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Induction of Lysogenic Strain of Rhizobium meliloti by Mitomycin C

Jedne z pierwszych prac nad mechanizmem dzialania mitomycyny C
(MC) wskazywaly na hamowanie replikacji DNA przez ten antybiotyk
(6). Te spostrzezenia byly potwierdzone przez Szybalskiegoilye-
r a (10). Autorzy tlumaczyli ten fakt powstawaniem krzyzowych wigzan
w DNA, wywolanych zredukowang formg MC, co w konsekwencji bylo
powodem $mierci bakterii. W nastepnych latach stwierdzono, ze MC
dziala w jednakowym stopniu alkilujgco na DNA, wszystkie rodzaje
RNA i rybosomy (12).

Stwierdzono, ze stan lizogenii u niektorych bakterii warunkuje roz-
nice we wrazliwosci na pewne antybiotyki (2). W zwigzku z tym zasto-
sowano MC do indukcji fagéw lagodnych. Okazalo sie, ze szczep lizogen-
ny E. coli K12 (1) byt o 50% wrazliwszy na MC niz szczep wskaznikowy
nielizogenny K12. Stwierdzono réwniez indukcje faga A. Inne szczepy
E. coli, jako szczep lizogenny C-16 (P22) i szczep wskaznikowy dla P-22
byly w jednakowym stopniu wrazliwe na MC. Mitomycyna C nie indu-
kowala takze faga P-22 (2).

Stosunkowo wczesnie zastosowano MC do indukcji fagéw u Rhizo-
bium. Takahashi i Quadling indukowali defektywnego faga
u R. trifolii.

Kierujac sie cytowanymi spostrzezeniami, uzyto mitomycyny C jako
czynnika powodujacego uwalnianie profaga z chromosomu R. meliloti
i przechodzenie go w stan wegetatywny.
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MATERIAE I METODY

Szczep. Badania przeprowadzono na szczepie lizogennym R. meliloti 41 (16—
3). Szczepem wskaznikowym, wrazliwym na faga 16—3, byl szczep R. meliloti 41.

Podtoza: stosowano podloza pltynne lub stale RP* z 1,2% lub 0,6% agarem
o nastepujacym skladzie: NaCl—1,0 g, NH,Cl — 3,0 g, glukoza — 2,0 g, wyciag dro-
zdzowy Difco— 1,0 g, KH,PO,— 0,7 g, 125 ml 0,2 M Tris buforu, 200 ml 0,1 N HCl
i uzupelniono do 11 H;O destylowang, pH pozywki 7,6. Przed wsiewem bakterii
dodawano 1 ml 10-3M MgSO; na 100 ml pozywki. Stosowano tez pozywke MRP*¥,
roznigca sie od pozywki RP* brakiem wyciggu drozdzowego.

Indukcja faga tagodnego przez mitomycyne C: 12-godzinng ho-
dowle szczepu R. meliloti 41 (16—3) inkubowano w pozywce RP* z wytrzasaniem,
odwirowano i rozcienczono w tej samej objetoSci §wiezej pozywki RP*. Zawiesine
bakterii rozdzielono na réwne objeto$ci do réoznych kolb. Jedna z tych kolb sta-
nowila kontrole liczby bakterii i fagébw uwalnianych spontanicznie. Do pozosta-
lych kolb dodawano mitomycyne C (Nutritional Biochemical ‘Corporations) w ste-
zeniach 0,01, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 ng/ml. Bakterie hodowano z wytrzgsaniem w temp.
28°C w ciemno$ci. W celu zbadania liczby bakterii i fagéw obecnych “w -hodowli
pobierano préby w czasie 0 i po 10 min. oraz po 1,5, 3,0, 4,5, 6,0 i 24 godz. od
dodania MC. Liczbe fagéw okre§lano metodg Adamsa.

WYNIKI

W probach kontrolnych miano fagéw uwalnianych spontanicznie wy-
nosilo 6107 czgstek/ml, ‘po 24 godz. inkubacji zaleznie od do$§wiadcze-
nia (ryc. 1). Dawka MC 0,01 pug/ml nieznacznie podnosila liczbe fagow
w stosunku do kontroli, a 0,5 pg/ml mitomycyny C powodowalo wzrost
liczby fagoéw o 1 log. Antybiotyk w stezeniu 1 pg/ml wyzwalal o 1 do
1,5 log wiecej fagow niz w kontroli bez antybiotyku. Przy 5,0 pg/ml
obserwowano niewiele mniejszg liczbe fagéow (4 -10%ml) po 6 godz. dzia-
tania MC. Natomiast dodanie 10 pg MC/ml powodowalo juz po 3 godz.
dzialania wzrost miana fagéow o 2 log w stosunku do kontroli.
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Ryc. 1. Indukcja fagéw przez r6zne stezenia MC w lizogennym szczepie 41 (16—3)
Induction of phages by different MC concentrations in the lysogenic strain 41
(16—3)
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Przetrzymywanie hodowli z 10 pg/ml MC przez czas dluiszy niz
3 godz. powoduje wzrost liczby fagow prawie o 2 log w poréwnaniu do
kontroli.

