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MIKROBIOLOGIA NA USLUGACH GENETYKI

W latach powojennych, a zwlaszcza w ostatnim dziesigcioleciu, obser-
wujemy bardzo bujny rozwéj genetyki w oparciu o badania biochemiczne.
Szczegélnym bodZcem dla rozwoju tego kierunku w genetyce staly sie
badania nad mikroorganizmami, ktére daly podstawe do ustalenia nowych
pogladéw na zjawiska zmienno$ci i dziedzicznosci u organizmow zywych.

Uzycie drobnoustrojéw jako modeli do badan genetyczno-biochemicz-
nych tlumaczy sie réznymi ich wlasciwosciami, z ktérych jako najcen-
niejsze nalezy wymienic:

1) szybko$é mnozenia sie drobnoustrojow, a co za tym idzie szybkos¢
otrzymywania wielu pokolen;

2) mozno$¢ latwego operowania duzymi populacjami;

3) mozliwosé $cistego okreslania warunkow $rodowiska hodowlanego.

Prace genetyczne, ktérych przedmiotem badan byly bakterie i inne
drcbnoustroje, przyczynily sie w duzym stopniu do wyjasnicnia dwoch
nastepujacych, podstawowych dla genetyki ogélnej probleméw: po
pierwsze do okreélenia materialne], chemicznej struktury jednostek
dziedzicznych i po drugie do poznania mechanizméw nabywania
1 przekazywania zmian dziedzicznych.

Niewalpliwie istniejg réznice w budowie i funkcji genomu u roznych
organizméw uwarunkowane swoistoscig ich budowy 1 metabolizmu, jed-
nakze istnieje tez szereg faktéow, $wiadczacych o pewne] wspolnocie
proceséw dziedziczenia u wszystkich istot nalezacych do swiata ozywio-
nego.

Obecnie nie nasuwa juz watpliwosci poglad, oparty na wielu do-
$wiadczeniach, ze materialnym tworzywem, lokujgcym jednostki dziedzi-
czenia, jest kwas dezoksyrybonukleinowy (KDN). Istnieje przypuszczenie,
ze w jadrach komérek bakteryjnych role genoéw pelnig czasteczki kwasu
dezoksyrybonukleinowego. Roznice miedzy poszczegélnymi genami po-
legaja prawdopodobnie na réznicy w strukturze tancuchow KDN, skla-
dajacych sie z roznej iloéci prostych nukleotydow, roznie uszeregowanych.

Mozliwe, ze w jadrach komorek roslinnych i zwierzecych budowa
aparatu jadrowego jest bardziej zlozona, jednakze podstawowa jednostke
dziedziczenia w materialnym pojeciu stanowi niewgtpliwie réwniez KDN.
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Mikrobiologowie we wspélpracy z binochemikami wiele uwagi peoswiecili
badaniom nad sposobami odtwarzania sie KDN w komérkach potomnych
1 mechanizmom przekazywania zmian dziedzicznych.

Celem badan biochemicznych jest wysledzenie, jakg role odgrywa
tancuch  KDN w komoérce macierzystej przy replikacji tego zwigzku
w komoérkach potomnych. Czy ulega on podzialowi, czy tworzy on ma-
tryce, na ktorej w komoérce potomnej odtwarza sie struktura chemiczna
z materialu nie rodzicielskiego, czy tez w calosci zostaje przeniesiony
do komérki potomnej, ktéra odtwarza drugi podobny lancuch z wlasnego
materiatu. Sprawy te do dzis nie sa wystarczajgco jasne i s3 przedmiotem
usilnych badan, gdyz wiaze sie z tym nadzieje na mozliwo$é ludzkiej
ingerencji przy syntezie KDN.

Badania nad mechanizmem przekazywania zmian dziedzicznych u dro-
bnoustrojow idg w dwoéch kierunkach. Z jednej strony poszukuje sie
u bakterii i innych organizméw takich cech morfologicznych, a przede
wszystkim fizjologicznych, ktére moglyby by¢ dobrymi wskaznikami
mutacji. Z drugiej strony dazy si¢ do dokladniejszego poznania sposobow
nabywania i przenoszenia cech dziedzicznych.

