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ГЕНЕТИКА МИКРООРГАНИЗМОВ

Цель: изучить  особенности генетики бактерий и вирусов, ознакомиться с основными генетическими процессами и формами изменчивости микроорганизмов, рассмотреть практическое значение учения о генетике.

Основные вопросы

1.  Особенности генетики и организации генетического материала у бактерий.

2.  Внехромосомные факторы наследственности.

3.  Особенности выражения генетической информации у бактерий.

4.  Генетические рекомбинации.

5.  Изменчивость бактерий.

6.  Особенности генетики вирусов.

7.  Основы популяционной генетики.

1. ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕТИКИ И ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА У БАКТЕРИЙ

1.1. Особенности генетики бактерий

В настоящее время приоритетным направлением естествознания считается молекулярная биология. Одним из ее направлений является молекулярная генетика, которая во многом базируется на генетике бактерий и бактериофагов. Их небольшие размеры и высокая скорость размножения позволяют проследить генетические изменения в течение небольшого промежутка времени на большом числе популяций. Они обладают уникальными для генетических экспериментов свойствами, присущими только этим микроорганизмам:
· хромосомы бактерий не отграничены от цитоплазмы никакими мембранами, но связаны с определенными рецепторами на цитоплазматической мембране;

· гаплоидный набор хромосом устраняет явление доминантности;

· содержание ДНК непостоянно – при неблагоприятных условиях может достигать значений, эквивалентных по массе 2, 4, 6, 8 хромосомам;

· существуют донорные и рецепиентные бактериальные клетки, соответственно отдающие и воспринимающие генетическую информацию;

· передача генетического материала осуществляется не только по вертикали (от материнской клетки к дочерней), но и по горизонтали с помощью механизмов конъюгации, трансформации, трансдукции;

· помимо хромосомного генома имеется дополнительный геном в виде внехромосомных факторов наследственности.

Все это обусловливает возможность регулировать скорость собственного размножения – одно из главных условий, обеспечивающих выживание бактерий в окружающей среде, а следовательно, и сохранение вида в природе.
1.2. Организация генетического материала бактерий

Материальной основой наследственности, определяющей генетические свойства бактерий, является ДНК. Бактериальная ДНК находится:

1. В нуклеоиде, или бактериальной хромосоме;

2. Во внехромосомных генетических элементах.

 Нуклеоид (бактериальная хромосома) представляет собой кольцевидную молекулу ДНК, свободно расположенную в цитоплазме. Ее молекулярная масса составляет около 2*109.

Поскольку длина хромосомы много больше длины бактериальной клетки, хромосома упакована в ней особым компактным образом: молекула ДНК находится в суперспирализованной форме и свернута в виде петель (12-80 на хромосому). Петли в центре нуклеоида объединяются за счет связывания ДНК с сердцевинной структурой.
Внехромосомные генетические элементы подробно описаны в разделе 2.
Различные виды микроорганизмов могут содержать:

1.  Две кольцевые хромосомы (Brucella melitensis);

2. Одну кольцевидную хромосому и одну большую плазмиду (Leptospira interrogans);

3. Одну линейную хромосому (Streptomyces ambofaciens).

Ядерные структуры можно наблюдать в фазово-контрастном микроскопе, где они выглядят как менее плотные участки цитоплазмы. Для их выявления в фиксированных мазках предложена реакция Фёлгена-Россенбека.

· Генотип – это совокупность всех генов микроорганизма, определяющих его потенциальную способность к фенотипическому выражению записанной в них информации в виде определенных признаков.

Условия окружающей среды могут как способствовать проявлению (экспрессии) генов, так и подавлять их функциональную активность, выраженную в образовании определенных ферментов. Функцию определенных генов удобно определять косвенным путем: на основании изменения или утраты соответствующего признака при утрате какого-либо участка ДНК.

· Генетический маркер – это ген, детерминирующий отчетливо выраженный фенотипический признак, используемый для генетического картирования и индивидуальной идентификации организмов или клеток.

В качестве маркеров могут служить целые хромосомы. Сцепленность таких маркеров с другими генами устанавливается путем их передачи от донорных к рецепиентным клеткам в опытах трансформации, трансдукции и конъюгации. Это позволяет установить их локализацию на бактериальной хромосоме и составить генетическую карту (рис. 1.).
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Рис. 1. Генетическая карта E. coli
2. ВНЕХРОМОСОМНЫЕ ФАКТОРЫ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ


Среди внехромосомных факторов наследственности у бактерий выделяют:


1. Плазмиды.


2. Транспозоны.


3. IS-последовательности.


Необходимо отметить, что плазмиды, транспозоны и IS-последовательности не являются генетическими элементами, жизненно необходимыми для бактериальной клетки, т.к. они не несут информации о синтезе ферментов, участвующих в пластическом метаболизме. Они могут придавать бактериям определенные селективные преимущества (например, резистентность к антибиотикам).

2.1. Плазмиды

· Плазмиды – внехромосомные факторы наследственности, являющиеся молекулами ДНК. Это наипростейшие микроорганизмы, лишенные оболочки, собственных систем синтеза белка и мобилизации энергии, и, представляющие собой особый класс абсолютных внутриклеточных паразитов, наделяющих своих бактерий-хозяев полезными для них свойствами.

Плазмиды выполняют следующие функции:

1. Регуляторную.

2. Кодирующую.

Регуляторная функция заключается в компенсации нарушений метаболизма ДНК клетки-хозяина (при интегрировании плазмиды в состав поврежденного бактериального генома, не способного к репликации, его функция восстанавливается за счет плазмидного репликона).

Кодирующая функция заключается во внесении в бактериальную клетку новой информации, о которой судят по приобретенному признаку (например, по образованию пилей, резистентности к антибиотикам, выделению бактериоцинов).

Плазмиды могут существовать в двух формах:

1. Интегрированная.

2. Автономное.

Интегрированные плазмиды встроены в состав ДНК бактериальной клетки. Они репродуцируются одновременно с бактериальной хромосомой. Интеграция плазмид происходит при наличии гомологичных последовательностей ДНК, при которых возможна рекомбинация хромосомной и плазмидной ДНК.

Автономные плазмиды не связаны с ДНК бактериальной клетки и самостоятельно реплицируются. В клетке может присутствовать несколько их копий.

· Строение

Плазмиды – это кольцевидные суперспирализованные молекулы двунитевой ДНК, их размеры варьируют от 1,5 до 200 МД и более. Размеры плазмидной ДНК прямо пропорциональны  сложности ее молекулярно-генетической организации: чем больше молекулярная масса, тем больше и сложнее набор генов и тем многообразнее функции плазмид.

Плазмиды несут гены:
1. Наделяющие ее специфическими свойствами:

· саморепликации;

· контролирующие самоперенос или мобилизацию на перенос;

· другие гены, определяющие специфические функции самой плазмиды.

2. Наделяющие специфическими свойствами клетку-хозяина (очень часто эти гены интегрируются в плазмидную ДНК в виде транспозонов).

· Свойства

Для плазмид как для живых существ характерны следующие свойства:
· Способность наделять клетку-хозяина дополнительными важными для него биологическими свойствами, способствующими выживанию бактерий, а, следовательно, и плазмид, в природе.

· Саморегулируемая репликация.

В составе плазмидных ДНК имеются фиксированная точка ori (точка начала репликации) и соответствующие гены, контролирующие репликацию.
· Явление поверхностного исключения.

Это не позволяет проникнуть в клетку, уже содержащую плазмиду, другой родственной ей плазмиде. Обеспечивается синтезом под контролем генов плазмиды особых белков наружной мембраны, которые препятствуют установлению контакта клеток или подавляют конъюгативный метаболизм ДНК.

· Явления несовместимости.

Две близкородственные плазмиды не могут стабильно сосуществовать в одной клетке, одна из них подвергается элиминации (удалению).

· Контроль числа копий плазмиды на хромосому клетки.

Различают:

· Малокопийные (1-4 копии) плазмиды;

· Многокопийные (12-38 копий) плазмиды.

Наличие собственных генов репликации позволяет плазмиде осуществлять последнюю независимо от каких-либо событий хромосомной репликации или клеточного цикла клетки-хозяина. Информация, необходимая для репликации, обычно заключена в небольшой участок ее ДНК (основной, или базовый репликон).
· Контроль стабильного сохранения плазмид в клетке-хозяине.

· Контроль равномерного распределения дочерних плазмид в дочерние бактериальные клетки.
Гены, осуществляющие этот контроль, независимы от системы контроля репликации. Эта функция тесно взаимосвязана с предыдущей. Функции стабильного поддержания и равномерного распределения опосредуются разными механизмами. Взаимосвязь этих функций с жизнью клетки-хозяина настолько важна для плазмид и клеток, что клетки, утратившие плазмиду, погибают.

· Способность к самопереносу (у конъюгативных) / способность к мобилизации на перенос (у неконъюгативных).
· Жизненный цикл

Жизненный цикл плазмид складывается из двух основных процессов:
1. Вегетативной (конъюгативной) репликации;

2. Равномерного распределения между дочерними клетками.

Оба этих процесса относительно независимы друг от друга и контролируются специфическими свойствами плазмид. Однако вегетативная репликация плазмид и распределение их между дочерними клетками скоординированы с клеточным делением так, что дочерняя клетка стабильно получает необходимое число копий данной плазмиды.

· Классификация

I. По функции:
1. Регуляторные.

2. Кодирующие.

II. По способности передаваться от клетки к клетке:
1. Трансмиссивные (передаются посредством конъюгации).

2. Нетрансмиссивные (не передаются).

III. По отношению к хромосоме:
1. Автономные.

2. Интегрированные.

IV. По свойствам:

1. F-плазмиды;

2. R-плазмиды.
3. Бактериоциногенные плазмиды:
              а) Col-плазмиды;

              б) Ent-плазмиды;

              в) Tox-плазмиды.

           4. Биодегративные.

