-
ten.
In ecerste instantie werden de kruisingen uitgevoerd zonder speciale
behandeling van donor en acceptor.
Daarnaast werden in enkele experimenten de acceptor-stammen eerst
behandeld met acridine oranje om de eventuele F-factor te verwijde-
ren; of zij ondergingen een behandeling om de stam fenotypisch F
te maken (uit laten groeien tot stationaire fase onder heftige
aeratie). Deze behandelingen werden ook gecombineerd toegepast.
De donorcellen werden zonder behandeling gebruikt ervan uitgaande
dat in een cultuur van de F'-cellen in een zeker percentage van de
cellen de F~-factor geintegreerd is en dus in staat is tot chromo-
soom-overdracht.
Tevens werd de donorcultuur met U.V. bestraald, tot + 50% overle-
ving, om de integratie van een aanwezige F-factor in het chromo-
soom en daardoor chromosoom-overdracht te stimuleren.

Bij al deze kruisingen kon geen enkele recombinant gevonden
worden zodat geconcludeerd moest worden dat de L-stammen van
P, putida geen F-factor bevatten.

V.3.2.2
Om aan te tonen of de L-stammen mogelijkerwijs een ATR-plas-
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mide bezitten werd geprobeerd dit plasmide te verwijderen met be-
hulp van acridine oranje en mitomycine C (Dunn en Gunsalus, 1973).
De gevoeligheid voor mitomycine C ligt voor Ll bij 5 y/ml. De proef
werd gedaan met 5 y en 10 y per ml. Het aantal geteste kolonies was
per concentratie zowel voor acridine oranje als voor mitomycine C,
en in de controle, voldoende om een eliminatie-frequentie van 0.5%
en hoger aan te kunnen tonen. De opgegeven frequentie is voor het
CAM- en NAH-plasmide spontaan resp. 0.01% en 0.2% en met mitomycine
C 1 - 10% voor beide afhankelijk van concentratie en stam (Rhein-
wald e.a., 1973; Dunn en Gunsalus, 1973).

Zowel spontaan als na behandeling met de twee agentia, werden
geen kolonies gevonden die het vermogen om op atropine te groeien
verloren hadden,

Ook hebben wij geprobeerd een plasmide aan te tonen door
scheiding van het bacterieel en het eventueel aanwezige plasmide-
DNA door centrifugatie in een CsCl-gradient. De cultuur werd voor
de isolatie van het DNA gekweekt in M9-medium met atropine als
C-bron, zodat verwacht mag worden dat alle cellen het plasmide heb-
ben. Als referentie en controle werd een monster van het L1-DNA
meegenomen gemengd met een fractie T4-DNA waarvan de p 1.698 g/cm3
is. Het L1-DNA onderscheidde zich in een aparte piek van het
T4-DNA met een dichtheid van 1.721 g/cm3. De piek was symmetrisch
van vorm, zodat geen kleine fractie met een gering verschil in
dichtheid aanwezig was. Ook werd geen extra piek voor DNA van een
plasmide gevonden zodat of de dichtheid van het plasmide-DNA over-
eenkomt met het chromosomale-DNA, of er is geen plasmide aanwezig.

Op grond van de beschreven experimenten (V.3) zijn wij tot de
conclusie gekomen dat de L-stammen F zijn en geen ATR-plasmide,
dat mogelijkerwijs naar analogie van het CAM-plasmide chromosoom-
overdracht mogelijk had kunnen maken, bevat.

Vervolgens zijn wij er toe overgegaan een F-factor van een
andere, heterogene stam over te brengen.
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V.4 OVERDRACHT VAN F-FACTOREN VAN ESCHERICHIA COLI NARR PSEUDOMONAS
PUTIDA

V.4.1 INLEIDING

Het zoeken naar een bacteriestam als F-donor voor Pseudomonas
putida liet niet veel keus. Van Pseudomonas aeruginosa als redelijk
verwant aan P. putida was overdracht van sexfactoren naar P. putida
nog niet gelukt (Holloway e.a., 1971). De interspecies—-overdracht
van het CAM-plasmide is onlangs beschrevén (Shaham e.a., 1973) maar
was niet meer relevant voor ons onderzoek.

Bekend is dat overdracht van plasmiden tussen Escherichia coli en
Pseudomonas mogelijk is (Lebek 1963; Sykes en Richmond, 1970). Be-
langrijk is daarbij dat na een geslaagde terugkruising van P. pu-
tida naar E. coli de experimentele mogelijkheden met E. coli het
grootst zijn.

Een ander aspect waardoor E. eoli als F-donor aantrekkelijk is, is
de mogelijke toepasbaarheid van faag Mu bij de integratie van de
F-factor in het chromosoom in P. putida, zoals beschreven is voor
E. coli (van de Putte en Gruijthuijzen, 1972). De colifaag Mu ken-
merkt zich door recombinatie met het chromosoom zonder een duide-
lijk herkenbare homologie. Als gevolg hiervan kan deze faag overal
in het chromosoom integreren.

De Graaff e.a. (1973) hebben deze eigenschap van Mu toegepast om
Hfr-stammen te verkrijgen uit Citrobacter feundii stammen die een
F-factor van E. coli hadden overgenomen en waarin bij gebrek aan
homologie tussen het colZ DNA en het Citrobacter chromosoom de
F-factor niet vanzelf in het chromosoom integreerde. Op deze wijze
is conjugatie in C<trobacter mogelijk geworden.

Aangenomen dat paarvorming tussen E. coli en P. putida tot
stand kan komen dan zal de F-factor waarschijnlijk onderworpen
worden aan gastheerrestrictie. Een aanmerkelijke verlaging van het
aantal sexductanten is hierdoor te verwachten tot beneden het waar-
neembare niveau (Jones en Sneath, 1970; de Graaff, 1971).
Eisenstark (1965) beschrijft hoe onder invloed van het mutageen-
agens NG de frequentie van de kruising tussen E. coli en Salmonella
typhimurium toeneemt door gelijktijdige selectie van Res mutanten
(Middleton en Mojica-a, 1971).
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Om de restrictie-barriére te overwinnen werden de meeste experimen-

ten uitgevoerd met toevoegen van NG.

V.4.2 RESULTATEN

V.4.2.1 Overdracht van F-lac, F-gal en F-lac (Mu—lcts62)

Omdat een mogelijke overdracht van de F-factoren zeer waar-
schijnlijk met een lage frequentie zal plaats vinden, werden stam-
men van Escherichia coli uitgezocht met F-factoren waarop de genen
voor de afbraak van lactose of galactose gelegen zijn waardoor het
mogelijk is voor overdracht te selecteren. Deze suikers worden door
Pseudomonas putida niet afgebroken. Indien putida~stammen na krui-
sing Lac® of Gal+ zijn geworden dan kunnen ze als kruisingsproduk-
ten beschouwd worden.

De donor, E. ceoli, werd gekweekt bij 33°C tot midden logfase;
de acceptor P. putida bij 28°C eveneens tot midden logfase. De donor
en acceptor werden gemengd in een verhouding 3 : 1 resp. en geincu-
beerd bij 33°C, stilstaand gedurende 60 minuten. Na incubatie wer-
den de cellen uitgeplaat op M9-medium met lactose of galactose als
C-bron en eventueel met toevoeging van streptomycine in de concen-
tratie van 200 y/ml. Parallel werden platen bij 28° en 33°%C geincu-
beerd.

De NG-behandeling werd op twee manieren uitgevoerd:

1. L1 als acceptor werd vooraf behandeld met NG zoals is beschreven
in hoofdstuk II en 's nachts geincubeerd; de volgende dag over-
geént en gekweekt voor kruising.

Als donor werden gebruikt KMBL 1144 (F-gal), KMBL 1911
(F-lac) en KMBL 1948 (F-gal). Met een frequentie van + 1 x 10
per acceptor werden van elk van de kruisingen sexductanten gelso-
leerd zowel Lac+ als Gal+. Deze verworven eigenschappen gingen

8

bij verder kweken niet verloren.

2. De kruising werd eerst uitgevoerd. Als acceptor werd L1 gebruikt
als donor KMBL 283 (F-lae).
Pas na het uitplaten werd NG toegevoegd op een filter als een
verzadigde oplossing.
Na 10 dagen verschenen concentrisch om de filters kolonies. De
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grootste werden op Lac-platen doorgestreken waarna na 48 uur
normale kolonies verschenen (d.w.z. vergelijkbaar met wilde type
kolonies na 24 uur op glucosemedium).

Enkele van deze kolonies segregeerden in grote en kleine
kolonies. De grote werden 1 - 2 maal doorgestreken en waren
daarna stabiel. Zes van deze Lac'-sexductanten ( 201 t/m 206)
werden getest op putida—eigenschappen. De stammen waren gevoelig
voor PP8, groeiden op atropine en waren ongevoelig voor A-vir en
moeten dus beschouwd worden als P. putida's die de Lac+-eigen-

schap van E. coli hebben gekregen.

Op aezelfde wijze werden L73 en L226 gekruist met KA441
(F-lae (Mucts)). Van beide kruisingen werden Lac+ kolonies geiso-
leerd die resistent waren voor A-vir en gevoelig voor PP8. Zij
groeiden op atropine, terwijl de kruisingsproducten van L73 daar-
bij kis en ilv gebleven waren.

De putida F-lac-stammen werden bij verdere experimenten ge-
bruikt.

V.4.2.2 Acridine-gevoeligheid voor P. putida F-lac

201 t/m 206 werden behandeld met acridine-oranje en getest
op verlies van de Lac+-eigenschap. Vijf van de zes stammen verlo-
ren met een frequentie voor 2 - 22% het vermogen om op lactose te
groeien. Spontaan ligt dit percentage beneden de 0.5% indien de
stam op NB aangehouden wordt.

V.4.2.3 Overdracht van F-lac van KMBL 283 naar gecureteerde P. pu-

tida F-lac stammen

Als onder invloed van NG in de eerste kruisingen restrictie
negatieve mutanten zijn ontstaan waarin de F-lac tot expressie kon
komen dan verwachten we een aanzienlijk verschil in de frequentie
bij de overdracht van de F-lac naar Ll en naar gecureteerde putida
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F-lac stammen.

Vergeleken werd de overdracht van de F-factor van KMBL 283
naar L1 en naar de gecureteerde putida F-lac stammen (2111 t/m 2151,
zie tabel 2) zonder NG toe te voegen.

Omdat mogelijkerwijs paarvorming tussen E. coli en de zeer beweeg-
lijke P. putida in vlioeistof cultures zeer slecht tot stand komt,
werd bij deze kruisingen het mengsel van de beide stammen afgefil-
treerd over een millipore-filter van 0.45 mu. De filters met cellen
werden geincubeerd op NB + 0.4% glucose-platen bij 33°C. Daarna
gesuspendeerd en uitgeplaat op selectieplaten. Op deze wijze werd
bij de kruising 283 x 2141 een verbetering verkregen van de over-
drachtfrequentie met een factor van ongeveer 4 ten opzichte van
het incuberen in suspensie gedurende 60 minuten. Verlenging van de
incubatietijd tot 120 minuten gaf een maximale verbetering met een
factor 10.