Dzieki tym wysitkom obecnie nagromadzilo sie juz wiele obserwacji na
ten temat, co dalo moznos¢ wyroznienia pewnych typowych sposobow
nabywanta i przekazywania zmian dziedzicznych. Wymieni¢ tu nalezy:
1) mutacje spontaniczne i indukowane; 2) transformacje; 3) transdukcje
1 4) rekombinacje. Jak w kazdym schemacie, zwlaszcza w schemacie
dotyczacym zjawisk biologicznych, spotykamy sie tu z uproszczeniem
w przedstawieniu bardzo ztozonych i zazebiajgcych sie o siebie procesow.
Schemat taki ulatwia nam jednak Kklasyfikacje tych zjawisk i pozwala
na latwiejsze ich zrozumienie.

Mutacje spontaniczne i indukowane

Hodowle bakterii stanowig duze populacje. O fenotypie calej hodowli
decydujq sily dominujgce w danym S$rodowisku. W kazdej hodowli poja-
wiajg si¢ tez mutanty, ktére, po wyodrebnieniu ich z rodzimej populacji,
mogg dal poczatek nowym populacjom odrebnym od hodowli macierzy-
stej. Mutanty spontaniczne, powstajace pod wplywem blizej nieokreslo-
nych bodzcéw, spotykamy w hodowlach drobnoustrojow stosunkowo
rzadko. Zazwyczaj w hodowlach bakterii w obrebie jednej cechy wyste-
puja one z czestotliwoscig 10— do 10~°. Tak wiec na milion dzielgcych
si¢ komoérek pojawia sie jeden mutant. W populacji drobnoustrojow
mutacjom moga jednak podlegac rézne cechy korespondujgce z réznymi
genami, co zwigksza czestotliwos¢ wystepowania mutantow. Istnieja
rozne hipotezy co do powstawania mutantéw spontanicznych w hodowlach
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drobnoustrojow. Jeszcze do niedawna za gléwng przvezyne mutacji uwa-
zano bizdy w reprodukcji materiatu genetycznego. Jednakze, jak sie
okazalo, mutacje spontaniczne w okreslonych warunkach hodowli po-
wstajg zawsze w tej samej proporcji, dlatego trudno zjawisko to tiu-
maczy¢ jakas przypadkowoscig. Przypuszcza sie wiec, ze mutacje moga
zachodzi¢ raczej pod wplywem swoistych wewngtrzkomérkowych czynni-
kow mutagennych. Stwierdzono, ze mutacje mozna indukowas, to znaczy
zwieksza¢ ich czestotliwosé. Takimi czynnikami indukujgcymi mutacje,
tak zwanymi mutagenami, moga by¢ promienie jonizujgce, np. promienie
Roentgena, promienie ultrafioletowe, krancowe temperatury oraz rézne
zwigzki chemiczne. Do chemicznych mutagenéw zaliczamy nadtlenek
wodoru, formaldehyd, fenol, kofeine, akryflawine i szereg innych sub-
stancji. Warto zwroci¢ uwage na to, ze np. nadtlenek wodoru i formal-
dehyd bvwajg produktami metabolizmu drobnoustrojéow, moga wiec byé
wewnatrzkomérkowymi czynnikami mutagennymi.

Substancje mutagenne wykazujg pewng swoisto$¢ dziatania, jednak
mutacje spontaniczne i indukowane pozostajg procesami bezkierunko-
wymi i nie jesteSmy w stanie przewidzie¢ wyniku mutacji i zmieni¢ jej
kierunku.

Przy glebszych zmianach w strukturze komorki i jej aparatu genetycz-
nego zmiany mutacyjne sg nieodwracalne. Jednakze w wielu wypadkach
powrét do form wyjsciowych zachodzi dos$¢ latwo. Szybkos¢ takiej
rewersji zalezy od rodzaju i kcncentracji oraz od czasu dziatania sub-
stancji mutagennej. Duzy wplyw na mozliwos¢ rewersji majg takze
warunki fizyko-chemiczne $rodowiska hodowlanego.