F-плазмиды — кодируют синтез F-пилей (конъюгативных пилей), которые способствуют контакту бактерий-доноров с бактериями-рецепиентами при конъюгации. Они реплицируются независимо от хромосомы и передаются при конъюгации в клетки бактерий-реципиентов.
Перенос генетического материала определяется особым tra-опероном F-плазмиды (от англ. transfer — перенос), который и обеспечивает ее коньюгативность. F-плазмиду можно элиминировать из клетки, обработав ее некоторыми веществами (акридиновым оранжевым), и в результате она потеряет свойства донора. F-плазмиду достаточно легко удалить и также легко передать рецепиентным клеткам. Это дало основание считать, что она располагается в цитоплазме бактерий вне хромосомы. Однако F-плазмида может встраиваться в бактериальную хромосому и находиться с ней в интегрированном состоянии.
R-плазмиды — кодируют устойчивость бактерий-хозяев к различным лекарственным средствам. Они имеют сложное молекулярное строение. В состав R-плазмид входят:
· R-ген, который обеспечивает устойчивость бактерий к какому-либо антибиотику. Он контролирует синтез фермента, вызывающего инактивацию или модификацию антибиотика. Многие r-гены являются транспозонами, которые могут перемещаться от плазмиды носителя в другие репликоны. При этом в одном r-гене может содержаться несколько транспозонов, контролирующих устойчивость к разным антибиотикам. Это объясняет множественную лекарственную резистентность бактерий.
· Trа-оперон, который обеспечивает конъюгативность плазмиды. Он входит в состав R-плазмид грамотрицательных бактерий. Грамположительные бактерии содержат в основном неконъюгативные плазмиды, которые могут передаваться от одной бактерии к другой путем трансдукции.
Бактериоциногенные плазмиды (плазмиды бактериоциногении) —  контролируют синтез особых антибактериальных веществ — бактериоцинов, способных вызывать гибель бактерий того же или близких видов. Среди них выделяют:
· Col-плазмиды кодируют синтез колицинов.  Они находятся в клетках энтеробакгерий (как в автономном, так и в интегрированном состоянии). Col-плазмиды, так же как и F-плазмиды, передаются путем конъюгации в реципиентные клетки, благодаря tra-оперону.
Колицины – особые бактерицидные вещества энтеробактерий. Механизм их действия неодинаков. Одни колицины нарушают функцию рибосом, другие – действуют в качестве фермента эндодезоксирибонуклеазой, третьи – действуют на цитоплазматическую мембрану бактерий.
· Tox-плазмиды кодируют образование токсинов.
· Ent-плазмиды кодируют синтез энтеротоксинов.
· Hly-плазмиды кодируют синтез гемолизинов.
Биодегративные плазмиды (плазмиды биодеградации) несут информацию об утилизации некоторых органических соединений, которые бактерии используют в качестве источников углевода и энергии. Они играют важную роль в экологии патогенных бактерий, так как обеспечивают им селективные преимущества во время пребывания в объектах окружающей среды и в организме человека (урологические штаммы кишечных палочек содержат плазмиду гидролизации мочевины). Плазмиды биодеградации несут информацию об утилизации ряда сахаров (лактоза, сахароза, рафиноза и др.) и образовании протеолитических ферментов.
2.2. Транспозоны

· Транспозоны – внехромосомные факторы наследственности. Это нуклеотидные последовательности, включающие от 2 000 до 20 500 пар нуклеотидов, которые несут генетическую информацию, необходимую для транспозиции.
Транспозоны не способны к самостоятельной репликации, они размножаются только в составе бактериальной хромосомы. Каждый транспозон обычно содержит гены, которые несут важные для бактерии характеристики (множественная устойчивость к антибактериальным агентам).

Транспозоны выполняют следующие функции:

1. При включении в бактериальную ДНК вызывают в ней дупликации, а при перемещении – делеции и инверсии.

2. Некоторые могут выполнять регуляторную и кодирующую функции.


3. Могут нести информацию для синтеза бактериальных токсинов, а также ферментов, разрушающих или модифицирующих антибиотики.

Транспозоны обладают следующими свойствами:

1. Способность к перемещению с одного репликона (хромосомная ДНК) на другой (плазмида) и наоборот.


2. Могут находиться в свободном состоянии в виде кольцевой молекулы, неспособной к репликации.


3. Реплицируются только в составе бактериальной хромосомы.

Транспозоны имеют особые концевые структуры. Они являются маркерами и позволяют отличать их от других фрагментов ДНК. Транспозоны обнаружены не только у бактерий и дрожжей, но и в клетках растений, насекомых, позвоночных животных и человека. При интеграции в хромосому клеток животных или человека они приобретают удивительное сходство с провирусами, находящимися в составе их хромосом.
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Рис. 2. Инсерционная последовательность (А) и транспозон (Б)

2.3. IS-последовательности
· IS-последовательности (англ. Insertion - «вставка», sequences - «последовательность» – инсерционные последовательности или вставки последовательностей оснований) – внехромосомные факторы наследственности. Это мобильные нуклеотидные последовательности генома прокариот, которые содержат на концах инвертированные повторы и не содержат никаких генов, кроме тех, которые необходимы для их перемещения (транспозиции) по геному. IS-последовательности — это фрагменты (молекулы) ДНК, длиной 1000 пар нуклеотидов и более.

IS-последовательности выполняют следующие функции:

1. Координируют взаимодействие транспозонов, плазмид и умеренных фагов как между собой, так и с хромосомой бактериальной клетки и обеспечивают их рекомбинацию.

2. Вызывают инактивацию гена, в котором произошла интеграция IS-последовательности («выключение» гена).

3. Встроенные в определенном положении в бактериальную хромосому, служат промотором.

4. Индуцируют мутации типа делеций или инверсий при перемещении и дупликации в 5-9 парах нуклеотидов при включении в бактериальную хромосому.

IS-последовательности обладают следующими свойствами:

1. Содержат информацию, необходимую только для их транспозиции.

2. Самостоятельно не реплицируются и не кодируют фенотипических признаков.

2.4. Другие внехромосомные факторы наследственности

· Эписомы – это крупные и сложные саморегулирующиеся системы, содержащие IS-последовательности и транспозоны, способные реплицироваться в автономном или интегрированном состоянии в хромосому клетки-хозяина.

К эписомам относят различные умеренные лизогенные фаги. Они отличаются наличием собственной белковой оболочки и более сложным циклом репродукции.

Собственно эписомы – это вирусы, обладающие способностью в интактной форме переходить из одного генома в другой.

· Бактериофаги – это вирусы бактерий, характеризующиеся химическим и структурным разнообразием.

Бактериофаги имеют головку и отросток. Головка состоит из белковой оболочки и заключенной в ней ДНК или РНК. Отросток представляет собой трубку, состоящую из сократительных белков, подобных мышечным. Находящаяся на дистальном ее конце базальная пластинка с шипами и нитями обусловливает специфичность адсорбции на клетке-хозяине.

Факторами изменчивости бактерий могут быть умеренные или дефектные фаги, которые напоминают по своим свойствам плазмиды бактерий.

· Умеренные фаги встраивают свою ДНК в бактериальный геном, с которым реплицируются, и вызывают лизогению (бактерии приобретают новые свойства).

· Дефектные фаги неспособны образовывать фаговое потомство и используются в качестве векторов в генной инженерии.

Изменчивость лизогенных бактерий связана либо с приобретением генов, переносимых данными фагами от их предыдущих хозяев (бактерий-доноров), либо с экспрессией «молчащих» генов бактерий-реципиентов.
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Рис.3. Бактериофаг

3. ОСОБЕННОСТИ ВЫРАЖЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ У БАКТЕРИЙ

3.1. Особенности репликации бактериальной ДНК

У бактерий различают три вида репликации ДНК:

1. Вегетативную.

2. Конъюгативную.

3. Репаративную.

Вегетативная репликация обусловливает передачу генетической информации по вертикали (от родительской клетки дочерним). Контролируется соответственно хромосомными и плазмидными генами.

Конъюгативная репликация обусловливает обмен генетическим материалом при конъюгации. Контролируется только плазмидными генами. Происходит достройка нити ДНК, комплементарной нити, передаваемой от донора рецепиенту.

Репаративная репликация обусловливает устранение из ДНК структурных повреждений или заключительный этап генетической рекомбинации. Контролируется хромосомными и плазмидными генами.

· Вегетативная репликация

Репликация ДНК у бактерий имеет следующие особенности:

· начинается со строго фиксированного сайта хромосомы – oriС;

· носит полуконсервативный характер;

· идет одновременно в двух направлениях;

· заканчивается также в строго фиксированной точке – terminus.
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Рис.4. Схематическое изображение репликации ДНК

Цепи ДНК антипараллельны, а ДНК-полимераза III осуществляет синтез только в направлении 5’→3’. Таким образом,  формируется две нити — лидирующая и отстающая:

1.   Лидирующая нить - её направление соответствует направлению действия ДНК-полимеразы III.

2. Отстающая нить — возвращение фермента и наращивание цепи прерывисто – фрагментами Оказаки.

Синтез каждого фрагмента Оказаки происходит через следующие стадии:

1.   Раскручивание нитей ДНК.

2.   Расплетение (разделение) нитей.

3.   Стабилизация однонитевых участков.

4. Формирование праймосомы (мультиферментный комплекс, в который входят ДНК-праймаза и ряд других белков).

5. Синтез с участием ДНК-праймазы затравочной РНК (необходима для синтеза каждого фрагмента Оказаки, т.к. сама ДНК-полимераза не способна инициировать синтез ДНК).

6.    Синтез фрагмента Оказаки.

7.  Вырезание затравочной РНК и замещение ее дезоксирибонуклеотидами, комплементарными основаниям ДНК-матрицы.

8.   Сшивание фрагмента Оказаки с предшествующей нитью ДНК с помощью лигазы.

9.     Суперспирализация вновь синтезированных участков нитей ДНК.

10.  Ревизия ДНК-полимеразой вновь синтезированного фрагмента ДНК (нет ли ошибочного включения нуклеотидов).

В осуществлении процессов репликации ДНК участвует целый комплекс ферментов, образующих единую структуру – реплисому.
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Рис. 5. Схематическое изображение состава и функционирования компонентов репликативного комплекса

3.2. Особенности регуляции выражения генетической информации у бактерий

· Оперон – это структурно-функциональная единица хромосомы, представляющая собой группу структурных генов-цистронов, физически сцепленных друг с другом и с геном-оператором, который управляет их выражением.

В состав оперона, как правило, входят:

1. Структурные цистроны, определяющие синтез ферментов, которые участвуют в цикле связанных между собой биохимических реакций.