Bij de krﬁisingen uitgevoerd op filters met 120 minuten incu-
beren lagen de fregquenties van de overdracht van F-Zae van KMBL283
naar 2111 t/m 2151 tussen 4 x 1077 en 3 x 107°
voor de overdracht van F-Zlae naar Ll bij 1 x 10

Onder deze verbeterde omstandigheden blijkt de overdracht van
de F-lac naar L1 spontaan dus zonder NG, al redelijk hoog te zijn
en bijna vergelijkbaar met interspecies overdracht van plasmiden

per acceptorcel en

7 per acceptorcel.

(Rheinwald e.a., 1973) in Pseudomonas.

Door de gecureteerde P. putida F-lac stammen &als acceptors te
gebruiken in kruisingen met KMBL283 als donor wordt dus de frequen-
tie ten opzichte van L1l als acceptor 4 - 30 maal verbeterd. De
restrictie die L1 uitoefent op het colZ-DNA is dus niet groot, het-
zij dat het modificerend vermogen erg groot is en de overhand
heeft, hetzij dat er geen of nauwelijks restrictie uitgeoefend
wordt.

De overdracht van F-factoren van E. coli naar P. putida heeft
ongeacht de lengte van het plasmide geen problemen ‘gegeven. De fre-
duentie blijkt zelfs redelijk te zijn. De overgedragen F-factor
blijkt als een extrachromosomaal element in de putidacel te blijven
bestaan. De nieuw verworven eigenschap om lactose 'als C-bron te
kunnen gebruiken komt redelijk tot expressie zij het dat een groei-

vertraging ten opzichte van de groei op glucose waarneembaar is.
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In het volgende gedeelte werden de donoreigenschappen van en-

kele P. putida F-lac stammen getest.

V.5 P. PUTIDA F-LAC ALS DONOR
V.5.1. INLEIDING

Enkele van de verkregen sexductanten P. putida F-lac werden’
getest om hun vermogen om als donor te fungeren in kruisingen met
P. putida zelf en met Escherichia coli.

De kruisingen hadden geen positief resultaat.

De colifagen MS2, QB en fl, die specifiek adsorberen aan
F-pili werden gebruikt om aan te tonen of de putida F-lac stammen
wel functionerende pili maken. Functionerende F-pili zijn een sine

gua non voor een donorstam om een kruising te doen plaats vinden.

V.5.2 RESULTATEN
V.5.2.1 Kruisingen met P. putida ale acceptor

Als acceptoren voor de kruisingen werden 173, 200 en 226 ge-
bruikt. De kruisingen werden uitgevoerd op membraanfilters zoals
beschreven in V.4.2 .3 en met streptomycine in de selectieplaten
als contraselectie voor de donor. 226 is een gecureteerde F-lac
stam die voor de selectie bij de kruising resistent tegen strep-
tomycine gemaakt is. 226 onderscheidt zich van L73 en 200 door de
isolatie als putida F-lac onder invloed van NG als een Res .

Indien de van E. coli overgenomen F-factor in L1l gemodificeerd
is tot herkenbaar putida-DNA, dan zijn met alle drie acceptoren
kruisingsproducten te verwachten met een redelijke frequentie.

Is het coli-DNA niet gemodificeerd en blijkbaar niet onderhe-
vig aan restrictie in de L-stammen dan kunnen eveneens met redelij-
ke frequentie kruisingsproducten verwacht worden. In beide situaties
gaan we er van uit dat paarvorming geen probleem is. Sexductanten
werden echter niet gevonden. Restrictie kan hierbij geen rol spelen,

dus moet paarvorming moeilijk gaan. 65



V.5.2.2 Kruisingen met Escherichia coli als acceptor

Bij een lage overdracht moeten wij er zeker van zijn dat de
geselecteerde kolonies geen terugmutanten zijn van de acceptor.
Als acceptor werd KMBL1224 uitgezocht, die een deletie bezit voor
lae. Tevens werd gekruist met E. colZ C die zich kenmerkt door van
nature het restrictie-modificatiesysteem te missen.

Met beide coli-stammen werden geen sexductanten gevonden.

Om twee redenen kan de kruising niet gelukt zijn:

: door restrictie; en 2: door het uitblijven van paarvorming.

1. Is in P. putida het coli-DNA gemodificeerd dan is bij terug-
kruising naar E. coli de F-lac van putida aan restrictie onder-
hevig. Uit de negatieve resultaten van de kruising met E. colt
blijkt dat het falen van de kruising niet te wijten is aan
restrictie. Dit bleek ook al uit de kruisingen met putida zelf.

2. Gezien de resultaten met de kruisingen tussen de putide-L-stam-
men zelf is het mogelijk dat paarvorming tussen donor en accep-
tor moeilijk is. Dit kan geweten worden aan verschil in struc-
turele eiwitten van de celwand van E. coli? en P. putida waar-
door onder invloed van de coli F-factor geen goede F-pili ge-
maakt kunnen worden in de putida-cel. Waarbij tevens verslech-
tering van de genexpressie van coli genen in de putida-cel een:
negatieve invloed heeft op de opbouw van de F-pili. (Hierop

wordt nader ingegaan in de discussie (V.6)).

De oorzaak van het niet kunnen isoleren van kruisingsproduc-
ten werd gezocht in het niet functioneren van F-pili.

V.5.2.8 Controle op aanwezigheid van F-pili

Met fagen die specifiek adsorberen aan F-pili werd de aanwe-
zigheid van F-pili aan de putida F-lac detest. Gebruikt werden de
coli-fagen MS2, Qg en fl. De eiwitten die gecodeerd worden door
gastheer vreemd DNA, zoals in onze proeven coli-DNA in een putida-
cel, blijken structureel geen verandering te ondergaan en daardoor
lijkt het zeer waarschijnlijk dat de daaruit opgebouwde structuren
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zoals F-pili evenmin van het oudertype zullen afwijken. Toch zijn
kleine veranderingen_aangetoond in de F-pili in hybride cellen (zie
voor overzicht Meynell e.a., 1968). Een geringe doch ingrijpende
verandering is direkt waar te nemen aan afname in adsorptievermogen
van de fagen, waardoor plagque—-vorming en faagvermenigvuldiging be-

invloed worden. Deze drie aspecten hebben we getest.

V.b6.2.3.1 Plaquevorming

Op een dun gegroeid dek van een aantal F~lgc stammen van puti-
da en de controles (L1 en KMBL283) werden faagsuspensie gedruppeld

10 p.f.u. per ml. Geincubeerd werd zowel

met een concentratie van 10
bij 28° als 33°c. Alleen op de controleplaten van KMBL283 was lysis

te zien.

V.5.2.3.2 Adsorptie

Adsorptie werd getest met 220 en KMBL283. Het infectiemengsel
werd 20 minuten geincubeerd bij 33°C, daarna direkt 1 : 100 maal
verdund in medium + 0.01 M KCN, en afgecentrifugeerd; het superna-
tant werd verder verdund en getitreerd op KMBL283 als indicator.
De resultaten staan in tabel 14.

Hieruit kunnen we concluderen dat geen van de drie fagen ad-
sorbeert aan P. putida F-lac 220. De kleine variatie ten opzichte
van de controle valt binnen de meetfouten. )

V.5.2.3.3 Faagvefmenigvuldiging

De faagvermenigvuldiging werd getest door de specifiek aan
F-pili adsorberende faag MS2 gedurende enige tijd te incuberen met
P, putida F-lac.

MS2 werd met een m.o.i. van 0.1 gemengd met vijf putida F-lac
stammen,en met L1 en KMBL283 als controlestammen. Gedurende 15 uur
werden de mengsels geincubeerd bij 33%%.
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Na incubatie werden de mengsels afgecentrifugeerd; het super-
natant werd 15 minuten geincubeerd met chloroform en daarna verdund
en getitreerd met KMBL283 als indicator en de stammen zelf. De ti-
ters van de culturen en de toename ten opzichte van de controle
zonder bacteri®n staan hieronder weergegeven. Voor titratie op
KMBL 283 met de stammen zelf als indicator werden geen: plaques ge-
vormd (zie tabel 15).

TABEL 14

Titers van de supernatanten van de infectiemengsels
en controle (alleen faag + medium) na 20 min. adsorptie.

Super= QB £1 MS,
natanten - _— ———

p.f.u/ml adsorptie p.f.u/ml adsorptie p.f.u/ml adsorptie

Z 4 Z
6 6 7
controle 8.5 x 10 0 4 x 10 0 2.8 x 10 0
283 + faag 1.0 x 108 89 3.5 x 10° 91.2 8 x10° 71.5
220 + faag 8 x 10° 6 4 x 10° 0 3 x 10 0
TABEL 15

Titers van culturen geinfecteerd met MS; na 15 uur incuberen bij 33°C; ge~
titreerd op KMBL 283.

bacteriestam titer toename

t.o.v. controle

controle (MSo + medium) 7 x 106 1.0
204 1.2 x 107 1.7
226 9 X 106 1.28
210 7.8 x 106 1.1
7B 1.2 x 107 1.7
Ll 7 b 106 1.0
11 4
KMBL 283 2,2 x 10 3.1 x 10
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Uit deze resultaten blijkt dat MS2 zich niet heeft kdnnen ver-
menigvuldigen op P. putida F-lac.

De kleine toename van 1.0 tot 1.7 die in enkele gevallen geme-
ten werd (zie tabel 15) zou afkomstig kunnen zijn van een enkele

LacTcel in de cultuur die herkenbare F~pili maakt.

Het 1lijkt ons gerechtvaardigd uit de proeven te concluderen
dat de P, putida F-lac stammen geen goede F-pili maken, zodat het
noodzakelijke contact tussen de donor en acceptorcellen niet tot

stand kan komen. Het falen van.de kruisingen is hieraan te wijten.

V.6. SAMENVATTING EN DISCUSSIE

De L-stammen blijken geen F~factor (in 't algemeen sexfactor)
te bezitten die gebruikt kan worden voor chromosoomoverdracht.
Evenmin blijken de atr-genen op een plasmide gelokaliseerd te zijn
dat analoog aan het CAM-plasmide (Shaham e.a., 1973) chromosomale
genen kan transporteren.

Het blijkt mogelijk van Egcherichia coli naar Pseudomonas
putida een F-lae, F-gal, Fis-lae, Fts-gal of een F~laci(Mu-lectsé?2)
episoom over te dragen. De F-lac stammen zijn verder onderzocht.