Transformacja

Transformacja okreélamy zjawisko zastapienia genu w komorce bakte-
ryjnej przez gen homologiczny, pochodzacy z zabitej hodowli drugiej rasy
bakterii, lub tez przez chemicznie wyodrebniony czynnik genetyczny,
Jakim jest kwas dezoksyrybonukleinowy. Transformacja mozliwa jest
tylko wtedy, gdy jedna lub wiecej cech donatora odpowiada swym
charakterem cechom receptora.

Klasyczny przyklad transformacji stanowig badania Griffitha i Mc
Carty nad transformacja u pneumokokkéw. Szczepili oni myszki nie-
zjadliwg formg R pneumokokkow, a nastepnie szczepienie uzupeiniali
zabita hodowlg zjadliwej formy S tych samych bakterii. Myszki poddane
takiemu zabiegowi padaly, co pozwolilo przypuszcza¢, ze bakterie nie-
zjadliwe ulegly transformacji pod wplywem martwych komorek for-
my S. Wyodrebniajac nowy szczep pneumokokkow z ciata padiej myszki,
stwierdzono, ze charakteryzowal sie on zjadliwoscig szczepu S i roéwno-



22 J. Golebiowska

czesnie niektérymi innymi cechami szczepu R. Do$wiadezenia tych auto-
row powloérzone byly przez wielu innych badaczy z tym samym wy-
nikiem. Nabycie zjadliwosci przez szczep R przypisuje sie adsorpcji KDN
przez nicktore komorki tego szczepu z zabitej hodowli szczepu S.

W nowszych badaniach stosuje sie wyodrebnianie czynnika transfor-
mujgcego w postaci oczyszczonego KDN. Sposéb ekstrahowania czynnika
transformujgcego z hodowli bakteryjnych zawdzieczamy badaczom Avery,
Mac Lead i Mc Carty. Ich metoda wyodrebniania KDN ogloszona
w 1944 r. z réznymi drobnymi zmianami stosowana jest dotychczas.
Obecnie nagromadzilo sie juz bardzo wiele badahi nad transformacija.
NajczeSciej poddaje sie transformacji bakterie Escherichia ccli, Shigella
paradysenteriae, Hemophilus influenze i Staphylococcus. Z punktu wi-
dzenia rolniczego interesujgce sg prace Krasilnikowa z Rhizcbium. Ho-
dowal on Rhizobium leguminosarum dla wyki i grochu na przesaczu
bakterii iucerny i uzyskiwal w ten sposéb rasy zakazajgce Jucerne, ale
fenotypowo zblizone do bakterii grochu i wyki.

Badania nad transformacjg u Rhizobium prowadzi réwniez na Wegrzech
Balassa. Z pomocg czystych preparatow KDN, wyekstrahowanych 7z roz-
nych ras tych bakterii, uzyskiwala ona zmiane wirulencji, efektywno$ci
1 odpornos$ci na streptomycyne u innych ras Rhizobium.

Wszystkie badania nad transformacja wskazuja na to, ze mamy tu do
czynienia raczej z przenoszeniem genu niz z indukowaniem mutacji. Obcy
KDN staje sie czynny genetycznie dopiero po wbudowaniu go w zywa
komoérke receptora. Genetyczna konwersja komoérki przy transformaciji
zachodzi w kilku etapach. Pierwszym warunkiem dla pomyélnego prze-
biegu transformacji jest nabycie kompetencji przez komérke receptora.
Inaczej mowige komérko musi przygotowaé odpowiedni locus na przyjecie
obcego materialu genetycznego. Takg kompetencje komorki bakteryjne
W okresie swego rozwoju nabywaja i tracg cyklicznie. W obrebie jednej
generacji cykl ten powtarza sie kilkakrotnie. Pézniej nastepuje nieod-
wracalna lub odwracalna reakcja miedzy wprowadzonym KDN i przy-
gotowanym locus w komorce receptora.