2. Ген-оператор управляет одновременно всей группой структурных генов, которые образуют оперон, иначе говоря, оперон функционирует как самостоятельная единица.

3. Промотор – область, с которой взаимодействует РНК-полимераза.

Помимо этого, могут входить:

1. Энхансер – это генетический элемент, усиливающий транскрипцию оперона.

2. Аттенуатор – это генетический элемент, ослабляющий работу оперона. Последовательность нуклеотидов между промотором и первым структурным опероном, кодирует лидерную РНК.

3. Терминатор – это особый участок в структуре аттенуатора, от которого зависит образование участка мРНК, блокирующего синтез лидерной РНК перед началом первого структурного гена соответствующего оперона.

В свою очередь, оперон или их группа находится под управлением одного гена-регулятора. Так возникает более сложная структурно-функциональная единица – регулон.

· Регулон представляет собой систему, состоящую из гена-регулятора и одного или нескольких оперонов, находящихся под контролем одного гена-регулятора.

· Лактозный оперон

Классическим примером организации и работы оперона может служить модель лактозного оперона. Он содержит гены, которые контролируют синтез ферментов, участвующих в превращении лактозы:

· β-галактозидазу (z);

· галактозидпермеазу (y);

· тиогалактозидтрансацетилазу (а).

Ген-оператор (о) управляет одновременно выражением всей группы этих генов. В его состав входит промотор (p), с которым взаимодействует РНК-полимераза. Работа оперона находится под негативным контролем гена-регулятора (i), который контролирует синтез белка-супрессора. Репрессор имеет два активных участка:

· с одним из них взаимодействует индуктор (лактоза);

· с помощью другого он прикрепляется к оперону.

В отсутствие лактозы белок-супрессор, связываясь с оператором, блокирует выражение этого оперона. При наличии в среде лактозы она связывается со вторым активным участком репрессора, это приводит к изменению его конформации по типу аллостерического эффекта и он становится неактивным. Блокировка оперона снимается и происходит активный синтез ферментов.

Негативный контроль работы лактозного оперона хорошо объясняет сущность феномена индукции: нет индуктора – оперон молчит, появился индуктор – оперон разблокирован и активно работает.
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Рис. 6. Схема функционирования lac-оперона:

1 – работа оперона блокирована репрессором; 2 – оперон активно работает

· Триптофановый оперон

Триптофановый оперон у E. coli является примером другого феномена – феномена репрессии. В репрессируемой системе ген-регулятор контролирует синтез апорепрессора (неактивного репрессора). Он также имеет два центра:

· для взаимодействия с метаболитом (корепрессором);

· для специфического связывания с геном-оператором.

После взаимодействия с соответствующим корепрессором (метаболитом) апорепрессор становится активным и подавляет работу оперона. В отсутствие триптофана апорепрессор неактивен и не блокирует работы триптофанового оперона. При избыточном содержании триптофана он исполняет роль корепрессора: связывается с апорепрессором и вызывает его аллостерическое превращение в активный репрессор. Активный репрессор связывается с геном-оператором, это и приводит к прекращению дальнейшей транскрипции структурных цистронов этого оперона и подавлению синтеза ферментов.

Особенностью триптофанового оперона является наличие аттенуатора, регулирующего активность РНК-полимеразы.
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Рис. 7. Функционирование триптофанового оперона

· Арабинозный оперон

Помимо негативных, существуют и позитивные механизмы контроля выражения генетической информации. Примером может служить арабинозный оперон у E. coli. Он включает три гена, которые кодируют синтез ферментов – araA, araB, araD, и три гена, которые кодируют транспортные белки – araE, araF, araG. Располагаясь в разных участках хромосомы, они образуют три самостоятельных оперона, один из которых состоит из трех сцепленных структурных генов – araBAD.

Выражение всех оперонов контролируется геном araC. Его продукт – аллостерический белок, который может существовать в двух формах:

· P1 – сам белок, является репрессором для всех оперонов;

· P2 – белок в комплексе с арабинозой, выступает в качестве активатора araBAD-оперона.

Следовательно, продукт гена araC осуществляет как негативную, так и позитивную регуляцию транскрипции.

3.3. Особенности репарации бактериальной ДНК

· Репарация ДНК – это восстановление поврежденного генетического материала.

Репарация ДНК осуществляется ферментами, образование которых контролируется специальными генами.

Репарация ДНК осуществляется через следующие стадии:

1. Установление места повреждения ДНК.

2. «Вырезание» поврежденного участка.

3. Синтез поврежденных фрагментов на матрице сохранившейся нити ДНК.

4. Встраивание участка в молекулу репарируемой нити.

· Способы репарации ДНК

Существуют две основные системы репарации ДНК:

1. Система фотореактивации.

2. Система темновой репарации.
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Рис. 8. Репликационная вилка
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Рис. 9. Репарация ДНК-1
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Рис. 10. Репарация ДНК-2

Система фотореактивации представлена ферментами, которые действуют в присутствии видимого света и осуществляют расщепление тиминовых димеров, превращая их в мономерные формы.

Система темновой репарации  выполняет эти же функции, но представлена ферментами, действующими в отсутствии видимого света.

Выделяют следующие виды темновой репарации:

· Дорепликативная репарация включает следующие стадии:

1.
Обнаружение и вырезание поврежденного фрагмента ДНК эндонуклеазой.

2.
Удаление вырезанного фрагмента ДНК-полимеразой I.

3.
Синтез нуклеотидов по матрице второй сохранившейся нити либо ДНК-полимеразой I, либо ДНК-полимеразой III.

4.
«Сшивание» восстановительного фрагмента ДНК с основной нитью лигазой.

· Пострепликативная репарация осуществляется путем рекомбинаций. При этом дефекты ДНК застраиваются фрагментами неповрежденных нуклеотидов.

SOS-репарация – это индуцибельный процесс, который происходит при множественных изменениях в ДНК. Она имеет несколько систем активации:

· Низкая и средняя системы активации происходят быстро. Однако в этих случаях встречаются ошибки.

· При высокой степени активации наблюдается разрушение хромосомы, амплификация плазмид и переход интегративной фаговой инфекции в продуктивную. В этом случае происходит гибель клетки, но осуществляется спасение маркеров для бактериальной популяции в целом.

4. ИЗМЕНЧИВОСТЬ БАКТЕРИЙ
Выделяют следующие виды изменчивости бактерий:

1. Фенотипическая (ненаследуемая):

1. Морфологическая.

2. Культуральная.

3. Биохимическая.

2. Генотипическая (наследуемая):

1. Мутации.

2. Генетические рекомбинации:

· трансформация;

· трансдукция;

· конъюгация.

Генетические рекомбинации бактерий подробно описаны в разделе 5.

4.1. Фенотипическая изменчивость: модификации
· Модификации - это фенотипические изменения какого-либо признака или нескольких признаков микроорганизма. Нет изменений в первичной структуре ДНК. Не передаются по наследству.

Модификации имеют следующие особенности:

· В целом контролируются геномом бактерий, но, в отличие от мутаций, не сопровождаются изменениями кодирующей структуры.

· Биохимическую основу составляет индуцибельный синтез ферментов, который заключается в индукции и репрессии структурных генов, контролируемых соответствующими регуляторными генами (кишечная палочка синтезирует ферменты, необходимые для ее ферментации только в присутствии лактозы).

· Проявляются в изменении морфологических, биохимических и многих других признаков с последующим их возвратом к первоначальному фенотипу после того, как устранено действие вызвавшего их фактора (исчезает потребность в сохранении этих изменений).

· Выступают в качестве адаптивных реакций отдельных микробных клеток или всей популяции в целом в ответ на изменяющиеся условия окружающей среды. Такого рода изменчивость позволяет микробным популяциям быстро приспосабливаться к окружающей среде и сохранять на должном уровне свою жизнеспособность.

К модификациям можно отнести:

· Включение «молчащих» генов» некоторых микроорганизмов, в результате чего происходит смена их антигенов в ходе инфекционного заболевания.

· Запрограммированные изменения генетической информации, в основе которых лежат миграции гена на хромосоме и встраивание его с разной частотой в определенные локусы, в результате чего происходит изменение признаков (изменения антигенной структуры гонококка, трепонемы сифилиса, боррелий возвратного тифа, холерного вибриона).

· И др.

Модификации могут возникать при непосредственном действии антибиотиков, например, пенициллина. При этом образуются L-формы бактерий, лишенные клеточной стенки, которые могут сохраняться и даже размножаться внутри клеток хозяина и вновь возвращаться к исходной форме после прекращения действия пенициллина. При выращивании многих бактерий на питательной среде с суббактериостатическими концентрациями антисептиков также можно получить их модификации, которые характеризуются изменением морфологических или других признаков.

Виды модификаций бактерий:

1.    Морфологические (приводящие к обратимым изменениям формы).

2. Биохимические (приводящие к синтезу некоторых продуктов, чаще ферментов).

3.    Культуральные (R-S-диссоциации).

· R-S-диссоциации
Особой формой изменчивости является R-S-диссоциация бактерий. Она возникает спонтанно в результате образования двух форм бактериальных колоний на плотной питательной среде.

Выделяют следующие типы колоний:

1.  R-колонии (англ. rough — неровный) имеют неровные края, шероховатую поверхность, форму «листка, ромашки».

2. S-колонии (англ. Smooth — гладкий) имеют ровные края, гладкую поверхность, круглую форму.

Некоторые авторы выделят также:

3.  M-колонии (англ. mucoid – слизистый).

4.  D-колонии (англ. dwary – карликовый), рассматривая их как промежуточные стадии.

Процесс диссоциации (расщепления бактериальных клеток, формирующих оба типа колоний), обычно протекает в одном направлении: от S- к R-форме. Обратный переход наблюдается реже. Для большинства вирулентных бактерий характерен рост в виде S-формы колоний. Исключение составляют микобактерии туберкулеза, иерсинии чумы, сибиреязвенные бактерии и некоторые другие, которые растут в R-форме.

В процессе диссоциации, помимо морфологических, меняются также биохимические, антигенные, патогенные свойства бактерий, их устойчивость к физическим и химическим факторам внешней среды.