De frequentie waarmee van KMBL283 de F-lae factor overgedra-
gen kon worden naar putida-stammen was vergeleken met de frequen-
ties opgegeven voor kruisingen binnen de Enterobacteriaceae (de
Graaff, 1971; Chatterjee e.a., 1972) en binnen Pseudomonas (Dunn
en Gunsalus, 1973; Rheinwald e.a., 1973) niet laag. Het effect van
NG op de overdracht was veel geringer dan verwacht werd. Rekening
moet gehouden worden met de waarschijnlijkheid dat L1 verminderd
Res' is of Res” is.

Restrictie en modificatie eigenschappen kunnen pas gedetec-
teerd worden bij verdere kruisingen tussen de putida'’s onderling
en bij terugkruisingen naar E. colz.

De overdracht van F-lae van de putida Lactstammen naar Lac -
stammen bleek onmogelijk te zijn door 't ontbreken van functione-
rende F-pili,

Adsorptie van MS2, fl1 en Q8, F+ specifieke-fagen, aan Lac+ putida-
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cellen kon niet worden vastgesteld. Evenals de lac-genen die tot
expressie moeten komen om te kunnen groeien op lactose, zullen
waarschijnlijk ook de structurele genen voor de F-pili die ook op
de F-factor liggen, tot expressie gebracht worden.

Hoewel er niet veel bekend is over de expressie van structu-
rele donorgenen in hybride stammen is er voldoende aanleiding om
te stellen dat de donorfuncties in meer of mindere mate afhanke-
lijk zijn van de gastheer-hybride en daardoor minder efficient tot
uitdrukking komen dan in de oorspronkelijke stam (Meynell e.a.,
1968; Jones en Sneath 1970). Met name is er een negatief effect
geconstateerd bijvoorbeeld op de nitraat-inbouw en acetyleen-re-
ductie in hybriden van Klebsiella pneumonia en Escherichia coli
(Dixon en Postgate, 1972), op de vorming van B-galactosidase in
Proteus-hybriden na overdracht van F-lac uit Escherichia col<
(Falkow e.a., 1964). De vorming en functie van F-pili kan negatief
beinvloed worden (Falkow e.a., 1964; de Haan e.a., 1963). Tevens
kunnen er deleties ontstaan in 't gastheer vreemde DNA zoals is
vastgesteld voor het lacy-gen in Shigella~hybriden (Brenner en
Falkow, 1971).

Genexpressie is afhankelijk van de specificiteit van het
gastheer RNA-polymerase voor de promotor sites, die uitgeocefend
wordt door de cofactor ¢ (Burgess, 1969). Het hierbij betrokken
RNA-polymerase is voor P. putida ATCC 12633 beschreven door
Johnson e.a. (1971). Enige overeenkomst in structuur tussen de
core-enzymen van E. coli en P, putida werd aangetoond, terwijl
ook duidelijke verschillen gevonden werden. Het putida RNA-polyme-
rase gaf in vitro met T4 DNA een 5 - 6 maal minder efficiénte RNA-
synthese dan met DNA van faag gh-1 die ATCC 12633 als gastheer
heeft.

Het is dus niet onwaarschijnlijk dat in P. putida F-lac stammen de
transcriptie van het coii—DNA door het putida-polymerase ineffi-
ciént plaats vindt.

Een aanwijzing hiervoor werd verkregen na het overbrengen
van de F-lae(Mucts) van KA 441 naar de L-stammen L73 en 226.
Onder omstandigheden dat de F~lac{Muctg) tot expressie moest komen,
dus op platen met lactose als voedingsbron, zagen de kolonies er
altijd uit alsof ze gedeeltelijk lyseerden. Op media met andere
C-bronnen zagen ze er homogeen uit. Het lijkt er dus op dat in de
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putida—-cel geen goede immuniteit verkregen wordt doordat er onvol-
doende repressor gemaakt wordt. Daarnaast lukte het niet om fagen
te isoleren. Bij titratie van Mu op L1 om een gastheermutant te
isoleren, werden "plaques"” gevormd waaruit geen fagen geisoleerd
konden worden. Dus behalve een slechte aanmaak van repressor, wordt
eveneens een te laag niveau van andere Mu-enzymen bereikt waardoor
geen goede fagen geproduceerd worden. De cellen gaan dood door een
soort "un-balanced growth".

Bij een trage adsorptie wvan MS2, waardoor in 20 minuten geen
adsorptie aangetoond kon worden, aan de putida F-lac cel die be-
moeilijkt wordt door slechte F-pili, is het mogelijk dat faagver-
menigvuldiging niet aangetoond kon worden door verminderde gen-
expressie. Tevens is de vertraagde groei op lactose een aanwijzing
voor een laag enzym niveau.

Het ontbreken van of niet functioneren van de F-pili kan een
structurele oorzaak hebben doordat geen evenwichtige productie van
de structurele eiwitten plaats vindt.

Behalve de slechte genexpressie kan een bijkomende oorzaak
een verschil in celwandstructuur zijn tussen P. putida en E. colti,
waardoor de coli~eiwitten eenvoudig niet passen in de celwand van
P. putida. Ook hierdoor kan de structuur van de F-pili zodanig ver-
stoord zijn dat de functie verloren is gegaan.

Aangezien er geen restrictie voor het coli-DNA binnen de puti-
da-cel wordt uitgeoefend, is het overdragen van F-factoren met &é&n
of meerdére genen geen probleem. Deze barriére die gevormd wordt
door de specificiteit van het RNA-polymerase en mogelijk ook van
de celwand-samenstelling kan opgelost worden door P. putida gene-
tisch te belnvloeden.

Met de F-factor als een soort paard van Troje, zouden coli-genen
voor het RNA-polymerase overgedragen kunnen worden van E. coli
naar P, putida. Verwacht wordt dat door het coli-RNA-polymerase de
expressie van de coli—-genen zoveel verbeterd wordt, dat onder an-
dere goed functionerende F-pili verkregen worden.

Spontane integratie van de coli-F~factor in het chromosoom is
nauwelijks te verwachten in P, putida, daar dit ook niet gebeurde
in de meer aan E. coli{ verwante bacteriesoort Citrobacter freundii
(de Graaff e.a., 1973). Door ook in P. putida kunstmatig via faag
Mu homologie aan te brengen tussen de F-factor en het chromosoom
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HOOFDSTUK VI

MUTATIEKARTERING‘IN SYNCHRONE CULTURES

VI.1 INLEIDING

Transductie als karteringstechniek is alleen geschikt voor
zeer kleine dgebieden van het chromosoom. Daarom werd tevens een
methode bestudeerd waarmee over het gehele chromosoom genen gelo-
kaliseerd konden worden. In het voorgaande hoofdstuk werden proe-
ven beschreven waarmee conjugatie in Pseudomonas putida mogelijk
moest worden. Uit de bereikte resultaten bleek dat in ieder geval
op korte termijn geen conjugatie mogelijk zou zijn. Daarom werd
nagegaan of mutatiekartering in synchrone cultures voor P. putida
toepasbaar zou ziijn.

Deze methode is gebaseerd op de eigenschap van het mutagene
agens N-methyl-N'-nitro~-N-nitrosoguanidine (NG) om bij voorkeur in
te werken op het DNA op de plaats waar de replicatievork zich be-
vindt zoals is aangetoond door Cerda-Olmedo e.a. (1968).
Toepassing van een NG-behandeling op monsters van een synchroon
groeiende cultuur, genomen met kleine tijdsintervallen na elkaar,
resulteert in een verhoging van de mutatiefrequentie wvoor dat gen
dat gerepliceerd wordt op het moment van monsteren. In volgorde
van de verhoogde terugmutatiefrequenties kunnen de overeenkomstige
mutaties gerangschikt worden ten opzichte van de replicatietijd.

Deze techniek voor genlokalisatie is beschreven voor bacterién:
_Escherichia coli (Cerda-Olmedo e.a., 1968; Ward en Glaser, 1969;
Newton e.a., 1972), Staphylococcus aureus (Altenbern,1966),
Streptococcus faecalis (Stone Hill, 1966); en algen: Anacystis
nidulans (Asato en Folsome, 1970) en Chlorella (Wanka en Moors, 1970).
De toepasbaarheid blijkt algemeen te gelden voor micro-organismen
waarin chromosoom-replicatie te synchroniseren is.

Voor Pseudomonas putida is nog geen synchronisatietechniek be-
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schreven. De verscheidene synchronisatie procedures voor E. colt
zijn niet allemaal geschikt voor mutatiekartering.

Twee procedures die bruikbaar zijn worden beschreven door
Brostrom en Binkley (1969) en Ward e.a. (1970). Met beide metho-
den werd bij E. coli goede synchronisatie verkregen gedurende meer-
dere generaties in een cultuur waarin de celdichtheid hoog genoeg
was om terugmutatiefrequenties te kunnen bepalen.

Brostrom beschrijft synchronisatie door middel van FPA, parafluor-
phenylalanine, een aminozuuranaloog van phenylalanine. De inbouw
van FPA in plaats van phenylalanine in eiwitten verstoort indirekt
de DNA-synthese zodanig dat geen nieuwe replicatiecyclus in de cel-
len geinitieerd wordt. Na verwijdering van FPA begint de DNA-synthe-
se synchroon in alle cellen bij de ocorsprong van replicatie
(Carpenter en Binkley, 1968).

Ward beschrijft synchronisatie door middel van nalidixinezuur, NAL.
NAL werkt direkt en alleen in op de DNA-synthese waardoor deze
specifiek geremd wordt (Goss e.a., 1964, 1965; Winshell en Rosen-
kranz, 1970). Het overbrengen van de met NAL behandelde cellen in
vers medium zonder NAL resulteert in een synchrone initiatie van
een nieuwe replicatiecyclus als de incubatie met NAL voldoende

lang geweest is. Dat wil zeggen dat de incubatie moet duren tot en
met het moment waarop normaliter initiatie op zou treden. Bij ini~
tiatie van een nieuwe replicatievork gaat de geblokkeerde oude re-
plicatievork niet verder (Ward e.a., 1969, 1970). Beide chemicalién
hebben het voordeel dat alle stammen op een vergelijkbare manier
tot synchrone groei gebracht worden.

Met Pseudomonas putida L-stammen hebben we zowel met FPA als
met NAL synchronisatie kunnen bereiken. In VI.3 wordt de synchro-
nisatie met FPA behandeld. De toepasbaarheid van NAL wordt bespro-
ken in VI.4,.

Na de bepaling van de optimale condities voor de NG-behandeling
(VI.5) wordt de mutatiekartering in cultures die met NAL gesynchro-

niseerd waren beschreven (VI.6).