Obnizenie liczby bakterii obserwowano juz przy stezeniu 0,01 pg/ml
(ryc. 2). Dawki 0,5 i 1,0 pg/ml powodowaly dalszy spadek liczby bakterii
Przy stezeniu 5 pg/ml (ryc. 1) nie spotykano zywych bakterii w hodowli
po 24 godz. Podobny skutek obserwowano przy 10 ug/ml MC po czasie
dluzszym niz 3 godz. dzialania.
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Ryc. 2. Dzialanie ré6znych dawek MC na przezywalno§é bakterii
Effect of different MC doses on the survival of bacteria
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DYSKUSJA

Narastanie skutkéw dzialania indukujgcego mitomycyny C w zalez-
nosci od dawki obserwowano u E. coli B;, poczynajac od dawki 0,5 ug/ml
(12). Takg dawka u Rhizobium meliloti bylo stezenie 0,01 pg/ml, przy
ktérym zaznaczal sie nieznaczny spadek liczby zywych komérek (ryc. 2).
Dawka 5 pg/ml, podobnie jak u E. coli (12), okazala sie zabdjcza. Po diuz-
szym czasie niz 6 godz. obserwowano lize bakterii w hodowli. Dwukrot-
ne zwiekszenie dawki antybiotyku dawalo analogiczny skutek, ale w
czasie krotszym.

Dziatanie MC, cho¢ nie jest specyficzne dla DNA, bo RNA i ryboso-
my sa na nig wrazliwe, to jednak w pierwszej kolejnosci uszkadza
DNA (8). Z doswiadczen Weisbach i Lissio, Suzuki i Kil-
gore wynikalo, ze komorki E. coli traktowane dawkami nizszymi niz
0,1 pg/ml na skutek zahamowania podzialéw wytwarzaly wydluzone for-
my ze zmianami w obrazie ziarn jadrowych w zaleznosci od dawki MC.
Stwierdzono rowniez blokade w syntezie bialek u Pseudomonas aerugi-
nosa przy 20—50 pg/ml MC (4). Poniewaz efekt koncowy u R. meliloti
byl analogiczny, mianowicie nastepowata liza komérek, mozna wiec
wnioskowaé, ze zmiany poprzedzajgce smieré komoérki byly podobne.
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Mitomycyna C, dzialajgc bezposrednio na DNA, okazala sie skutecz-
nym czynnikiem indukujacym bakterie lizogenne. W naszych badaniach
uzyskano wzrost liczby czgstek fagow o ok. 2 log. Mechanizm indukcji
bakteriofaga nie zostal dotychczas wyjasniony. Przypuszczano, ze w cza-
sie zaburzenia syntezy DNA gospodarza przez induktor wytwarza sie
produkt inaktywujacy represor i profag uwalnia sie spod kontroli re-
presora (1). Inni badacze uwazali, ze indukcja lizogenna polega na oder-
waniu profaga od chromosomu wskutek zmian w DNA gospodarza, wy-
wolanych induktorem (5,3). DNA E. coli K12 (A) uszkodzony przez MC
staje sie niezdolny do syntezy polimerazy DNA wspdlnej dla bakterii
i faga. W wyniku tego zahamowana jest replikacja DNA bakterii, nato-
miast nie ulega zaburzeniu replikacja fagowego DNA, ktore po 60 min.
dzialania MC kieruje syntezg polimerazy wlasnego DNA (3). Inaczej
jest u fagow grupy T, gdzie polimerazy DNA gospodarza i faga sg rézne,
syntetyzowane na wlasnych DNA. Niezalezno$¢ ta u faga T, jest tak
daleka, ze polimeraza DNA, swoista dla tego faga, jest odpowiedzialna
za replikacje, reperacje i rekombinacje DNA faga (7).

Indukcje faga przez MC u R. meliloti przeprowadzono w podiozu z do-
datkiem wyciggu drozdzowego Difco. W przeciwienstwie do Shiby
i wspotprac. (6) brak tego skladnika nie sprzyjal zwiekszonej indukcji
fagow u R. meliloti. Opracowana metoda moze znalezé zastosowanie do
otrzymywania fagow z hodowli o duzych objetosciach, czesto potrzeb-
nych do badan genetycznych i biochemicznych.

Prace wykonano w Instytucie Genetycznym Wegierskiej Akademii Nauk w
Budapeszcie w r. 1966, podczas pobytu na stypedium naukowym Polskiego Mini-
sterstwa Szkolnictwa Wyzszego.
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PE3IOME

Uccneposanu uHAYKUMIO MuToMuuMHa C Ha ymepeHHbid ¢ar 16—3
B nu3oreHHom wramme 41 (16—3) Rhizobium meliloti. Ha 6aktepum R.
meliloti 8 norapucpmuueckon ¢aze pocra gercrsoBanu 0,01—10 mkr/mn
pacteopom mutomuumHa C (MC).

Do3bl MC ot 5 o 15 MKr/Mn yBenuumBanu KONMHeCTBO (PAroBbIX Y4acTuu,
KoTopble cnocobHul k obpasosanuio ,6nsawek’”’, or 1,5 Ao 2 norapucgmos.
MpoaonxurensHoe pevicteue MC (po3a 5—10 mkr/mn) BbI3bIBANO nM3KC
6akTepun.

SUMMARY

Inducing action of mitomycin C on a temperate phage 16—3 in the
lysogenic strain 41 (16—3) of Rhizobium meliloti was tested. R. meliloti
culture in log phase of growth was treated with mitomycin C in concen-
trations ranging from 0.01 to 10 pug/ml. Mitomycin C doses from 5 to
10 pg/ml caused 1.5 to 2 log increase in the number of plaques as com-
pared to a spontaneous release of the phage in non-treated control culture.
Lower doses of the antibiotic were less effective in induction. Lysis of
cells with a simultaneous release of the multiplied phage took place after
6 hrs at 5 pg/Im and after 3 hrs at 10 pg/ml concentration of mitomycin.
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