Существуют следующие способы R-S-диссоциации:

· Мутации, которые приводят к R-S-диссоциации, относятся к инсертационным, так как они возникают после встраивания внехромосомных факторов наследственности, в том числе и умеренных фагов, в бактериальную хромосому. Если мутация приводит к утрате генов, которые контролируют образование детерминантных полисахаридных звеньев ЛПС у грамотрицательных бактерий, то образуются R-мутанты. При этом резко ослабляется их патогенность.

· У дифтерийных бактерий R-S-диссоциация происходит при их лизогенизации соответствующими бактериофагами. Их R-формы образуют токсин.

· У других бактерий R-формы возникают при интеграции в их хромосому R-плазмиды, транспозонов или IS-последовательностей.

· R-формы пиогенных стрептококков и ряда других бактерий образуются в результате рекомбинаций.

Биологическое значение R-S-диссоциации состоит в приобретении бактериями определенных селективных преимуществ, которые обеспечивают их сохранение в организме человека и во внешней среде:

· Более высокая устойчивость S-форм к фагоцитозу макрофагами, бактерицидному действию сыворотки крови.

· R-формы обладают большей устойчивостью к факторам окружающей среды. Они более длительное время сохраняются в воде, молоке.

Вместе с тем R-S-диссоциация во многих случаях усложняет бактериологическую диагностику ряда инфекционных заболеваний.

4.2. Генотипическая изменчивость: мутации
· Мутации – это изменения в первичной структуре ДНК, которые выражаются в наследственно закрепленной утрате или изменении какого-либо признака. Передаются по наследству.

Классификация мутаций

I. По происхождению:
1. Спонтанные.

2. Индуцированные.

Спонтанные мутации возникают в результате ошибок репликации, неправильного формирования комплементарных пар оснований или структурных искажений ДНК под действием естественных мутагенов. Они могут вызывать благоприятные и неблагоприятные генетические изменения.

Индуцированные мутации получают в эксперименте под действием каких-либо мутагенов.

II. По количеству мутировавших генов:
1. Генные (или точечные) — затрагивают один ген. Различают генные мутции:
1) со сдвигом рамки считывания;

2) миссенс-мутации;

3) нонсенс-мутации;

4) молчащие.

2. Хромосомные — затрагивают несколько генов:
1) инверсии;

2) делеции;

3) дупликации.

Генные (точковые) мутации затрагивают один ген. У микроорганизма, несущего точковую мутацию в одном гене, может возникнуть вторичная мутация в этом же гене. В результате произойдет восстановление дикого фенотипа. При этом первичную мутацию называют прямой, а мутацию, обусловившую возврат к дикому фенотипу, — обратной. При истинной реверсии восстанавливается не только фенотип, но и генотип.

· Мутации со сдвигом рамки считывания – это мутации со вставками или выпадениями одной пары азотистых оснований. Они ведут к изменению всех последующих кодонов.

· Миссенс-мутации – это мутации, при которых изменения кодирующей последовательности приводят к появлению в полипептиде иной аминокислоты.

· Нонсенс-мутации – это мутации, которые приводят к образованию кодонов-терминаторов, вызывающих преждевременное окончание синтеза полипептидной цепи (УАГ, УАА, УГА).

· Молчащие мутации – это мутации, которые не вызывают изменения аминокислотной последовательности белка. Их появление возможно вследствие вырожденности генетического кода.

Хромосомные мутации — носят характер крупных перестроек в отдельных фрагментах ДНК:

· Инверсия – это поворот участка ДНК на 180°.

· Делеция – это выпадение меньшего или большего числа нуклеотидов.

· Дупликация – это повторение какого-либо фрагмента ДНК.

III. По фенотипическим проявлениям:
1. Нейтральные.

2. Условно-летальные.

3. Летальные.

Нейтральные мутации не приводят к видимым изменениям каких-либо признаков.

Условно-летальные мутации приводят к изменению, но не к утрате функциональной активности фермента. В зависимости от условий окружающей среды микроорганизмы могут сохранять свою жизнеспособность или, наоборот, утрачивать ее (ts-мутанты (температурочувствительные) бактерии сохраняют способность к синтезу ферментов функционирующих при 37°С, но утрачивают этот признак при 42°С).

Летальные мутации приводят к полной утрате способности синтезировать жизненно важный для бактериальной клетки фермент. Чаще всего эти мутации возникают при обширных делециях, захватывающих группу генов, или при других видах хромосомных мутаций. К ним относятся также мутации в генах, несущих информацию о синтезе ДНК-полимераз.

Мутации проявляются в фенотипе в виде:

· Утраты или изменения морфологических и биохимических признаков (жгутиков, пилей, капсулы, клеточной стенки).

· Способности ферментировать какие-либо углеводы, синтезировать определенные аминокислоты, витамины и другие соединения.

· Возникновения устойчивости к лекарственным или дезинфицирующим веществам.

· И т.д.

Мутанты, нуждающиеся в определенных аминокислотах, азотистых основаниях, ростовых факторах, называются ауксотрофными. Они могут сохранять способность к росту лишь в том случае, если утрата соответствующего фермента  компенсируется наличием в среде готового продукта, образуемого при его непосредственном участии.

· Мутагены

· Мутагены – химические вещества или физические факторы, вызывающие предмутационные повреждения в отдельном фрагменте или фрагментах ДНК, которые переходят в мутацию в результате ошибок в работе репарирующих ферментов или в процессе репарации.

Выделяют следующие виды мутагенов:

1. Химические.

2. Физические.

Химические мутагены – это различные химические вещества, вызывающие мутации.

· При воздействии азотистой кислоты, вызывающей дезаминирование азотистых оснований, цитозин превращается в урацил, а аденин в гипоксантин. Поскольку в последующем урацил спаривается с аденином, а не с гуанином, как цитозин, происходит замена ГЦ на АТ.

· Акридиновые красители, непосредственно комплексируются с ДНК, вызывая выпадения или вставки оснований.

· Нитрозосоединения (нитрозогуанин, нитрозомочевина и др.) обладают множественным эффектом, вызывая при этом высокую частоту мутаций, за что получили название супермутагенов.

Физические мутагены – это прежде всего УФ-облучение, которое приводит к образованию тиминовых димеров в ДНК, т.е. весьма прочных связей между соседними тиминами в одной и той же цепи, которые препятствуют работе ДНК-полимеразы, нарушая тем самым процесс репликаци ДНК.

Мутагены не обладают специфическим действием, так как они могут вызвать изменение в любом гене, содержащемся в геноме микробной клетки. К мутагенам, увеличивающим естественный фон мутаций в разных биотопах организма человека, можно отнести некоторые продукты микробного метаболизма (перекиси и др.).

Некоторые химиотерапевтические препараты (производные нитрофуранового ряда) также обладают мутагенным действием. Антибиотики сами по себе не являются мутагенными, но при воздействии на метаболизм нуклеиновых кислот бактерий они могут вызывать предмутационные повреждения.

5. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕКОМБИНАЦИИ

· Генетические рекомбинации (лат. combinatio – соединение) – это возникновение новых последовательностей ДНК в результате разрывов и последующих восстановлений ее молекулы.

Генетические рекомбинации у бактерий подразделяются на три вида:

1. Законные.

2. Незаконные.

3. Сайт-специфические.

Законные (общие, гомологичные) рекомбинации требуют наличия протяженных, комплементарных участков ДНК в рекомбинируемых молекулах. Она происходит только между близкородственными видами микроорганизмов.

Незаконные рекомбинации не требуют наличия протяженных комплементарных участков ДНК. Они происходят при участии IS-элементов, которые имеют «липкие концы», обеспечивающие их быстрое встраивание в бактериальную хромосому.

Сайт-специфические рекомбинации происходят за счет наличия специфических участков у рекомбинируемых молекул ДНК. Общая и сайт-специфическая рекомбинация контролируется геном recA.

Ген recA – главный генетический детерминант всех путей рекомбинации. При его повреждении невозможно образование рекомбинантов. Его продуктом является белок RecA, который выполняет следующие функции:

1. Прочно связывается с одиночными нитями ДНК.

2. Способствует высвобождению разорванной нити из двойной спирали ДНК.

3. Одновременно может присоединяться и к двойной спирали ДНК, и к одиночной нити и удерживать их вместе.

4. Обладает свойствами ДНК-зависимой АТФ-азы.

Практическое значение имеют те рекомбинации, при которых происходит только изменение локализации имеющихся генов. Они играют важную роль в изменении антигенной структуры макроорганизмов и эффективно противостоят факторам иммунной защиты.

Виды генетических рекомбинаций у бактерий

У бактерий существуют три основных вида генетических рекомбинаций:

1. Конъюгация.

2. Трансформация.

3. Трансдукция.
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Рис. 11. Типы передачи наследственного материала

5.1. Конъюгация

· Конъюгация (лат. сonjugatio – соединение) – это процесс обмена генетическим материалом (хромосомным и плазмидным), осуществляемый при непосредственном контакте клеток донора и реципиента бактерий.

Конъюгация осуществляется конъюгативными плазмидами, которые несут tra-оперон. Они контролируют образование F-пилей – специальных донорных ворсинок, обеспечивающих контакт между конъюгирующими клетками.



Функции F-пилей
1.
Обеспечение контакта между донорной и реципиентной клетками.

2.
Облегчение переноса нити ДНК.

3.Стягивание спаривающихся клеток – повышение эффективности конъюгации.

Клетки, обладающие F-фактором, являются донорами (F+), а не обладающие им – рецепиентами (F-).



Стадии конъюгации у бактерий
1.   Прикрепление клетки-донора к реципиенту с помощью F-пилей.

2.
 Формирование конъюгативного мостика, через который передается F-фактор, а также другие плазмиды, автономно пребывающие в цитоплазме донора.

3. Разрыв одной из цепей (цепь 1) ДНК в месте включения плазмиды эндонуклеазой.

4.  Проксимальный конец цепи 1 проникает через конъюгационный мостик в клетку-реципиент и сразу же достраивается до двунитевой структуры.

5.   Цепь 2 (оставшаяся в клетке нить) достраивается до двунитевой структуры в клетке-доноре.

6. При попадании F-фактора в реципиентную клетку она становится F+ и приобретает способность передавать фактор фертильности другим F—клеткам.