VI.2 MATERIAAL EN METHODEN

Chemicalién: FPA (parafluorphenylalanine) werd opgelost in water
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2M als stockoplossing die bewaard werd

tot de concentratie van 10~
bij -20°c.
NAL (nalidixinezuur) werd direct voor het gebruik opgelost in
0.1 N NaOH (vlgs. Hane 1971) in de concentratie van 2 mg/ml.
Stammen: de stammen die gebruikt werden staan vermeld in VI.3 t/m
VI.7.
Synchronisatie: de procedures voor het verkrijgen van synchronisa-
tie worden behandeld in VI.3 en VI.4.

De controle op synchronisatie gebeurde met een PDP8 DEC-compu-
ter op de volgende wijze:
Te verwachten is dat door synchronisatie de groeicurve (log N/t)
sprongsgewijs verloopt. De generatiecycli zijn door een gelijk-
blijvend aantal cellen per cyclus te herkennen aan plateau's, die
door gelijktijdige deling met een factor 2 onderling verschillen.
De methode is erop gebaseerd dat plateau's zich kenmerken door
lineariteit zonder regressie. De berekening is afgeleid van Hald
(1959). De eis werd gesteld dat bij synchronisatie de groeicurve
in significant verschillende plateau's verdeeld wordt, die de duur
van. een generatiecyclus hebben.
DNA-bepaling: De colorimetrische bepaling van het DNA gebeurde met
de diphenylamine-reactie volgens Burton (1956). De celmonsters wer-
den hiertoe voorbereid op de manier beschreven door Lindgquist (1971)
voor de radiometrische bepaling van H3DNA in E. col? cellen. Voor
de diphenylamine reactie werd aan de suspensies na hydrolyse van
RNA in 0.1N NaOH albumine tot 0.4% eindconcentratie toegevoegd en
daarna aangezuurd door toevoeging van een gelijk volume 14%-ige PCA.
De suspensies werden gecentrifugeerd en de pellets volgens voor-
schrift verder behandeld. Voor het bepalen van de extinctie werden
de monsters gecentrifugeerd en de supernatanten doorgemeten bij
595nm en 650nm. De extinctie bij 650nm werd bepaald om de extinctie
door zeer fijne deeltjes die nog in de supernatanten achterbleven
te meten. Uitgezet werd de extinctie bij 595nm verminderd met de
E650, aangegeven met E(595-650).

75



VI.3 SYNCHRONISATIE DOOR FPA

VI.3.1 INLEIDING

In eerste instantie werd FPA gebruikt om te synchroniseren.
Dit gebeurt in synthetisch medium.

Voor Eschericehia coli is incubatie gedurende 80 minuten met
1073
van de cellen in medium zonder FPA wordt de DNA-synthese synchroon

M FPA voldoende om de DNA-synthese te remmen. Na overbrengen

geinitieerd. Zowel de DNA-synthese als de celgroei starten onmid-
dellijk zonder lag-fase en blijven drie generaties synchroon. Er
worden geen lethale bij~effecten beschreven (Carpenter en Binkley,
1968; Brostrom en Binkley, 1969).

Van Pseudomonas putida stam PMBL-L werd eerst de gevoeligheid
voor FPA bepaald. Hierop werd gebaseerd welke concentraties en in-
cubatietijd voor synchronisatie toegepast konden worden.

De proeven 2zijn gedaan met PMBL-L1l, waarvan alle gebruikte mutan-
ten zijn afgeleid. '

VI.3.2 WERKWIJZE

De bacterién werden vooraf gekweekt in M9-medium, waaraan
3 x 10—5M phenylalanine toegevoegd was. Phenylalanine werd toege-
voegd om de synthese van phenylalanine te drukken met de bedoeling
dat FPA na toevoegen dan sneller opgenomen zou worden. Bij een
celdichtheid van + 5 x 108

overgeént in medium zonder phenylalanine. Om eerst de phenylalanine

cellen per ml werd de cultuur 1 : 2

in de cel op te laten maken werd pas na 15 minuten FPA toegevoegd.
Na incubatie met FPA werd de cultuur afgefiltreerd over een 0.45 my
Millipore-filter en gewassen met M9, De cellen werden van het fil-
ter geresuspendeerd in M9-medium 1 : 10 verdund en, nadat phenyl-

5

alanine toegevoegd was tot 3 x 10 "M, verder gekweekt. Gedurende

de hele proef werd de OD700 gevolgd.
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Figuur 9. Controle op de gevoeligheid van L1 voor FPA,

A. Het verloop van de ODyppg onder invlioed van FPA vergeleken met
die van een controle zonder FPA.

B, De verandering van het aantal kolonievormende cellen onder in-
vlioed van FPA gemeten gedurende 150 minuten.

Op t = 0 werd asan_drie parallel culturen FPA toegevoegd in drie

concentraties: 10 3, 3 x 10 % en 10 % M, Er werd geen verschil in

de gevoeligheid gemeten voor deze concentraties.
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VI.

VI.

a.

78

3.3 RESULTATEN

3.3.1 Gevoeligheid voor FPA

Om de optimale concentratie voor de synchronisatie te bepalen
werden drie culturen met verschillende concentraties FPA gein-
cubeerd resp. 10_2, 1073

is &&n delingstijd). Gekeken werd naar het hervatten van de

en 10—4M, gedurende 80 minuten (dit

groei na overbrengen in medium zonder FPA. In figuur 8 zijn de
resultaten weergegeven. Uit de groeicurves voor de drie ver-
schillende concentraties blijkt dat in tegenstelling tot E. col<
bij P. putida:
1. een lag-fase optreedt die afhankelijk is van de concentratie;
gemgten werd voor 1074M een.%ag-fase van 30 minuten, voor
10

2. als de groei hervat wordt blijkt de verdubbelingstijd gedu-

M 60 minuten en voor 10 “M 150 minuten.

rende enige tijd langer te zijn dan normaal (+ 1% x). Concen-

4M werden niet bestudeerd omdat al uit

traties lager dan 10
voorlopige proeven gebleken was dat bij 10_4M al geen syn-
chronisatie optrad (zie VI.3.3.2). Wegens de lange lag-fase
zijn concentraties hoger dan 10_3M niet bruikbaar voor syn-
chronisatie.
Bekeken werd of 80 minuten incuberen met FPA een reéle tijd is
om groeistop te veroorzaken. De invioed vaﬁ FPA op de celgroei
werd nagegaan voor de concentraties 10_3, 3 x 107% en 107%M.

In figuur 9 is weergegeven de OD700 en het aantal vitale
cellen tegen de duur van de incubatie met FPA. Uit de grafieken
blijkt dat na 60 minuten na toevoegen van FPA de celtoename ge-
remd is en de OD700 niet meer toeneemt. Het verloop is voor de
drie concentraties gelijk. Na 120 minuten begint het aantal ko-
lonievormende cellen af te nemen.. De incubatie met FPA is dus
optimaal tussen 60 en 120 minuten. In de experimenten werd een
incubatietijd van 80 minuten aangehouden.

De sterfte die gaat optreden bij 120 minuten incuberen bij FPA
is een indicatie voor de grote schade die FPA aan het metabolis-
me toebrengt. De langere delingstijd die waargenomen wordt na
het hervatten van de groei (zie figuur 8) na de FPA-behandeling

is te wijten aan een lethale nawerking wvan FPA.



Ondanks het afwijkende gedrag van P. putida ten opzichte van
E. col? in die zin dat bij P. putida na behandeling met FPA een
lag-fase en een lethale nawerking worden waargenomen, werd toch
synchronisatie door FPA bestudeerd.

VI.3.3.2 Synchronisatie met FPA

Voor de synchronisatie-experimenten werd aan de hand van de
vorige proeven een incubatietijd van 80 minuten en een concentra-
tie van 102 tot 10%M Fpa aangehouden. Na de FPA-behandeling wer-

den om het kwartier monsters genomen. Bepaald werden de OD700 en
het aantal kolonievormende cellen.
. Met 10—4M werd slechte synchronisatie verkregen voor hooguit
&&n generatie. Bij 10_3M duurde het erg lang (+ vier uren) voordat
de eerste celdeling optrad die wel gesynchroniseerd bleek te zijn.

Synchronisatie voor meerdere deneraties werd verkregen met
3-5x107% 4

M en is voor 3 x 10 "M weergegeven in figuur 10. In de
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Figuur 10. Synchronisatie onder invloed van 3 x 10 *M FPA,

A. De verandering van het aantal kolonievormende cellen (N/ml) uit-
gezet tegen de incubatie~tijd ne de FPA-behandeling.
De horizontale plateau's zijn berekend; de vertikale lijntjes
door de punten geven de spreiding weer.

B. De groei gemeten als de OD,_{00 na de incubatie met FPA,
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grafiek zijn de berekende plateau's gegeven.
De eerste deling is te zien na 2 uur en de sprongsgewijze toename
vindt plaats binnen een kwartier. Dit geldt voor drie generaties.
De toename is echter kleiner dan 2. Dit effect wordt nog sterker
bij hogere concentraties. Dit wijst erop dat een deel van de cel-
len niet deelneemt aan de celdeling en een deel van de dochtercel-
len niet vitaal is.
Volgens de OD-curve krijgen we eerst een lag-fase van + 60 minuten
waarna de verdubbelingstijd langer is dan 80 minuten. Door de pla-
teau's wordt een generatiecyclus van + 80 minuten weergegeven.
Waaruit blijkt dat de groeisnelheid niet beinvloed wordt, maar een
deel van de populatie niet meedoet aan het delingsproces. De letha-
le nawerking wordt bij hogere concentraties sterker zodat dit
een ongunstige invloed heeft op de synchronisatie, bijvoorbeeld
bij 10_3M is pas na 4 uren de eerste celdeling zichtbaar.

Wegens de lag-fase en de lethale nawerking werd vervolgens
synchronisatie door middel van NAL bestudeerd.

VI.4 SYNCHRONISATIE DOOR NAL

VI.4.1 INLEIDING

Synchronisatie door nalidixinezuur (NAL) heeft als voordeel
boven FPA dat zowel in rijk medium als in minimaal medium geincu-
beerd kan worden. De experimenten beschreven voor Escherichia coli
(Ward e.a., 1969, 1970; Newton e.a., 1972) werden alle gedaan in
synthetisch medium. E., coli heeft in rijk medium een zeer korte
delingstijd en daardoor meerdere replicatievorken per replicatie-
cyclus. Deze methode is dan voor genkartering niet bruikbaar door
een vermeerderd aantal terugmutatié—frequentiepieken VoOor een gen
per cyclus. De replicatiesnelheid is bij E. coli onafhankelijk van
de groeisnelheid. Bij een delingssnelheid van 40 minuten en langer
(in minimaal medium) heeft E. coli maar &&n replicatievork per cy-
clus. (Helmstetter en Cooper, 1968; Maalge en Kjeldgaard, 1966;
Pritchard e.a., 1969; Ward en Glaser, 1969).