Transformacja moze spowodowa¢ radykalng zmiane cechy juz po
jednokrotnym potraktowaniu komérek transformowanych ekstraktem
KDN pokrewnej masy. Silniejsze dzialanie ekstraktu obserwuje cie
jednak po kilkakrotnym powtérzeniu tej reakecji. Np. wiekszy stopien
odpornosci na streptomycyne u bakterii uzyskiwalo sie przy sukcesyw-
nym, kolejnym traktowaniu komoérek wrazliwych ekstraktem KDN rasy
odpornej tych bakterii.

Przez transformacje uzyskuje sie najlatwiej zmiany cech w obrebie
jednego gatunku. Znane sg juz jednak wypadki, w ktorych udalo sie
przeprowadzi¢ fransformacje miedzy réznymi gatunkami. Shafferowi
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(1956) udato sie np. otrzymac krzyzéwke Haemofilus influenzae X H. pra-
imfluenzae. Jednakze czestotliwo$¢ wystepowania form zmienionych
przy transformacji dwoéch réinych gatunkoéow jest znacznie mniejsza niz
przy transformacji dwoch ras bakterii, réznigcych sie miedzy sobg nie-
licznymi cechami.

Czynnik transformujacy moze by¢ przekazywany komoérkom recep-
tora w réznych formach. Znane sa przypadki transformacji prowadzonej
nastepujacymi sposobami:

1) hodowla rownoczesna (wspolna) dwoch ras bakteril,

2) hodowla jednej rasy na filtracie drugiej rasy,

3) ) b, »  zabitych komorkach drugiej rasy,
4 » ., ’ , , autolizacie komérek drugiej rasy,
5) . 1 ,» , rozbitych komoérkach drugiej rasy.
6) w . ., ekstrakcie KDN przygotowanym z komé-

rekk drugiej rasy.

Transdukcja

Transdukcje pierwsi opisali Zinder i Lederberg w 1952 r. Jest to
zjawisko polegajgce na przeniesieniu genetycznego segmentu z jednego
organizmu na drugi za po$rednictwem faga. Przy czym fag w niektérych
wypadkach sam moze sta¢ sie materiatem genetveznym. Wiele bakterii
zyje z bakteriofagami, tj. wirusami baktervjnymi, w stosunku symbiotycz-
nym. Takie szczepy bakterii, ktére mogg by¢ nosicielami fagoéow, nazy-
wamy szczepami lizogenicznymi, a fagi w tej niezjadliwej formie nazywa-
my profagami. Profagi bytujgce w komorce bakterii mnozg sie réwno-
rzednie 7z nig i niczym nie ujawniajg swej obecnosci. Zeby wlasciwosci
profaga mogly sie uzewnetrznié, musi on przejsé w stadium wegetatywne.
W tym celu na hodowle lizogenicznego szczepu bakterii dziala sie spe-
cjalnymi czynnikami pobudzajgcymi ten proces. Prawie wszystkie znane
czynniki mutagenne zdolne s3 réwniez do pobudzania profagéow do
przejScia w stadium wegetatywne. W tym stadium fagi mnozy sie w ko-
moérkach baktervjnych bardzo szybko, niezaleznie od proceséw zyciowych
swego gospodarza. Nastepnie rozpuszczaja blone komoérkows bakterii
1 wydostaja sie na zewnatrz. Wowczas fag staje sie zdolny do zakazenia
wrazliwego szczepu bakterii i przeniesienia niektérych cech szezepu
lizogenicznego, z ktérego sie uwolnil. Przy tym stwierdzono, ze sam fag
moze stanowié material genetyczny, albo tez moze on przenosi¢ niektore
segmenty genetyczne charakteryzujace szczep lizogeniczny.