· Hfr-штаммы (англ. high frequency of recombination — высокая частота рекомбинации) – штаммы бактерий-доноров, получившихся в результате интеграции F-плазмиды в состав бактериальной хромосомы.

У таких бактерий F-фактор расположен в дистальной части хромосомы, поэтому при скрещивании с F—бактериями он не передается. С высокой частотой передаются только гены бактериальной хромосомы, расположенные вблизи начала переноса — ori-точки (проксимальный конец).

Условия происхождения процесса конъюгации

1.
 На поверхности реципиентных бактерий должны быть рецепторы пилей, имеющие существенное сродство к F-пилям (должна быть стабильная связь между пилями и рецепторами).
2.
 У F-фактора должна быть точка начала репликации, распознаваемая репликативными системами хозяина.
3.
 Хромосомный материал донора должен быть более или менее гомологичен хромосомному материалу реципиента.
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Рис. 12. Hfr-конъюгация

ТНП – точка начала переноса

5.2. Трансформация

· Трансформация (лат. transformatio – превращение) – это непосредственная передача генетического материала (фрагмента ДНК) донора реципиентной клетке бактерий.

Стадии трансформации у бактерий:

1.
Адсорбция двуцепочечной ДНК на участках клеточной стенки компетентных клеток.

2.
Ферментативное расщепление связавшейся ДНК в некоторых случайно расположенных местах с образованием фрагментов 4-5*106D.

3. Проникновение фрагментов ДНК с молекулярной массой не менее 5*106 D, сопровождающееся разрушением одной из цепей ДНК (энергозависим). Проникшая цепь ДНК рекомбинирует с генетическим материалом реципиентной клетки.

             Виды трансформации у бактерий:
1. Спонтанная.

2. Индуцированная.

Спонтанная трансформация происходит в естественных условиях. Рекомбинанты возникают при смешивании генетически различающихся клеток.

Индуцированная трансформация происходит при добавлении к культуре бактерий очищенной ДНК. Ее получают из культур тех бактерий, генетические признаки которых стремятся передать исследуемой культуре.

Клетки, способные воспринимать донорную ДНК, называются компетентными. Состояние компетентности непродолжительно и возникает в определенный период роста бактериальной культуры (чаще всего – конец логарифмической фазы). В состоянии компетентности клеточная стенка бактерий становится проницаемой для высокополимерных фрагментов ДНК. По-видимому, это связано с тем, что фрагмент ДНК связывается с белком, образуя трансформосому, в которой он переносится в бактериальную клетку и где он защищен от клеточных нуклеаз.

Факторы эффективности трансформаций

Эффективность трансформации зависит от следующих факторов:

1.
Физиологического состояния клеток-реципиентов (состояние компетентности – изменение поверхностных слоев клетки).

2.
Размеров трансформирующей ДНК.

3. Повышается в том случае, если смесь ДНК и трансформируемых клеток с помощью специального прибора подвергнуть обработке электрическим импульсом.


Трансформация служит хорошим инструментом для картирования хромосом: определение частоты одновременного приобретения двух заданных характеристик дает информацию о взаиморасположении соответствующих генов в хромосоме.

· Трансфекция – вариант трансформации бактериальных клеток, лишенных клеточной стенки, осуществляемый вирусной (фаговой) нуклеиновой кислотой.

С помощью трансфекции удается вызвать у бактерий без клеточной стенки вирусную инфекцию. Трансфекцию можно осуществить и с другими (не бактериальными) клетками, если ввести в них чужеродную ДНК, способную рекомбинировать с ДНК этих клеток, или воспроизводить вирионы, или самостоятельно реплицироваться.

5.3. Трансдукция

· Трансдукция (лат. transductio – перенос, перемещение) — это перенос генетической информации при помощи бактериофага. При этом бактериофаг переносит в заражаемую клетку фрагменты генетического материала клетки, исходно содержащей бактериофаг.

Свойства трансдуцирующих частиц

1.
Несут лишь часть ДНК фага, то есть являются не функциональными вирусами, а скорее емкостями, переносящими фрагменты бактериальной ДНК.

2.
Подобно прочим дефектным вирусам, частицы не способны к репликации.

3.
Трансдуцирующие фаги могут содержать какую-либо часть хромосомы хозяина с генами, дающими реципиентной бактерии некоторые преимущества (лизогения).

4. Феномен трансдукции может быть использован для картирования бактериальной хромосомы, если следовать тем же принципам, что и при картировании с использованием феномена трансформации.

Виды трансдукции:

1. Неспецифическая.

2. Специфическая.

3.  Абортивная.


Неспецифическая трансдукция – это случайный перенос фрагментов ДНК от одной бактериальной клетки к другой. При этом фаг может утратить часть своего генома и стать дефектным. В клетки реципиентного штамма вместе с фаговой ДНК могут быть перенесены любые гены донора (гены, контролирующие способность синтезировать аминокислоты, пурины, пиримидины, гены резистентности к антибиотикам и др). Трансдуцирующие фаги являются только переносчиком генетического материала от одних бактерий к другим, поскольку сама фаговая ДНК не участвует в образовании рекомбинантов.

Специфическая трансдукция – это перенос определенных генов от бактерии-донора к бактерии-реципиенту. Осуществляется умеренными фагами. Образование трансдуцирующего фага происходит путем выщепления профага из бактериальной хромосомы вместе с генами, расположенными на хромосоме клетки-донора рядом с профагом. При взаимодействии трансдуцирующих фагов с клетками-реципиентами ген бактерии-донора включается в хромосому бактерии-реципиента вместе с ДНК дефектного фага. Полученные лизогенные бактерии невосприимчивы к последующему заражению гомологичным вирулентным фагом.

Абортивная трансдукция – это перенос фагом фрагмента ДНК бактерии-донора, при котором этот фрагмент не включается в хромосому бактерии-реципиента, а располагается в ее цитоплазме и может в таком виде функционировать. Во время деления бактериальной клетки принесенный фрагмент ДНК-донора может наследоваться только однолинейно (передаваться только одной из двух дочерних клеток) и в конечном итоге утрачиваться в потомстве.
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Рис. 13. Механизм трансдукции

6. ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕТИКИ ВИРУСОВ

6.1. Типы вирусных геномов


Существует два вида вирусных геномов:

 
     1. РНК-геномы.


2. ДНК-геномы.


РНК-геномы:



1.Одноцепочечная нефрагментированная РНК, обладающая матричной активностью (РНК+) [вирус полиомиелита и другие пикорнавирусы].


2.Одноцепочечная нефрагментированная РНК, не обладающая матричной активностью (РНК-). Вирион имеет в своем составе фермент РНК-зависимую РНК-полимеразу (транскриптаза). Она синтезирует на вирионной РНК матричную РНК, необходимую для трансляции вирусспецифических белков [парамиксовирусы, рабдовирусы].


3.Одноцепочечная фрагментированная РНК, не обладающая матричной активностью (РНК-), вирион имеет транскриптазу [oртомиксовирусы].


4.Двухцепочечная фрагментированная РНК, вирион имеет транскриптазу [pеовирусы].


5.Вирусы, геном которых представлен двумя идентичными нитями позитивной РНК (диплоидный геном). Вирионы имеют фермент обратную транскриптазу [pетровирусы].

   6.Одноцепочечная кольцевая РНК [вирус δ-гепатита].


ДНК-геномы:

   1.Одноцепочечная линейная ДНК. «+» и «–» нити находятся в разных вирионах, но транскрибируется только «–» нить [парвовирусы].

 
2.Одноцепочечная кольцевая ДНК [фаги М13, φX174].

  
3.Двухцепочечная линейная ДНК. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом [вирусы герпеса].

 
4.Двухцепочечная кольцевая ДНК. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом [паповавирусы, вирус гепатита В].

 
5.Двухцепочечная ДНК с ковалентно связанным, терминальным гидрофобным белком. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом [аденовирусы].


6.Двухцепочечная ДНК, замкнутая на каждом конце ковалентной связью. Размножение происходит в цитоплазме, ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом [вирус оспы].

6.2. Изменчивость вирусов

Виды изменчивости вирусов:

1. Модификации.

2. Мутации.

3. Рекомбинации и другие феномены:

1. Генетические:

· генетические рекомбинации;

· генетическая реактивация.

2. Негенетические:

· комплементация;

· фенотипическое смешивание.

Модификации зависят от особенностей клетки-хозяина, в которой происходит их репродукция. У многих вирусов животных и человека модификации проявляются изменением химического состава суперкапсида вириона (включением в его состав липидов и углеводов клетки-хозяина).

Мутации разделяют на спонтанные и индуцированные.

· Спонтанные мутации возникают во время репликации нуклеиновых кислот вирусов и затрагивают различные их свойства.

· Индуцированные мутации возникают под действием тех же химических и физических мутагенов, которые вызывают мутации у бактерий. Они из них могут действовать на внеклеточный вирус (азотистая кислота, гидроксиламин, нитрозогуанидин) или на внутриклеточный вирус во время репликации его нуклеиновой кислоты (акридин, аналоги азотистых оснований).

Мутанты вирусов фенотипически различаются по строению бляшек, которые они образуют на тканевых культурах с агаровым покрытием, по чувствительности к температуре (ts-мутанты), по антигенным свойствам белков капсида.

Рекомбинации и другие феномены возникают при одновременном заражении двумя вирусами чувствительной к ним клетки-хозяина.

· Генетическая рекомбинация – это обмен отдельными генами между двумя или более вирусами в фонде реплицирующейся ДНК. В результате образуются рекомбинанты, содержащие гены двух или более родителей. Рекомбинации между РНК-вирусами происходят реже (встречаются у вируса гриппа, имеющего фрагментированный геном).

· Генетическая реактивация — это особый случай рекомбинации (перераспределения) генов, при котором у двух родственных вирусов инактивированы разные гены. При скрещивании таких вирусов могут образовываться полноценные вирусные частицы – происходит множественная реактивация вирусных геномов ( наблюдается у рео-, поксвирусов и др).

· Комплементация происходит, когда белки, кодируемые геномом одного вируса, способствуют репродукции другого вируса. При этом один из вирусов доставляет генный продукт, который дефектен у другого вируса. В отличие от рекомбинации она не сопровождается обменом нуклеиновых кислот между молекулами данных вирусов. Комплементация описана у многих вирусов. Так, аденовирусы человека в течение многих лет выделяли и культивировали в почечных клетках обезьян макак резусов. Оказалось, что аденовирусы могли репродуцироваться в этих клетках только благодаря присутствию в них онкогенного вируса SV40.