Hoe de relatie delingssnelheid en replicatiesnelheid bij Pseu-

domonas putida is en tot uitdrukking komt in het aantal replicatie-
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punten op het chromosoom in de verschillende media's is niet bekend.
Om hierin enig inzicht te verkrijgen werd onderzocht hoe de DNA-syn-
these verloopt in een gesynchroniseerde cultuur in M9~medium en in
NB.

Daarvoor hebben we eerst nagegaan wat de optimale concentra-
tie NAL is om te gebruiken voor synchronisatie van P. putida. Om—
dat EDTA nodig bleek te zijn om de doorlaatbaarheid van de celwand
voor NAL te verbeteren, hebben we eerst de gevoeligheid van P. pu-
tida voor EDTA bepaald. Gebruikt werd PMBL-L1 als ouderstam van al-
le mutanten.

VI.4.2 WERKWIJZE

Een exponentieel groeiende cultuur met een celdichtheid van
+ 2 x 108 cellen per ml werd onder verschillende condities gein-
cubeerd met NAL. Om na de NAL-behandeling de NAL te verwijderen
werden de cellen gecentrifugeerd, gewassen en overgebracht naar
vers medium. De groei werd gedurende het gehele experiment gevolgd

met de bepaling van OD700.

VI.4.3 RESULTATEN

VI.4.3.1 Gevoeligheid voor NAL; invloed van EDTA

Aanvankelijk werd geen effect van NAL op P. putida gevonden,
ook niet bij hoge concentraties. Verondersteld werd dat dit te
wijten kon zijn aan een slechte doorlaatbaarheid van de celwand
voor NAL. Het is bekend dat voor een aantal stoffen die door o.a.
.Pseudomonas slecht opgenomen worden, de doorlaatbaarheid sterk be-
invloed wordt na toevoegen van EDTA (Brown en Richards, 1965; Brown
en Melling, 1969; Smith 1970; Cleeland e.a., 1970; Haslam e.a.,
1970).

De invloed van EDTA op de werking van NAL werd nagegaan. Daar-
om moest eerst de gevoeligheid voor EDTA bepaald worden. In figuur
11 is het verloop van het aantal kolonievormende cellen uitgezet
tegen de incubatietijd met verschillende concentraties EDTA. Bij

4

een concentratie van 5 x 10 'M is er geen effect te zien op het
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Figuur 11, Invloed van verschillende concentraties EDTA op het aan-

tael kolonievormende cellen in een Li-cultuur in NB._ _
De verandering van N/ml vallen voor 0, 5 x 10 5, 10 * en 5 x 10 %M
EDTA samen en zijn als een lijn weergegeven.

verloop van de groeicurve.

De gevoeligheid voor NAL werd weer nagedaan nu na toevoeging van
10_4M EDTA aan het medium. Bepaald werd de DNA-synthese onder in-
vlioced van 0 - 100y NAL per ml, zie figuur 12. Het blijkt dat de
DNA-synthesé gerend wordt bij concentraties hoger dan 60 y. Fi-
guur 13 illustreert de invloed van EDTA op de werking van NAL.
Daaruit blijkt dat met 70 Yy NAL zonder EDTA geen remming plaats
vindt en met EDTA wel.

Toevoegen van EDTA aan het medium om de celwand beter doorlaatbaar
te maken heeft geen invloed op de hoeveelheid intracellulair DNA
(zie figuur 14). Het verschil in E(595-650) in figuur 13 is dus
toe te schrijven aan de remming van de DNA-synthese door NAL.
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Figuur 12. De invloed van verschillende concentraties NAL op de DNA-

synthese en de toename van de celmassa (OD700) van een L1 cultuur in

NB. Op t = 0 werd aan drie parallel cultures NAL toegevoegd in de

concentratie van 30, 60 en 100 y NAL/ml. Aan de controle werd een

gelijke hoeveelheid 0.1 N NaOH zonder NAL toegevoegd.

A. De verandering van de DNA-synthese onder invlioed van NAL uitgezet
tegen de incubatietijd.

B. De toename van de celmassa voor de vier culturen gedurende de in-
cubatie met en zonder NAL. Er werd geen verschil gemeten voor de
OD van de verschillende culturen en zijn in een lijn weergegeven.

Vervolgens werd bepaald of de DNA-synthese weer op gang komt
na uitwassen van NAL. Daarvoor hebben we een cultuur geincubeerd
met 100 y NAL per ml gedurende- een halve generatietijd, de duur van
de incubatie met NAL toegepast bij E. coli, en een hele generatie-
duur van 45 minuten in NB. Uit figuur 15 blijkt dat de DNA-synthese
weer meteen op gang komt, ook na langdurig incuberen. -

Omdat de DNA-synthese met NAL onmiddellijk geremd wordt en na
verwijdering van NAL meteen weer hervat wordt werd de synchronisa-
tie door NAL verder bestudeerd.
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Figuur 13. A. De verandering van de DNA-synthese van een L1 cultuur
onder invloced van NAL met EDTA in het medium vergeleken met de DNA-
synthese van een cultuur met NAL zonder EDTA en van een cultuur
zonder NAL. _

Op t = 0 aan de cultuur met EDTA (10 % M) NAL toegevoegd in de con-
centratie van 70 vy/ml.

B. De groei van de drie culturen weergeven als de ODygg.

VI.4.3.2 Synchronisatie

Synchronisatie van de DNA-synthese kan gemeten worden aan de
sprongsgewijze celtoename zoals bij FPA werd gedaan. Synchronisa-
tie is aan de DNA-synthese zelf alleen aantoonbaar als deze discon-
tinue verloopt, dat wil zeggen als de generatietijd langer is dan
de DNA-replicatietijd. De synchronisatie van de DNA-synthese werd
gelijk met de celdeling bestudeerd in M9-medium waarin P. putida
een verdubbelingstijd (tD) van + 80 minuten heeft. De resultaten
staan uitgezet in figuur 16.

In figuur 16 A t/m C is weergegeven de invloed van 80 y NAL.

Te zien is dat de eerste sprong in de celdeling na 75 minuten plaats-
vindt en zich herhaalt na 70 minuten. De generatietijd is 75 minuten.
De DNA-synthese verloopt du;delijk discontinue en vindt plaats gedu-
rende 40 - 50 minuten. Zowel de celdeling als de DNA-synthese zijn
gesynchroniseerd. De toename van beide is bij de eerste sprong klei-
ner dan 2, bij de tweede sprong zeker 2.
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Figuur 14, Invloed van EDTA op het DNA-gehalve in de cellen.

A. Weergegeven wordt de verandering van de E(595-650) voor een con-
trole cultuur zonder EDTA (0O) en voor twee cultures met EDTA,

B.

10 en 2 x 10 M.

De verandering van de 0OD7gg voor de controle cultuur en de twee
cultures met EDTA.

Zowel de toename van de celmassa (ODygg) als de toename van het
DNA-gehalte vallen voor de drie cultures geheel samen en zijn in

beide figuren als een lijn gegeven.
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Figuur 15. ﬁNA—synthese tijdens incubatie met NAL en na het uitwas-
sen van NAL.

A. De DNA-synthese gemeten tijdens incubatie met
Op t=0

B.

vergeleken met een cultuur zonder NAL.
De DNA-synthese van een cultuur na 20 minuten en na 45 minuten

incuberen met

100 vy NAL/ml; en
NAL toegevoegd.

100 vy NAL/ml vergeleken met een controle die op

dezelfde manier behandeld is maar zonder NAL.
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Figuur 16. A t/m C. Synchronisatie van L1 in M9-medium na incubatie
gedurende 60 minuten met 80 y NAL/ml.

Uitgezet zijn tegen de incubatietijd na de NAL-behandeling de ver-
andering van het aantal kolonievormende cellen per ml (A) de DNA-
synthese E(595-650)

D t/m F.

Het aantal kolonievormende cellen,

(B), en de groei als de OD7gp (C).

de DNA-synthese en de

OD7gp van een controle cultuur die gelijk behandeld werd als de

NAL-cultuur,
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Figuur 16 D t/m F geeft een controle-experiment weer zonder
NAL-behandeling. De celdeling, DNA-synthese en OD
continue.

Evenals bij de FPA-synchronisatie blijkt ook bij NAL bij de eerste
deling een deel van de populatie niet mee te doen. Dit wordt ook

700 Curve verlopen

weergegeven in de OD waarvan de verdubbelingstijd langer is dan

80 minuten gedurende7gg eerste generatie na de NAL-behandeling.
Bij FPA was dit effect langer waar te nemen gedurende meerdere ge-
neraties. Tevens trad na behandeling met FPA een lag-fase op voor-
dat de groei hervat werd. Na de behandeling met NAL treedt geen
lag-fase op.

Dit zijn twee nadelen van FPA ten opzichte van NAL en de re-
denen waarom voor de mutatiekartering NAL gebruikt werd om de cul-

tures te synchroniseren.

Mutatiekartering werd bij E. coli gedaan in minimaal medium
waarin de replicatietijd en de delingstijd evenlang waren. Voor
P. putida hebben we vastgesteld dat in M9-medium de replicatie-
cyclus + 45 minuten duurt. Als bij P. putida de replicatiesnelheid
onafhankelijk is van de groeisnelheid zoals aangetoond is voor
E. coli met uitzondering van extreme situaties, dan vallen voor
P, putida de dgeneratietijd en replicatietijd in NB sameh. Daarom
werd voor de mutatiekartering gekweekt in NB. De synchronisatie
werd gedaan met 60 tot 100 y NAL per ml en een incubatietijd van

minstens 20 minuten werd aangehouden.

VI.5 OPTIMALE CONDITIES VAN DE NG-BEHANDELING

VI.5.1 INLEIDING

Om de terugmutatie-frequentie van de verschillende mutaties te
kunnen bepalen moet de mutagene werking van NG zo groot mogelijk
zijn en de overleving moet zo hoog mogelijk blijven.

De optimale condities zoals ze voor Eecherichia coli zijn uitge-
zocht zijn als volgt. De hoogste opbrengst aan mutanten wordt ver-
kregen onder groeicondities. Daarbij treedt echter een onevenredig
grote sterfte op. De optimale pH voor de werking van NG ligt bij
PH 5 - 6. De grootste toename van mutanten wordt gevonden tijdens
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de eerste 15 minuten van de NG-behandeling. Voor de mutagene wer-
king van NG is geen actieve replicatie nodig tijdens de NG-behan-
deling. (Adelberg e.a., 1965; Cerda-Olmedo e.a., 1967; Cerda-Olmedo
en Hanawalt, 1968b; Querola e.a., 1971; Sﬁésmuth en Lingens, 1968;
Stissmuth en Haerlin, 1972).

Omdat voor de mutatiekartering de replicatietijd als referen-
tie gebruikt wordt moet de replicatie al direct bij monsteren ge-
stopt worden en mag tijdens de NG-behandeling niet op gang komen.