Natura wigzania miedzy profagiem a chromosomem bakteryjnym jest
jeszcze matlo poznana. Istniejg dwa przypuszczenia. Fag moze sig doczepié
do genomu u bakterii, albo tez cze$¢ genomu bakteryjnego moze by¢
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zastapiona przez faga na zasadzie crossing-over. Nie wszystkie cechy,
charakteryzujace dany szczep bakterii, daja sie przenosi¢ przez trans-
dukcje. W hodowli bakteryjnej ilos¢ komérek ulegajacych zmiennosci
pod wplywem transdukeji bywa stosunkowo niewielka. Czestotliwosé wy-
stepowania ich wyraza sie przecietnie liczbg 10™. Fag niezjadliwy jest
przyktadem elementu genetycznego, ktéory moze byé¢ wprowadzony do
komorki i moze w niej egzystowa¢ w dwu réznych postaciach. Moze on
cozmnazac sie jako jednostka niezalezna oraz jako jednostka integralnie
zwigzana z chromosomem komorki bakteryjnej.

Rekombinacja

Rekombinacjg okres$la sie u drobnoustrojéw zmienno$¢ dziedziczna,
ktora spowodowar:a zostaje zmianami w ukladzie genetycznym na za-
sadzie crossing-over. Mozliwos¢ rekombinacji u hakterii stwierdzili w r.
1946 Lederberg i Tatum. Pracowali oni ze szczepem Escherichia coli K 12,
stwierdzajac w hodowlach tej bakterii 3—5% szczepéw zdolnych do ve-
kombinacji.

Dalsze badania nad rekombinacjg u E. ccli K 12 pozwolity na sporza-
dzenie mapy chromosomowej tej bakterii. Swoje mapy chromosomowe
majg obecnie takze niektére grzyby, np. Neurcspora crassa i Aspergillus
niger.

U E. coli mapa chromosomowa oparta zostala gléwnie na zdolnos$ci syn-
letyzowania przez te bakterie ré6znych zwiazkdéw z grupy aminokwasow,
cukrow, witamin itp. Mapa chromosomowa u E. coli przedstawia sie
w ksztalcie pierScienia, na ktérym w okres$lonych miejscach lokujg sie
geny kontrolujace synteze poszczegolnych zwigzkéow (rys. 1).

Wymiana poszczegélnych genéw na takiej nici chromosomowej nie mo-
ze by¢ przypadkowa. Obowigzuje pewna kolejnosé. Okazalo sig, ze wsrod
hodowli E. coli K 12 mozna wyro6zni¢ szczepy zenskie i szczepy meskie.
Dotychezas jedynym miarodajnym sposobem oznaczenia czy szczep jest
meski, czy zenski, jest proba ich skrzyzowania, gdyz krzyzuja sie tylko
szczepy meskie z zenskimi. Nie mozna skrzyzowac¢ ze sobg dwoch szczepow
zenskich. Poszukuje sie takze innych wskaznikéw okres$lajgcych pte¢, ba-
dajac stosunek poszczegoélnych szczepé6w do réznych barwnikow, ich wia-
Sciwosci elektroforetyczne, wlasciwos$ci immunologiczne itp.