· Фенотипическое смешивание наблюдается при смешанном заражении клеток, если часть потомства одного вируса приобретает фенотипические признаки обоих родителей, хотя их генотип остается неизменным. Например, при заражении клеток вирусами полиомиелита и Коксаки в потомстве происходит образование вирионов, содержащих РНК одного партнера, заключенную в капсид другого. Данный феномен получил название «транскапсидация».

7. ОСНОВЫ ПОПУЛЯЦИОННОЙ ГЕНЕТИКИ
· Генофонд - это совокупность генотипов всех микробных клеток, составляющих популяцию.

В организме человека бактерии находятся в виде популяций, которые локализуются в определенных биотопах (полость рта, просвет кишки и т.д.). Генофонд определяет стабильность и выживаемость бактериальной популяции.

В процессе жизнедеятельности микробной популяции в ней появляются отдельные особи с измененными признаками, которые являются гетерогенными по отношению к подавляющему большинству клеток. При этом эти изменения могут повысить выживаемость популяции, если будут соответствовать новым условиям существования. Чем выше гетерогенность популяции, тем больше шансов на ее выживание. По мере накопления гетерогенных особей, имеющих селективные преимущества перед исходными клетками, изменяется и генофонд популяции.

Типы изменчивости генофонда микробной популяции:

1. Фенотипический — модификационный.

2. Генотипический — мутационно-рекомбинационный.

Модификационный тип осуществляется с помощью постоянно действующих механизмов репрессии и индукции структурных генов, не сопровождающихся их перестройкой. В результате выживают те клетки, которые лучше, чем исходные, адаптируются к изменениям условий среды (настраиваются на оптимальный режим работы). Как и у бактерий, после прекращения действия исходного фактора микробные клетки возвращаются к первоначальному фенотипу. Их генотип при этом не остается неизмененным.

· К данному типу изменчивости можно отнести альтернативную экспрессию генов, которые контролируют образование белков, участвующих в адгезии гонококков на слизистой оболочке уретры. Эти белки отличаются друг от друга по антигенным свойствам. Смена белков происходит в ходе инфекции в результате включения «молчащего» гена и выключения ранее функционирующего. При этом каждая бактериальная клетка может синтезировать только один тип антигенного белка.

· Функционирование одного гена или групп генов может измениться в результате инверсии промотора – при его перемещении будут включаться уже другие гены. Включение тех или иных механизмов обеспечивает микробной популяции селективные преимущества.

· Сигнал, обеспечивающий правильный выбор гена, по-видимому, исходит от антител, которые образуются к соответствующим микробным антигенам. Этот сигнал воспринимается рецепторами микробной клетки и передается регуляторным генам, которые в свою очередь включают соответствующие структурные гены, контролирующие образование иных антигенов. В данном случае антитела являются индуцирующими и селективными факторами.

Мутационно-рекомбинационный механизм связан с образованием в микробной популяции измененных генотипов, постоянно возникающих в результате мутаций, рекомбинаций, внесения внешней информации с транспозируемыми элементами.

Увеличение гетерогенности микробных популяций в организме человека происходит за счет:

· Воздействия мутагенных факторов, образующихся в результате метаболических реакций (пероксида водорода, нитрозамины и др.), некоторых химиотерапевтических средств (производные нитрофурана и др.), а также молекул ДНК и РНК, освобождающихся после гибели микроорганизмов и клеток разнообразных тканей и органов.

· Инсертационных мутаций, вызываемых транспозонами и IS-последовательностями.

· Перестройки структурных генов, в том числе и тех, которые контролируют образование антигенов. При локализации отдельных фрагментов одного и того же гена в разных частях хромосомы они будут функционировать только при сборке в единый ген. Подобные генетические механизмы лежат в основе антигенной изменчивости гонококков, боррелий возвратного тифа, трипаносом, малярийного плазмодия и других микроорганизмов в ходе инфекционного заболевания.

· F-, R-плазмид, трансдуцирующих бактериофагов, которые вносят с собой фрагменты чужеродной ДНК. Эти фрагменты могут рекомбинировать с ДНК реципиентных клеток в том случае, если они имеют гомологичные нуклеотидные последовательности. В результате изменяются генотипы бактериальных клеток, что фенотипически проявляется в появлении новых признаков, которые оцениваются естественным отбором.

Молекулярно-генетические механизмы гетерогенности микробных популяций чрезвычайно многообразны, поскольку в самой природе ДНК заложены два механизма: сохранение стабильности генома и обеспечение его изменчивости.

Тесты рейтингового контроля

1. Совокупность наследственного материала, заключенного в клетке организма, содержащая биологическую информацию, необходимую для построения и поддержания организма – это:

а) генотип;

б) фенотип;

в) геном;

г) генофонд.

2. Материальной основой наследственности бактерий, определяющей их генетические свойства, является:

             а) ДНК;

б) РНК;

в) ДНК или РНК;

г) плазмиды.

3. У бактерий передача генетической информации осуществляется:

             а) по вертикали;

             б) по горизонтали;

             в) по вертикали и по горизонтали;

             г) не осуществляется.

4. Выберите правильное утверждение:

а) ДНК бактерий располагается только в нуклеоиде;

б) плазмиды являются генетическими элементами, жизненно необходимыми для бактериальной клетки;

в) бактериальная клетка обязательно должна содержать нуклеоид, плазмиды, транспозоны и IS-последовательности;

 г) транспозоны вызывают в клетке дупликации, делеции и инверсии.

5. Плазмиды, кодирующие образование пилей II, способствующих контакту бактерий-доноров и бактерий-рецепиентов при конъюгации, - это:

 а) R-плазмиды;

 б) F-плазмиды;

 в) Tox-плазмиды;

 г) Col-плазмиды.

6. Плазмиды, кодирующие синтез белковых продуктов, вызывающих гибель бактерий того же или близких видов, - это:

 а) R-плазмиды;

 б) F-плазмиды;

 в) биодегративные;

 г) бактериоциногенные.

7. К внехромосомным генетическим элементам у бактерий относят:

             а) нуклеоид;

б) транспозоны;

в) промотор;

г) F-пили.

8. Структурно-функциональная единица хромосомы, представляющая собой группу структурных генов-цистронов, физически сцепленных друг с другом и геном-оператором, - это:

а) регулон;

б) оперон;

в) промотор;

г) энхансер.

9. Особый участок, от которого зависит образование участка мРНК, блокирующего синтез лидерной РНК перед началом первого структурного гена соответствующего оперона, – это:

а) оператор;

б) энхансер;

в) аттенуатор;

г) терминатор.

10. Восстановление поврежденного генетического материала называется:

            а) репликацией;

            б) репарацией;

            в) инверсией;

            г) конъюгацией.

11. Ферменты, действующие в присутствии видимого света и осуществляющие расщепление тиминовых димеров, превращая их в мономеры, составляют основу:

             а) системы фотореактивации;

б) системы темновой репарации;

в) дорепликативной репарации;

г) пострепликативной репарации.

12. Перенос бактериофагом в заражаемую клетку фрагментов генетического материала клетки, исходно содержащей бактериофаг, называется:

а) конъюгацией;

б) трансформацией;

в) трансфекцией;

г) трансдукцией.

13. Изменения в первичной структуре ДНК, которые выражаются в наследственно закрепленной утрате или изменении какого-либо признака, - это:

а) модификация;

б) мутация;

в) R-S-диссоциация;

г) генетические рекомбинации.

14. Нонсенс-мутации:

             а) это мутации со вставками или выпадениями одной пары азотистых оснований;

б) возникают при условии, что изменения кодирующей последовательности приводят к появлению в полипептиде иной аминокислоты;

в) приводят к образованию кодонов-терминаторов, вызывающих преждевременное окончание синтеза полипептидной цепи;

г) не вызывают изменения аминокислотной последовательности белка.

15. К физическим мутагенам относят:

             а) азотистую кислоту;

б) акридиновые красители;

в) нитрозосоединения;

г) УФ-излучение.

16. Выберете неверное утверждение:

а) R-S-диссоциации всегда идут в направлении от S-форме к R-форме;

б) в процессе диссоциации одновременно с изменением морфологии колоний, меняются биохимические, антигенные и патогенные свойства бактерий;

в) если мутация приводит к утрате генов, контролирующих образование детерминантных полисахаридных звеньев ЛПС, то образуются S-мутанты;

г) R-колонии имеют неровные края, шероховатую поверхность.

17. Установите соответствие:

	ГЕН. ЭЛЕМЕНТ
	ХАРАКТЕРИСТИКА

	1. Плазмиды
	а) нуклеотидные последовательности, которые несут генетическую информацию, необходимую для транспозиции;

	2. Транспозоны
	б) мобильные нуклеотидные последовательности генома прокариот, которые содержат на концах инвертированные повторы и не содержат никаких генов, кроме тех, которые необходимы для их перемещения (транспозиции) по геному;

	3. IS-последовательности
	в) наипростейшие организмы, лишенные оболочки, собственных систем синтеза белка и мобилизации энергии и представляющие собой особый класс абсолютных внутриклеточных паразитов, наделяющих своих бактерий-хозяев полезными для них свойствами.


18. Установите соответствие:

	РЕПЛИКАЦИЯ
	ХАРАКТЕРИСТИКА

	1. Вегетативная
	а) контролируется только плазмидными генами, происходит достройка нити ДНК, комплементарной нити, передаваемой от донора рецепиенту;

	2. Конъюгативная
	б) обусловливает передачу генетической информации по вертикали (от родительской клетки дочерним), контролируется соответственно хромосомными и плазмидными генами;

	3. Репаративная
	в) является механизмом, посредством которого осуществляется устранение из ДНК структурных повреждений или заключительный этап генетической рекомбинации.


19.  Установите соответствие:

	РЕКОМБИНАЦИЯ
	ОПРЕДЕЛЕНИЕ

	1. Конъюгация
	а) процесс обмена генетическим материалом (хромосомным и плазмидным), осуществляемый при непосредственном контакте клеток донора и реципиента;

	2. Трансформация
	б) перенос бактериофагом в заражаемую клетку фрагментов генетического материала клетки, исходно содержащей бактериофаг;

	3. Трансдукция
	в) непосредственная передача генетического материала (фрагмента ДНК) донора реципиентной клетке.