Wij hebben voor P. putida deze verschillende aspecten nage- -
gaan met PMBL-L1l en Lé67 (hig, Zlv).

TABEL 16

Terugmutatiefrequentie van hZe en Zlv (kenmerken van L67) onder invloed
van NG.

A: concentratie NG gevarieerd; incubatietijd is 15 minuten,

concentratie overleving terugmutatieérequentie (x 10-7)
NG in mg/ml t.o.v. 0 in Z
his iy

0 100 0.9 0.5

0.25 85 6.7 26

0.5 73 11.0 36

0.75 60 23.4 56

1.0 55 25.6 40

1.5 42 28.2 48

B: incubatietijd gevarieerd; concentratie NG is 1.0 mg per ml.

incubatietiijd overleving terugmutatiefrequentie (x 10-6)
(min ) t.o.v., 0 in %

his ilv
10 66 1.3 3.7
20 44,5 2.6 3.7
30 24.4 - 4.3
40 15.6 1.6 3.0
60 6.7 1.0 3.0
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VI.5.2 RESULTATEN

VI.5.2.1 Overleving Pseudomonas putida bij pH & - 6

Gekeken werd naar de invloed van verschillende buffers bij
verschillende pH's op de overleving van P. putida PMBL-Ll. In de
range pH 5 tot 6 die optimaal is voor de werking van NG, treedt
geen sterfte op in 0.05 M Tris-maleaat-buffer pH 5.0 (Adelberg
e.a., 1965) en in 0.15 M Na-Ac-buffer tot pH 5.5. Vervolgens werd
de overleving van Ll voor NG in deze twee buffers bepaald bij resp.
PH 5.0 en 5.8 met een incubatietijd van 15 minuten. In Tris-maleaat
neemt de overleving snel af tot + 2% bij 100 y NG per ml. In de
Na-Ac-buffer is de overleving bij 1500 y NG/ml nog 65%. Omdat de
overleving zoveel ﬁeter was in de acetaatbuffer werden de NG-behan-

delingen verder uitgevoerd in deze buffer.

VI.5.2.2 Optimale concentratie en incubatie-tijd

Voor het bepalen van de optimale concentratie NG en incuba-
tietijd werden de terugmutatiefrequenties bepaald voor de kenmer-
ken higs en ilv van L67. Zowel de concentratie als de incubatietijd
werden gevarieerd. De resultaten zijn weergegeven in tabel 16. De
beste resultaten werden verkregen met 15 minuten incuberen en
1.0 mg NG per ml.

VI.6.2.:3 DNA-synthese in Na-Ac-buffer

Het is belangrijk voor de mutatiekartering dat de .replicatie
geblokkeerd is en ook blijft tijdens de NG-behandeling. Wij hebben
de DNA-synthese vergeleken van een cultuur in NB met monsters ge-
incubeerd in Na-Ac-buffer met en zonder NG gedurende 120 minuten.
Zie figuur 17. Het is duidelijk dat in koude Na-Ac-buffer de DNA-
synthese direct stopt en niet op gang komt tijdens incubatie bij
28°C, ook niet tijdens de NG-behandeling. '

VI.6.2.4 Procedure NG-behandeling

De procedure die hieruit volgde voor de NG-behandeling was
als volgt:
89



S 10. E o cultuur
] o 0 Na-Ac
v L A NG
0
0 L
L] L o
= —
L __—o0

0.1

0.04 1 I ] | _J

0 60 120 180 240
minuten

Figuur 17, De DNA-synthese van L1 in NB, in Na-Ac-buffer en in NG,
Op t = 90 werden uit de NB cultuur 10 monsters genomen die een ge-
1ijk volume Na-Ac-buffer gekoeld werden tot 0%, Na afcentrifugeren
werden vijf monsters verder geIncubeerd in NG (opgelost in Na-Ac)
terwlijl de overige vijf in de NB + Na-Ac verder geIncubeerd werden
bij 280C., Op verschillende tijden werd het DNA-gehalte van de mon-
sters bepaald. Uitgezet zijn de waarden voor de E(595 - 650) van
monsters uit de cultuur (cultuur), en na t = 90 voor de NG-monsters
en de Na-Ac-monsters.

Na monsteren uit de gesynchroniseerde cultuur werden de monsters
direct gekoeld in 0.15 M Na-Ac buffer pH 5.8, afgecentrifugeerd en
de cellen geresuspendeerd in een NG-oplossing in dezelfde buffer
met een concentratie van 1.0 mg NG per ml. De NG-suspensies werden
15 minuten geincubeerd bij 28°C, daarna met buffer 1 : 1 verdund
en direct afgecentrifugeerd en gewassen met M9 van 0°c en opgeno-—
men in NB + M9 (1 : 1 gemengd). De cellen werden uitgeplaat op se-
lectieplaten waaraan 1% NB (v/v) was toegevoegd.
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V1.6 MUTATIEKARTERING

VI.é.1 INLEIDING

Bij deze techniek van genkartering wordt de replicatietijd
als referentie gebruikt om de genen te lokaliseren.

Pritchard e.a. (1968) en Ward e.a. {(1970a) hebben aangetoond
dat de DNA-~synthese na de NAL-behandeling weer start bij de oor-
sprong van replicatie. Bij zorgvuldige monstering uit de synchrone
cultuur komt de tijd na de NAL-behandeling waarop een terugmutatie-
piek verschijnt praktisch overeen met het tijdstip van replicatie
van dat gen in de replicatiecyclus. Om de genen ten opzichte van
elkaar te kunnen plaatsen moet de replicatietijd nauwkeurig vast-
gesteld kunnen worden. Wij zijn er in eerste instantie van uitge-
gaan dat uit de herhaling van de terugmutatiepieken in een tweede
en derde generatie de replicatietijd bepaald kan worden.

De plaats van de genen werd'bepaald ten opzichte van de replica-
tiecyclus en daarnaast als extra referentie ten opzichte van het

gemeenschappelijk trp kenmerk in de AG15 stammen.

VI.6.2 WERKWIJZE

Uit een in NB met NAL gesynchroniseerde cultuur (zie VI.4)
werdeh op korte tijdsintervallen na elkaar 5 ml monsters genomen
die afgekoeld werden in Na-Ac-buffer en met NG behandeld werden
(zie VI.5). Het eindvolume van de monsters was meestal 1.5 ml.
Hieruit werd het aantal kolonievormende cellen bepaald. Van twee
verdunningen werden in duplo monsters van 0.2 ml op selectieplaten
uitgestreken. Gedurende het gehele experiment werd om de 15 minu-
ten de OD700 bepaald en het aantal kolonievormende cellen.

VI.6.3 RESULTATEN

In figuur 18 zijn de resultaten gegeven van de invloced van NAL
en NG op het verloop van de terugmutatiefrequenties van de kenmer-
ken met en gtr van L19 en L301, en van de kenmerken trp, ilv, leu
en ger van AGl5, AG15.1, AG15.63 en AGl15.57.

Uitgezet zijn de veranderingen van de terugmutatiefrequenties van
de genen ten opzichte van de basisfrequentie (Ft/Fb) tegen de tijd
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Figuur 18. De verandering van de terugmutatie-frequentie van ver-
schillende genen onder invlioed van NG na synchronisatie door NAL.
Uitgezet is het quoti&nt van de verhoogde terugmutatie-frequentie
en de basisfrequentie (Ft/Fb) tegen de tijd van monsteren.
GeIncubeerd werd met 60yNAL/ml gedurende 20 minuten.
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van monsteren.

In de eerste plaats: we krijgen onder invloed van NG in syn-
chrone cultures pieken in de terugmutatiefrequenties. Op grond van
de herhaling van de pieken vallen de stammen uiteen in twee groe-
pen, nl. groep I, waarbij de ruimte tussen de pieken 30 - 35 minu-
ten is en groep II, waarbij de tijd tussen de pieken 15 - 20 minu-
ten is. Dit is nog eens weergegeven in tabel 17.

Beide perioden wijken af van de replicatietijd die vastgesteld
werd op + 45 minuten. De oorzaak van deze afwijking wordt bespro-
ken in VI.6.4.

TABEL 17

Plaats van de pieken voor de terugmutatiefrequentie van de genen uit figuur 18.
De stammen zijn in twee groepen ingedeeld naar de groeisnelheid (zie tekst).
Plaats van de pieken in minuten.

GROEP I: L19, L301, AGI15, AGI15.57

gen 1° piek 2° piek 3" piek 4- piek

met 25 - 30 60 - 65 95

atr 25 - 30 60 85 - 90 115

trp 9 47 75

ser 0-3 39 75 - 81

GROEP II: AGI5.1 en AGI5.63

gen 1° piek 2° piek 3° piek 4° piek 59 piek
trp 9 - 12 25 45 63 57
il 3- 9 25 ] 47 .78
leu 6 - 9 21 ; 33 51 72 90

Omdat in ieder geval de eerste frequentiepiek direct gekop-
peld is aan de replicatiecyclus kunnen we gebaseerd op de plaats
van de eerste piek de genen rangschikken.

Als de replicatietijd 45 minuten is en gesteld wordt op 1 dan is
de plaatsing als volgt.
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In een gebied van:

0 tot 0.1 serd
0.07 tot 0.2 11v8
0.1 tot 0.275 1leu22 en trpé

en van:
0.5 tot 0.7 met3 en atrl?

De genen voor trp, ser, i1lv en leu vormen duidelijk een andere
koppelingsgroep dan met en atr. De resultaten zijn niet nauwkeurig
genoeg om de plaats van trp, ilv en leu onderling exact aan te ge-
ven evenmin van met en atr.

De nauwkeurigheid waarmee de genkartering kan plaats vinden
hangt af van de scherpte van de frequentiepieken. Bij gelijkblij-
vend oppervlak van de pieken zal bij goede synchronisatie de piek
hoger en smaller worden dan bij een minder goede synchronisatie.

Synchronisatie van NAL berust op de remming van de DNA-syn-
these tot minstens de groeifase van de cel bereikt wordt waarin
normaliter initiatie plaats vindt van een replicatiecyclus (Ward
e.a., 1970). Maximale synchronisatie is te verwachten bij een in-
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Figuur 19. De verandering van de terugmutatie-frequentie van het
trp-gen van AG15.171 onder invlioed van NG na synchronisatie door NAL

(geincubeerd met 100 y/ml, gedurende 20 minuten.
Uitgezet is tegen de tijd van monsteren, het quotié€nt van de terug-
mutatiefrequentie en de basisfrequentie (Ft/Fb)'
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cubatietijd die gelijk is aan .een hele generatietijd. Dan immers
zijn alle cellen in het stadium gekomen waarbij initiatie van een
nieuwe replicatievork zal optreden.