Badania Lederberga z 1957 r. wykazaly, ze przv koniugacji miedzy
dwoma komoérkami powstaje most, przez ktéry przenoszony jest material
genetyczny z meskiej komoérki do zenskiej. Most ten, niewidoczny w zwyk-
}ym mikroskopie ze wzgledu na swg malg wielkos¢, udalo sie zobaczy¢
w mikroskopie elektronowym. Rekombinanty mozna znalezé tylko przy
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segregacji szczepu zenskiego, przy czym ze wzgledu na nieregularnosé
procesu rekombinacji taka segregacja stanowi trudne zadanie.
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Rys. 1. Diagram przedstawiajgcy mape chromosomowg E. coli K 12. Na rysunku
uwidoczniono kolejnos¢ cech, a nie rzeczywiste odleglo$ci miedzy nimi. Symbole
odpowiadajg syntezie uracylu (U), cytozyny (Cyt), treoniny (T), leucyny (L), pan-
totenianu (Pantoth), witaminy B6, proliny (Pr), adeniny (Ad), guaniny (G), tryp-
tofanu (Tr), ,,shikimic acid” (Sh), histydyny (H), asparaginianu (Asp), amidu kwasu
nikotynowego (Nic), seryny (S), glicyny (Gl), lizyny (Lys), cysteiny (C), metioniny
(M), izoleucyny (Iso), glutaminianu (Glu), argininy (Arg), waliny (Val), witaminy
B1l, fermentacji arabinozy (Ara), laktozy (Lac), galaktozy (Gal), maltozy (Mal),
ksylozy (Xyl), mannitolu (Mtol), wrazliwo$ci na faga T1 i T6, na azydek sodu na
streptomycyne (Sm), lokalizacji indukujgcego sie profaga 82, 2434, 381, 21, 424, 466,
nieindukujacego sie profaga 186, 370, 299, 18, W. Symbole w nawiasach odpowiadajg
wskaznikom, ktéorych kolejno$é¢é usytuowania nie jest dokladnie okreslona (wedlug
Jacoba i Wollmana, 8)

Poréwnujac rekombinacje z transdukcja, szczep meski mozna nazwaé
donatorem, a szczep zenski receptorem. Istotng roéznice rekombinacji
i transdukecji stanowi to, ze komoérka meska przy rekombinacji nie zo-
staje zniszczona, podczas gdy przy przenoszeniu materialu genetycznego
przez faga komorka donatora ulega rozpadowi. Przy transdukcji do ko-
moérki receptora przechodzi tylko drobna cze$¢ genomu ojcowskiego (oko-
lo 1%). Przy rekombinacji natomiast caly genom moze by¢ przeniesiony
z komoérki meskiej do zenskiej.

Proces zaplodnienia u komoérek bakteryjnych moze by¢ sztucznie przer-
wany, tak ze tylko cze$é¢ materialu genetycznego zostaje w tym wypadku
przeniesiona do komérki zenskiej. Istnieje korelacja miedzy czasem przej-
scia okreslonej porcji materialu genetycznego 7 komorki meskiej do zen-
skiej, a czestotliwoscia przemian danego wskaznika, oczywiscie tylko przy
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krzyzowaniu nie przerywanym. Ulatwia to tworzenie map chromosomo-
wych.

Wszystkie przedstawione tu sposoby nabywania i przenoszenia cach
przez drobnoustroje dotyvchczas tylko w bardzo ograniczonej mierze poz-
walajg nam na regulowanie cech dziedzicznych i ich segregacje. Rewolucje
w tych zjawiskach moze dopiero spowodowa¢ mozliwos¢ otrzymywania
syntetycznych kwasow nukleinowych, analogicznych do Lych, ktére de-
terminuja wystepowanie okres$lonych cech dziedzicznych. Nadzieje na
taki sukces stajg sie coraz bardziej realne. Wtlasnie w 1959 r. nagrode
Nobla otrzymali dwaj biochemicy amervkanscy: prof. Severo Cchoa i prof.
Artur Kornberg, ktéorym udato sie z pomocg enzymoéw bakteryjnych spo-
wodowaé¢ powigzanie prostych nukleotydéw w polinukleotydy, formalnie
niczym nie roznigce sie od kwasow nukleinowych, znajdywanych w ko-
moérkach zywych organizméw. W doswiadczeniach tych uczonych dla za-
voczatkowania proceséw syntezy konieczny byl jednak udziat che¢ drob-
nych iloéci gotowego KRN lub XDN. Trudnym zadaniem stojagcym przed
biochemikami jest takze rozszyfrowanie budowy lancuchéw KDN, sta-
nowigeych tworzywo poszezegélnych gendéw. Ogromny rozwoj biochemii
w oparciu o bardzo przydatny do do§wiadczen genetycznych material bak-
teryjny stwarza jednak podstawy do przypuszczenia, ze moze te zda-
waloby sie nieprawdopodobne marzenia stang sie rzeczywistoScia.
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