20. Установите соответствие:

	ВИД ТРАНСДУКЦИИ
	ХАРАКТЕРИСТИКА

	1. Неспецифическая
	а) характеризуется способностью фага переносить определенные гены от бактерии-донора к бактерии-реципиенту, осуществляется умеренными фагами;

	2. Специфическая
	б) принесенный фагом фрагмент ДНК бактерии-донора не включается в хромосому бактерии-реципиента, а располагается в ее цитоплазме и может в таком виде функционировать;

	3. Абортивная
	в) случайный перенос фрагментов ДНК от одной бактериальной клетки к другой.


21. Установите правильную последовательность стадий конъюгации:

      а) формирование конъюгативного мостика;

      б) передача F-фактора и других плазмид;

      в) прикрепление клеток;

   г) клетка способна передавать F-фактор другим клеткам.

22. Заполните схему:



        

   




23. Заполните схему:

        

   




Ответы

	№
	Ответ
	№
	Ответ
	№
	Ответ

	1
	б
	8
	б
	15
	г

	2
	а
	9
	а
	16
	в

	3
	в
	10
	б
	17
	1 – в; 2 – а; 3 – б

	4
	г
	11
	а
	18
	1 – б; 2 – а; 3 – в

	5
	б
	12
	г
	19
	1 – а; 2 – в; 3 – б

	6
	г
	13
	б
	20
	1 – в; 2 – а; 3 – б

	7
	б
	14
	в
	21
	в а б г
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ПРИЛОЖЕНИЕ

1. ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕТИКИ И ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА У БАКТЕРИЙ
Таблица 1. Основные понятия

	№
	Понятие
	Характеристика

	1
	Ген
	Универсальная организующая структурная единица живой материи, которая, благодаря содержащейся в ней информации, обеспечивает единство и многообразие всех форм существования жизни, ее непрерывность и эволюцию.

	2
	Генотип
	Совокупность генов данного организма, которая, в отличие от понятия генофонд, характеризует особь, а не вид.

	3
	Фенотип
	Совокупность характеристик, присущих индивиду на определённой стадии развития. Фенотип формируется на основе генотипа, опосредованного рядом факторов внешней среды.

	4
	Геном
	Совокупность наследственного материала, заключенного в клетке организма. Геном содержит биологическую информацию, необходимую для построения и поддержания организма.

	5
	Генофонд
	Понятие из популяционной генетики, описывающее совокупность всех генных вариаций (аллелей) определённой популяции, вида.

	6
	Гаплоидность
	Наличие в ядре клетки одинарного набора хромосом при делении клетки.

	7
	ДНК
	Макромолекула, обеспечивающая хранение, передачу из поколения в поколение и реализацию генетической программы развития и функционирования живых организмов.

	8
	Нуклеоид (бактериальная хромосома)
	Компартмент неправильной формы внутри клетки прокариот, в котором находится генетический материал. ДНК нуклеоида имеет замкнутую кольцевую форму.

	9
	Генетический маркер
	Ген, детерминирующий отчетливо выраженный фенотипический признак, используемый для генетического картирования и индивидуальной идентификации организмов или клеток.


Таблица 2. Организация генетического материала бактерий

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Материальная основа наследственности
	ДНК определяет генетические свойства (исключение:  РНК — у РНК-содержащих вирусов).

	2
	Место расположения
	1. Нуклеоид;

2. Внехромосомные генетические элементы.

	3
	Молекулярная масса
	2*109

	4
	Упаковка ДНК
	Поскольку длина хромосомы во много раз превышает длину бактериальной клетки, хромосома особо компактным образом в ней упакована: молекула хромосомной ДНК находится в суперспирализованной форме и свернута в виде петель (12-80 на хромосому). Петли в центре нуклеоида объединяются за счет связывания ДНК с сердцевинной структурой.

	5
	Количество хромосом

(в основном одна)
	Некоторые виды (Brucella melitensis) стабильно содержат две кольцевые хромосомы, другие (Leptospira interrogans) – одну кольцевую хромосому и одну большую плазмиду, третьи (Streptomyces ambofaciens) – одну линейную хромосому.

	6
	Выявление ядерных структур
	Ядерные структуры можно наблюдать в фазово-контрастном микроскопе, где они выглядят как менее плотные участки цитоплазмы. Для их выявления в фиксированных мазках предложена реакция Фёльгена-Россенбека.


2. ВНЕХРОМОСОМНЫЕ ФАКТОРЫ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ
(ЯВЛЯЮТСЯ МОЛЕКУЛАМИ ДНК)






Схема 1. Внехромосомные факторы наследственности

Таблица 3. Основные понятия

	№
	Фактор
	Определение

	1
	Плазмиды
	Наипростейшие микроорганизмы, лишенные оболочки, собственных систем синтеза белка и мобилизации энергии и представляющие собой особый класс абсолютных внутриклеточных паразитов, наделяющих своих бактерий-хозяев полезными для них свойствами, являются молекулами ДНК.

	2
	Транспозоны
	Транснуклеотидные последовательности, включающие от 2000 до 20 500 пар нуклеотидов, которые несут генетическую информацию, необходимую для транспозиции.

	3
	IS-последовательности
	(англ. Insertion sequences – инсерционные последовательности или вставки последовательности оснований). Мобильные нуклеотидные последовательности генома прокариот, которые содержат на концах инвертированные повторы и не содержат никаких генов, кроме тех, которые необходимы для их перемещения (транспозиции) по геному.


2.1. Плазмиды

Таблица 4. Общая характеристика плазмид

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Функции
	1. Регуляторная (компенсация нарушений метаболизма ДНК клетки-хозяина).

2. Кодирующая (внесение в бактериальную клетку новой информации, о которой судят по приобретенному признаку).

	2
	Формы существования
	1. Интегрированное (встроены в состав ДНК бактериальной клетки).

2. Автономное (не связаны с ДНК бактериальной клетки и самостоятельно реплицируются).

	3
	Способы определения
	1. Биологический – по тем дополнительным признакам, которыми они наделяют бактериальную клетку.

2.   Биофизический – по выявлению плазмидных ДНК.


Таблица 5. Классификация плазмид

	№
	Признак
	Категории

	1
	По функции
	Регуляторные

	
	
	Кодирующие

	2
	По способности передаваться от клетки к клетке
	Трансмиссивные

	
	
	Нетрансмиссивные

	3
	По отношению к хромосоме
	Автономные

	
	
	Интегрированные

	4
	По свойствам
	F-плазмиды

	
	
	R-плазмиды

	
	
	Бактериоциногенные
	Col-плазмиды

	
	
	
	Ent-плазмиды

	
	
	
	Tox-плазмиды

	
	
	
	Hly-плазмиды

	
	
	Биодегративные


Таблица 6. Классификация плазмид по функции

	№
	Вид
	Характеристика

	1
	Регуляторные
	Участвуют в компенсировании тех или иных дефектов метаболизма бактериальной клетки посредством встраивания в поврежденный геном и восстановления его функций.

	
	Кодирующие
	Привносят в бактериальную клетку новую генетическую информацию, кодирующую новые свойства.

	2
	
	


Таблица 7. Классификация плазмид по отношению к хромосоме

	№
	Вид
	Характеристика

	1
	Автономные
	Существуют в цитоплазме бактерий и способны самостоятельно репродуцироваться.

	2
	Интегрированные
	Встроены в хромосому бактерий, репродуцируется одновременно с ней.


Таблица 8. Классификация плазмид по свойствам

	№
	Вид
	Характеристика

	1
	F-плазмиды
	Кодируют синтез F-пилей, способствующих контакту бактерий-доноров с бактериями-рецепиентами. Могут быть автономными в бактериальной клетке или интегрированными. Обеспечивают высокую частоту рекомбинации бактерий в её ДНК данного типа.

	2
	R-плазмиды
	Кодируют устойчивость бактерий к лекарственным препаратам, а также к тяжелым металлам.

	3
	Биодегративные
	Кодируют ферменты деградации природных и неприродных соединений, необходимых для использования в качестве источников углерода или энергии, что обеспечивает им селективные преимущества перед другими бактериями данного вида.

	4
	Бактериоциногенные
	Кодируют синтез бактериоцинов – белковых продуктов, вызывающих гибель бактерий того же или близких видов. Относительно крупные.

1. Col-плазмиды - кодируют синтез колицинов.

2. Ent-плазмиды - кодируют синтез энтеротоксинов.

3. Tox-плазмиды - кодируют токсинообразование.

4. Hly-токсины - кодируют синтез гемолизинов.




2.2. Транспозоны

Таблица 9. Транспозоны

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Функции
	При включении в бактериальную ДНК вызывают в ней дупликации, а при перемещении – делеции и инверсии.

2. Некоторые могут выполнять регуляторную и кодирующую функции.

3. Могут нести информацию для синтеза бактериальных токсинов, а также ферментов, разрушающих или модифицирующих антибиотики.

	2
	Свойства
	1. Способность к перемещению с одного репликона (хромосомная ДНК) на другой (плазмида) и наоборот.

2. Могут находиться в свободном состоянии в виде кольцевой молекулы, неспособной к репликации.

3. Реплицируются только в составе бактериальной хромосомы.

	3
	Особенности строения
	Имеют особые концевые структуры нескольких типов, которые являются маркерами, позволяющими отличать их от других фрагментов ДНК.

	4
	Распространение
	Часто содержатся в составе R-плазмид. Обнаружены в геномах плазмид, вирусов, прокариот, эукариот.


2.3. IS-последовательности
Таблица 10. IS-последовательности

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Строение и свойства
	Транспозируемые элементы, которые также называются «вставки последовательностей оснований». Представляют собой фрагменты ДНК длиной в среднем 800-1400 пар нуклеотидов.

	2
	Свойства
	1. Содержат информацию, необходимую только для их транспозиции.

2. Самостоятельно не реплицируются и не кодируют фенотипических признаков.

	3
	Функции
	1. Координируют взаимодействие транспозонов, плазмид и умеренных фагов, как между собой, так и с хромосомой бактериальной клетки, и обеспечивать их рекомбинацию.