Wij hebben geprobeerd met hogere doses NAL (80 en 100 y per ml
waarmee sneller remming van de DNA-synthese verkregen wordt en door
langer te incuberen de synchronisatie te verbeteren.

In figuur 19 is het resultaat gegeven voor een synchronisatie van

2108 -
(&)
4
S
S 108
<
-4
o
[ =
[ =
U
o
[ =
[
>
9
@
>
[=]
107 1 i
2109 —o
2 B
= -
[ 1]
:(' 109 —
z
z C
g [
c -
[
e i ~o0
€ A L19
H ‘aﬁww—o‘d&\\ .
S i
>
3 \\D
LN
o0~
108 L I I I l I
0 20 40 60 80 100

minuten na NAL

Figuur .20. Het aantal vitale cellen in monsters van een synchroon
groeiende cultuur van AG15.1 (A) en L19 (B) na de NG-behandeling
uitgezet tegen de tijd van monsteren.

Voor synchronisatie werd geincubeerd met 60 Yy NAL/ml resp. gedu-
rende 25 en 20 minuten.
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AG1l5.1 met 100 y NAL en een incubatietijd van 20 minuten. Hieruit
blijkt dat het mogelijk is met een hogere concentratie NAL scher-
pere pieken te krijgen (vergelijk figuur 18F). In de meeste geval-
len echter was het resultaat veel slechter door een bijkomende"
lethale nawerking van NAL.

Verlenging van de incubatietijd bracht eveneens een complicatie
mee die in de volgende paragraaf (VI.6.4.1) besproken zal worden
evenals de lethale nawerking (VI.6.4.2).

We kunnen als conclusie uit de resultaten vaststellen dat de-
ze techniek voor genkartering in ieder geval geschikt is om genen
te rangschikken op het chromosoom.

VI.6.4 COMPLICATIES BIJ DE NAL-SYNCHRONISATIE

VI.6.4.1 Versnelde refnitiatie van de DNA-replicatie

De tijdsintervallen waarmee de pieken in figuur 18 en 19 zich
herhalen zijn korter dan de replicatietijd die vastgesteld was op
45 minuten (zie figuur 18) en varidren daarbij afhankelijk van de
stam.

Bij Escherichia coli wordt slechts dan een tweede vork geini-
tieerd voordat de oude vork de cyclus voltooid heeft als de de-
lingstijd korter is dan de replicatiecyclus (o.a. Ward en Glaser,
1969b). In tegenstelling tot de resultaten van de synchronisatie-
experimenten met NAL, zoals ze beschreven zijn voor E. colZ, blijkt -
bij Pseudomonas putida na de NAL-behandeling versneld reinitiatie
van de replicatie op te treden in NB. De delingstijd die gekoppeld
is aan initiatie van een replicatieronde (Pritchard e.a., 1968)
moet in dat geval na de NAL-behandeling aantoonbaar korter zijn dan
ervoor,

In figuur 20a en b is voor L19 en AG15.1 het aantal kolonie-
vormende cellen in de celmonsters na de NG-behandeling uitgezet
tegen de incubatietijd na de NAL-behandeling. De delingscycli zijn
duidelijk af te leiden uit de "plateau's” en zijn resp. 30 en 15
minuten, wat goed overeenkomt met de tijd tussen de pieken in fi-
guur 18 en 19 en zijn duidelijk korter dan de generatietijd van 45
minuten in NB zonder NAL. Bij nadere beschouwing blijken de gebruik-
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te stammen in ncrmale groeiers (tD = 45 minuéen) dit is groep I en
snelle groeiers (tD = 35 minuten) te weten groep II (zie tabel 17)
verdeeld te kunnen worden.

In figuur 21 worden de resultaten gegeven van synchronisatie
van L1 in NB door behandeling met NAL (60 y/ml) gedurende 20 en
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Figuur 21. Invloed van de duur van de incubatie met NAL op de de-
lingstijd van L1. GeIncubeerd werd in NB met 60 y NAL/ml gedurende
A: 30 minuten en B: 20 minuten. :

Uitgezet is de verandering van het aantal kolonievormende cellen
tegen de incubatietijd na de NAL-behandeling.

De horizontale plateau's zijn berekend; de vertikale lijntjes door
de punten geven de spreiding aan.
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30 minuten. L1 heeft normaliter in NB een delingstijd wvan 45 minu-
ten. Uit de grafieken blijkt dat na de NAL-behandeling de delings-
tijd in de tweede en derde generatie korter geworden is, afhanke-
lijk van de incubatietijd resp. 35 en 20 minuten. De eerste gene-
ratiecyclus heeft de normale tD van 43 en 47 minuten. De verkorte
delingstijd in de volgende generaties is een gevolg van versnelde
reinitiatie van de DNA-replicatie.
In figuur 15 was de DNA-synthese weergegeven van L1 na een

45 minuten durende incubatie met NAL. Ten opzichte van de controle
met een constante t_. = 43 minuten vertoont de NAL-cultuur een ver-

D
snelde DNA-synthese.

De replicatietijd mag dus niet afgeleid worden uit de herha-
ling van de frequentiepieken voor een gen. Door versneld initiéren
van meerdere replicatievorken binnen een replicatiecyclus wordt
het onderscheidend vermogen van deze karteringstechniek gering.
Deze versnelde reinitiatie na de NAL-behandeling is een onverwach-
te complicatie.

Bij verder gebruik van deze techniek is het aan te bevelen
die omstandigheden te kiezen waarbij de groeisnelheid zodanig ver-
traagd wordt, dat na NAL-behandeling de replicatiecycli elkaar
niet overlappen. Hierbij wordt gedacht aan het gebruiken van mini-
maal medium eventueel verrijkt met iets NB zodanig dat de genera-
tietijd na de NAL-behandeling niet korter wordt dan 45 minuten.

VI.6.4.2 Lethale nawerking van NAL

Om de synchronisatie te verbeteren werd ook met hogere con-
centraties NAL gesynchroniseerd.
De overleving voor 1000 y NG/ml in acetaatbuffer was bepaald op
100% bij een geblokkeerde replicatie. Door de toepassing van de
NG-behandeling op monsters uit een met NAL gesynchroniseerde cul-
tuur (20 minuten incuberen) daalde de overleving afhankelijk van
de concentratie NAL als volgt: '

concentratie NAL overleving
y/ml %
60 + 40
80 + 10
100 1-5
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De overleving was niet voor alle monsters uit de verschillende fa-
sen van de replicatiecyclus geliijk. .

Langer incuberen had naast de ongewenste versnelde herhaling
van de frequentiepieken ook een lagere overleving ten gevolge. De
terugmutatie-frequentie werd hierdoor oncontroleerbaar beinvloed
en voor enkele mutaties o.a. in het Zlv-gen van AG15.1 was het
aantal terugmutanten te laag geworden om de terugmutatiefrequentie
te kunnen bepalen. De sterfte na de NAL-behandeling wordt zeer
sterk beinvloed door de acetaatbehandeling en hangt zeer waarschijn-

lijk samen met de mutageniteit van NAL.

VI.6.4.3 Mutageniteit van NAL

De mutageniteit van NAIL werd vastgesteld door te vergelijken
met welke frequenties voor de kenmerken trp en’ leu van AGl5.63 te-
rugmutanten gevonden worden onder invloed van NAL, NG en Na-Ac-
buffer (acetaat) en de combinaties (zie tabel 18), + Na-Ac wil
zeggen dat de behandeling parallel verliep aan die met NG, alleen
in acetaat zonder NG. Uit de tabel blijkt duidelijk dat NAL samen
met aéetaat bijna even mutageen is als NG.

De overleving na NAL alleen is + 75%, zie figuur 16B en 21,

TABEL 18

Terugmutatiefrequentie van leu en trp van AG15.63:
spontaan (-NG -Ac), onder invloed van Na-acetaat

(-NG +Ac) en van NG (+NG +Ac); zonder voorafgaande NAL-
behandeling en na 25 minuten incuberen met 80y NAL per
ml. Frequentie per 107 bacterién.

leu trp
zonder NAL na NAL zonder NAL na NAL
- NG - Ac 5 20 0.5 2.0
- NG + Ac 10 100 r.o 80
+ NG + Ac 1000 5000 300 500
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na-de eerste generatie. Een deel van de populatie neemt geen deel
aan het delingsproces. Na de NAL + acetaat is de overleving even
slecht als hierboven gegeven is voor NAL + NG + acetaat. Van een
mutagene werking van NAL is voor éscheriahia coli niets bekend en
wordt tegengesproken door controleproeven van Ward e.a. (1970).
Het is een vervelende bijkomstigheid die mogelijkerwijs te wijten
is aan onzuiverheid van het gebruikte Calbiochem product. Bij che-
mische analyse (Wills, 1973) konden als verontreiniging aangetoond
worden de ethylester en het carbon-amide van het nalidixinezuur,
beide tot 2%, en het NH,- en HCl-zout tot 5%. '

Het is raadzaam om vast te stellen of het nalidixinezuur zelf
mutageen is. Het is mogelijk dat door de veel geringere gevoelig-
heid van Pseudomonas putida voor NAL deze bijwerking makkelijker
aantoonbaar is dan voor Escherichia coli waarvoor de lethale dosis
veel lager ligt dan voor P. putida.

Het 1ijkt niet uitgesloten dat onder daarvoor gunstige om-
standigheden methylering van het DNA door NAL kan plaatsvinden (zie
structuurformule van nalidixinezuur figuur 22) waarbij in vivo een
wisselwerking tussen acetaat en NAL een rol kan spelen.

CIIHZCH3
CHy =N | N | H
X COOH
11
o}

Figuur 22: nalidixinezuur

VI.7 DISCUSSIE EN SAMENVATTING

Het doel van dit hoofdstuk om aan te tonen of mutatiekartering
in Pseudomonas putida mogelijk is, is positief beantwoord. Voor de
terugnutatiefrequenties worden pieken verkregen die scheiding moge-
1ijk maken qua ligging op het chromosoom voor verschillende genen.

Om dit mogelijk te maken moesten we eerst een synchronisatie-
techniek ontwikkelen voor P. putida. Twee methoden worden beschre-
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ven. P. putida-culturen zijn goed te synchroniseren met FPA (para-
fluorphenylalanine) en NAL (nalidixinezuur). Wegens de lange lag-
fase die na de FPA-behandeling optreedt voordat de groei zich her-
stelt en de lethale nawerking van FPA gedurende meerdere gene-
raties, werd voor de mutatiekartering de voorkeur gegeven aan NAL
om te synchroniseren.

Synchronisatie met NAL kan zowel in rijk medium als in mini-
maal medium plaatsvinden. In M9-medium werd de synchronisatie van
zowel de DNA-synthese als de celdeling aangetoond. Uit de DNA-
synthese werd voor P, pufida een replicatietijd van 45 minuten af-
geleid. Onder de toegepaste omstandigheden werd geen enkele aan-
wijzing gevonden om te veronderstellen dat dcor de NAL-behandeling
een versnelde initiatie van de replicatie-cyclus, en kortere de-
lingstijd, wordt veroorzaakt. Voor de mutatiekartering werd voor
P. putida dezelfde situatie aangehouden als toegepast werd bij
Escherichia coli, nl. die omstandigheden waarbij de delingstijd
en replicatietijd evenlang zijn. Daafbij werd ervaﬁ uitgegaan dat
de replicatietijd constant is en onafhankelijk van het medium zoals
geldt voor E. coli en werd NB als medium gekozen.

Aangetoond werd dat door de.- NAL-behandeling vervroegd initia-
tie optreedt waardoor extra terugmutatiepieken binnen een replica-
tiecyclus gevormd worden. Door versnelde herhaling van de pieken
wordt de nauwkeurigheid van het scheidend vermogen van deze tech-
niek sterk beinvloed. De vervroegde initiatie is op zich zelf te
verklaren zowel met de verdunningstheorie van Pritchard e.a. (1968)
als met de initiator-autorepressortheorie van Sompayrac en Maalge
(1973). In de theorie van Pritchard speelt het celvolume een be-
slissende rol, waardoor een vast aantal moleculen initiatie-remmer
zo uitverdund wordt dat initiatie op kan treden. Sompayrac gaat
uit van een vast aantal moleculen initiator dat nodig is om initia-
tie te krijgen, en wat bij een bepaald groeistadium bereikt wordt.
In beide situaties is de synthese van initiator-eiwit continue.
Tijdens de remming van de DNA-synthese door NAL gaat de synthese
van andere metabolieten, o0.a. RNA en eiwitten, gewoon door. Het
celvolume neemt dus voortdurend toe, terwijl alle celmetabolieten
o.a. DNA-precursors en initiator-eiwit zich ophopen. Na verwijde-
ring van NAL treedt direct initiatie op van een nieuwe replicatie-

cyclus. De concentratie stofwisselingsprodukten is, afhankelijk
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van de incubatietijd met NAL, zo groot dat in meer of mindere mate
een versnelde DNA-synthese aangetoond kan worden zelfs als de cel-
len zijn overgebracht in incompleet medium (Boyle e.a., 1967;
Pritchard e.a., 1968). Boyle heeft aangetoond dat de inductie voor
deze versnelde DNA-synthese alleen optreedt door de behandeling
van NAL en dat initiatie van replicatie hierbij een rol kan spe-
len. Aanwijzingen hiervoor zijn niet beschreven‘door andere onder-
zoekers die met NAL synchroniseren (Ward e.a., 1970; Newton e.a.,
1972). In de figuren van Ward komen echter dubbele pieken voor die
heel goed met versnelde initiatie verklaard kunnen worden. In hoe-
verre het medium waarin de synchronisatie plaatsvindt belangrijk
is voor de mate waarin versnelde initiatie optreedt moet onder-
zocht worden. Het blijkt dat in NB een situatie gecreéerd wordt
waarbij meerdere generétiecycli versneld worden, terwiijl in M9
medium hiervoor geen enkele aanwijzing gevonden werd.

De mate van synchronisatie is eveneens belangrijk voor een
goede scheiding van frequentiepieken voor de diverse genen. Een
verbetering zou verkregen kunnen worden met hogere concentraties
NAL, mits de lethale nawerking van NAL uitgeschakeld kan worden.
Daarvoor is het nodig eerst vast te stellen of de voor P. putida
waargenomen mutageniteit en lethale werking te wijten is aan on-
zuiverheid van het gebruikte product of aan NAL zelf. Zé&lf zijn
wij niet meer in de gelegenheid geweest dit te testen.
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HOOFDSTUK VII

SAMENVATTING

In dit proefschrift wordt de ontwikkeling van drie technieken
beschreven die de genetica van Pseudomonas putida PMBL-L1 en van
daarvan afgeleide stammen mogelijk moeten maken. Dit organisme is
&én van de stammen die uit de grond geisoleerd werden met de speci-
fieke eigenschap atropine als enige koolstofbron te benutten. Het
atropine-esterase van PMBL~L1 neemt een centrale plaats in bij het
onderzoek naar de wisselwerking tussen organofdsfaten en serine-
esterasen. Informatie over de invlced van structurele wijzigingen
op de activiteit van dit enzym kan alleen verkregen worden met mu-
tant-enzymen. Dit maakte genetisch onderzoek noodzakelijk.

' Voor de lokalisatie van de atr-genen werd met de transductie
begonnen. PMBL-L1 is van nature geen lysogene stam. Daarom werden
uit afvalwater enkele fagen geisoleerd o.a. PP8 die een algemeen
transducerende faag bleek te zijn (hoofdstukken III en IV). Uit de
eigenschappen van deze faag blijkt dat PP8 een virulente faag is,
hoewel PP8 troebele plaques vormt op Ll.

Dat transductie aangetoond kan worden ondanks de virulentie
van de faag komt door een beschermende werking van celwandfragmen-
ten (waarschijnlijk lipopolysacchariden) die de vrije fagen binden
alvorens deze kunnen adsorberen aan intacte cellen. Deze celwand-
fragmenten worden vrijgemaakt na infectie waarschijnlijk door een
overmatig actief lysozym van PP8. Op deze wijze wordt herinfectie
van getranéduceerde cellen voorkomen.

De aanwezigheid en de rol van de celwandfragmenten kon aange-
toond worden na de isolatie van een faagmutant PP12 en de isolatie
van een celwandmutant van L1 (320-R),
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De transductie voor de meeste genen is erg laag. Door de faag
te bestralen met U.V. kan de frequentie iets verbeterd worden.

PP8 is van nature temperatuurgevoelig. Incubatie bij 33% in
plaats van 28°c vergrootte de opbrengst van transductanten in ge-
ringe mate door het voorkomen van herinfectie. Door dit effect wa-
ren de kolonies van de .transductanten bij 33°% gaaf en niet gely-
seerd zoals bij 28°c.

Toepassen van antiserum tegen de faag kan ook een verbetering
geven. Door moeilijkheden (zie appendix) bij de bereiding ervan heb-
ben wij hier niet meer van kunnen profiteren bij ons onderzoek.

Is de transductie voor de meeste genen laag ook na toepassen
van methoden om de herinfectie en lysis van transductanten te voor-

6 per acceptorcel)

komen, voor trp is de transductie hoog (1 x 10”
en goed reproduceerbaar. Wij hebben aangetoond dat dit niet inhe-
rent is aan de acceptor-stam, maar aan het trp-transducerend DNA.

Aan kartering van genen in het atr-locus zijn we niet toegeko-
men. De lage transductiefrequentie voor de atr-genen maakt studie
van cotransductie onmogelijk. Een enkele indicatie voor een moge-
lijke koppeling tussen trp en de genen ilv, leu en metlé en tussen
atr en tro en de genen metd en his werd wel verkregen.

Naast de transductie werd gezocht naar een methode om een
chromosoomkaart van P. putida te kunnen maken. In hoofdstuk V wor-
den experimenten beschreven waarmee conjugatie mogelijk moest wor-
den. De L-stammen bleken van nature F te zijn. Evenmin hebben zij
een ATR-plasmide wat als sexfactor kan fungeren naar analogie van
de zeer recentelijke geslaagde experimenten van de groep van
Gunsalus om daarvoor het CAM-plasmide te gebruiken.

Wij hebben vanuit Escherichia coli een F-lac overgebracht naar

P. putida die redelijk stabiel in de putida-cel blijft. De lac-
genen die gelocaliseerd zijn op de F-factor komen tot expressie.
Fenotypische expressie kon van de genen van de F-factor zelf niet
aangetoond worden, zodat de P. putida F-lac stammen niet als donor
voor conjugaties gebruikt konden worden.

Als derde karteringstechniek wordt de mutatiekartering be-
schreven in hoofdstuk VI. Deze techniek is geslaagd voor
Escherichia coli waarvoor de resultaten vergeleken konden worden
met de bestaande met andere technieken bepaalde posities van diver-
se genen op het chromosoom. Alvorens tot de echte genkartering over
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te gaan moesten methoden gevonden worden om de celdeling in P.
putida culturen te synchroniseren. Zowel met FPA (parafluorphenyl-
alanine) als met NAL (nalidixinezuur) is synchronisatie mogelijk.
De lethale nawerking van FPA en de lange lagfase na de FPA-behan-
deling die niet zijn waargenomen bij E. coli, deden ons besluiten
om voor de mutatiekartering met NAL te synchroniseren. NAL had als
voordeel dat de DNA-synthese evenals bij E. coli direct gestart
werd na uitwagsen van NAL. Voor de mutatiekartering werd NB als
medium gebruikt waarin de generatietijd en replicatietijd even
lang zijn.

Afgezien van enige complicaties kan gesteld worden dat met mu-
tatiekartering een chromosoomkaart in grote lijnen gemaakt kan wor-
den. Ook hierbij werd een koppeling gevonden tussen trp, leu en Zlv
enerzijds en qtr en met3 anderzijds. De nauwkeurigheid van de
plaatsing is afhankelijk van de scherpte van de pieken en daarmee
van de mate waarmee synchronisatie bereikt wordt. Hierbij werden
we geconfronteerd met een lethale nawerking die sterk afhankelijk
is van de te gebruiken concentratie en incubatietijd. Tevens werd
een mutagene werking van NAL aangetoond. Winshell en Rosenkranz
(1970) hebben eveneens een postléthaal effect gevonden bij E. col:
zij het na veel langere incubatie met NAL. Een mutageen effect van
NAL wordt voor E. coli niet beschreven. De mogelijkheid wordt niet
uitgesloten dat de mutagene werking veroorzaakt wordt door bijpro-
dukten in het Calbiochem produkt.

Een andere complicatie die optrad na de NAL-behandeling in NB
is de versnelde initiatie van de DNA-replicatie waardoor de pieken
voor de terugmutatiefrequenties zich herhalen binnen een replica-
tiecyclus. Een methode om hieraan te ontkomen is het kweken in arm
medium waardoor ook na de NAL-behandeling de delingstijd niet kor-

ter wordt dan de replicatietijd.
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SUMMARY

In this thesis the development of three techniques for the
genetics of Pseudomonas putida strain PMBL-L and its derivatives
has been described.

PMBL-L is one of the strains isolated from soil that are able
to use atropine as sole carbon-source for its growth. The enzyme
atropine-esterase involved in the breakdown of atropine is essential
in the research for the interaction between organofosfates and
serine-esterases. Information on the influence of structural changes
on the activity of this enzyme can only be obtained with mutant-
enzymes.

The purpose of this work was the localization of aqtr-genes on
the bacterial chromosome of P. putida. Transduction was chosen as
the first tec