2.   Вызывают инактивацию гена, в которой произошла интеграция IS-последовательности («выключение» гена), либо, будучи встроенными в определенном положении в бактериальную хромосому, служить промотором, который включает или выключает транскрипцию соответствующих генов, выполняя регуляторную функцию.

3. Индуцируют мутации типа делеций или инверсий при перемещении и дупликации в 5-9 парах нуклеотидов при включении в бактериальную хромосому.


2.4. Другие внехромосомные факторы наследственности

Таблица 11. Бактериофаги, определяющие фаговую изменчивость бактерий

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Определение
	Бактериофаги — это вирусы бактерий, характеризующиеся химическим и структурным разнообразием.

	2
	Строение
	Имеют головку и отросток. Головка состоит из белковой оболочки и заключенной в ней ДНК или РНК. Отросток представляет собой трубку, состоящую из сократительных белков, подобных мышечным. Находящаяся на дистальном ее конце базальная пластинка с шипами и нитями обусловливают специфичность адсорбции на клетке–хозяине.

	3
	Виды
	Умеренные
	Встраивают свою ДНК в бактериальный геном, с которым реплицируются и вызывают лизогению.

	
	
	Дефектные
	Неспособны образовывать фаговое потомство. Используются в качестве векторов в генной инженерии.

	4
	Функция
	Встраиваясь в бактериальную хромосому, умеренные и дефектные фаги вызывают лизогенизацию бактерий, которые могут приобретать новые признаки.


3. ОСОБЕННОСТИ ВЫРАЖЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ У БАКТЕРИЙ
3.1. Особенности репликации бактериальной ДНК

Таблица 12. Виды репликации бактериальной ДНК

	№
	Вид репликации
	Характеристика

	1
	Вегетативная
	Обусловливает передачу генетической информации по вертикали, т.е. по наследству – от родительской клетки дочерним. Контролируется соответственно хромосомными и плазмидными генами.

	2
	Конъюгативная
	Осуществляется при конъюгативном способе обмена генетическим материалом и контролируется только плазмидными генами. Происходит достройка нити ДНК, комплементарной нити, передаваемой от донора реципиенту.

	3
	Репаративная
	Является механизмом, посредством которого осуществляется устранение из ДНК структурных повреждений или заключительный этап генетической рекомбинации. Эти процессы контролируются хромосомными и плазмидными генами.


3.2. Особенности регуляции выражения генетической информации у бактерий

Таблица 13. Основные понятия

	№
	Понятие
	Определение

	1
	Оперон
	Структурно-функциональная единица хромосомы, представляющая собой группу структурных генов-цистронов, физически сцепленных друг с другом и с геном-оператором, который управляет их выражением.

	2
	Оператор
	Ген, который управляет одновременно всей группой структурных генов, которые образуют оперон.

	3
	Регулон
	Система, состоящая из гена-регулятора и одного или нескольких оперонов, находящихся под контролем одного гена-регулятора.

	4
	Промотор
	Область, с которой взаимодействует РНК-полимераза.

	5
	Энхансер
	Генетический элемент, усиливающий транскрипцию оперона.

	
	
	

	6
	Аттенуатор
	Генетический элемент, ослабляющий работу оперона. Последовательность нуклеотидов между промотором и первым структурным опероном, кодирует лидерную РНК.

	7
	Терминатор
	Особый участок в структуре аттенуатора, от которого зависит образование участка мРНК, блокирующего синтез лидерной РНК перед началом первого структурного гена соответствующего оперона.


3.3. Особенности репарации бактериальной ДНК

Таблица 14. Репарация ДНК

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Определение
	Восстановление поврежденного генетического материала.

	2
	Чем осуществляется
	Ферментами, образование которых контролируется специальными генами.

	3
	Стадии
	1. Установление места повреждения ДНК.

2. «Вырезание» поврежденного участка.

3. Синтез поврежденных фрагментов на матрице сохранившейся нити ДНК.

4. Встраивание участка в молекулу репарируемой нити.


Таблица 15. Способы репарации ДНК

	№
	Система репарации
	Характеристика

	1
	Система фотореактивации
	Ферменты, действующие в присутствии видимого света и осуществляющие расщепление тиминовых димеров, превращающих их в мономерные формы.

	2
	Система темновой репарации
	Дорепликативная

	
	
	Пострепликативная


Таблица 16. Система темновой репарации

	№
	Вид
	Характеристика

	1
	Дорепликативная
	1. Обнаружение и надрезание поврежденного фрагмента ДНК эндонуклеазой.

2. Удаление вырезанного фрагмента ДНК-полимеразой I.

3. Синтез нуклеотидов по матрице второй сохранившейся нити либо ДНК-полимеразой I, либо ДНК-полимеразой III.

4. «Сшивание» восстановительного фрагмента ДНК с основной нитью, осуществляемое лигазой.

	2
	Пострепликативная
	Застраивание дефектных ДНК застраиваются фрагментами неповрежденных нуклеотидов.


Таблица 17. SOS-репарация

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Определение
	Индуцибельный процесс, который происходит при множественных изменениях в ДНК.

	2
	Системы активации
	1. Низкая и средняя (происходят быстро, но возможны ошибки).

2.Высокая (наблюдается разрушения хромосомы, амплификация плазмид и переход интегративной фаговой инфекции в продуктивную; происходит гибель клетки, но сохраняются маркеры).


4. ИЗМЕНЧИВОСТЬ БАКТЕРИЙ


        

   




Схема 2. Изменчивость бактерий

Таблица 18. Основные понятия

	№
	Понятие
	Определение

	1
	Модификации
	Фенотипические изменения какого-либо признака или нескольких признаков микроорганизма. Не наследуются.

	2
	Мутации
	Изменения в первичной структуре ДНК, которые выражаются в наследственно закрепленной утрате или изменении какого-либо признака. Передаются по наследству.

	3
	R-S-диссоциации
	Возникают спонтанно вследствие образования двух форм бактериальных клеток, которые отличаются друг от друга по характеру образуемых ими колоний.


4.1. Модификации

Таблица 19. Модификации

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Биохимическая основа
	Индуцибельный синтез ферментов, заключающийся в индукции и репрессии соответствующих структурных генов, контролируемых регуляторными генами.

	2
	Чем проявляются
	Изменением морфологических, биохимических и многих других признаков с последующей их реверсией к первоначальному фенотипу после устранения действия фактора, вызвавшего их образование.

	3
	Факторы, вызывающие модификации
	1.Антибиотики (например, пенициллин) – образуются L-бактерии, лишенные клеточной стенки.

2.Питательная среда с суббактериостатическими концентрациями антисептиков.

3. Другие неблагоприятные условия.

	4
	Биологическое значение
	Возникают как адаптивные реакции отдельных микробных клеток или всей популяции в целом в ответ на изменяющиеся условия окружающей среды. Такого рода изменчивость позволяет быстро адаптироваться к окружающей среде и сохранять на должном уровне свою жизнеспособность.


Таблица 20. R-S-диссоциации

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Направление процесса
	От S-форме к R-форме, иногда через промежуточные стадии образования слизистых колоний.

	2
	Особенности
	В процессе диссоциации одновременно с изменением морфологии колоний меняются биохимические, антигенные, патогенные свойства бактерий, их устойчивость к физическим и химическим факторам.

	3
	Мутации, приводящие к R-S-диссоциациям
	Относятся к инсертационным, т.к. возникают после встраивания внехромосомных факторов наследственности, в т.ч. и умеренных фагов в бактериальную хромосому.

	4
	Биологическое значение
	Приобретение бактериями определенных селективных преимуществ, обеспечивающих их существование в организме человека или во внешней среде.


Таблица 21. Сравнительная характеристика R- и S-колоний бактерий

	№
	Признак
	R-формы
	S-формы

	1
	Внешний вид
	Неровные края, шероховатая поверхность, форма “листка”, “ромашки”.
	Ровные края, гладкая поверхность, круглая форма.

	2
	Устойчивость
	К факторам окружающей среды, более длительное время сохраняются в воде, молоке.
	К фагоцитозу макрофагами, бактерицидному действию сыворотки крови.

	3
	Генетический контроль
	Если мутация приводит к утрате генов, контролирующих образование детерминантных полисахаридных звеньев ЛПС у грамотрицательных бактерий, то образуются R-мутанты.

	4
	Для каких бактерий характерны
	Микобактерии туберкулеза, иерсинии чумы, сибиреязвенные бактерии.
	Большинство вирулентных бактерий.


4.2. Мутации

Таблица 22. Классификация мутаций

	№
	Признак
	Виды мутаций

	1
	По происхождению
	Спонтанные

	
	
	Индуцированные

	2
	По количеству мутировавших генов
	Генные

	
	
	Хромосомные

	3
	По фенотипическим 
	Нейтральные

	
	проявлениям
	Летальные


Таблица 23. Классификация мутаций по происхождению

	№
	Виды мутации
	Характеристика

	1
	Спонтанные
	К их появлению приводят ошибки репликации, неправильное формирование комплементарных пар оснований или структурные искажения ДНК под действием естественных мутагенов.

	2
	Индуцированные
	Получают в эксперименте под действием каких-либо мутагенов.


Таблица 24. Классификация мутаций по количеству мутировавших генов

	№
	
	Виды мутации
	Характеристика

	1
	Генные

(точковые – затрагивают один ген)
	Со сдвигом рамки считывания
	Мутации - со вставками или выпадениями одной пары азотистых оснований – ведут к изменению всех последующих кодонов.

	
	
	Миссенс-мутации
	Возникают при условии, что изменения кодирующей последовательности приводят к появлению в полипептиде иной аминокислоты.

	
	
	Нонсенс-мутации
	Приводят к образованию УАГ, УАА, УГА – кодонов-терминаторов, вызывающих преждевременное окончание синтеза полипептидной цепи.

	
	
	Молчащие
	Не вызывают изменения аминокислотной последовательности белка. Их появление возможно вследствие вырожденности генетического кода.



	
	
	Прямая 
	

	
	
	Обратная
	

	2
	Хромосомные
	Инверсии
	Поворот участка ДНК на 180°.

	
	
	Делеции
	Выпадение меньшего или большего числа нуклеотидов.

	
	
	Дупликации
	Повторение какого-либо фрагмента ДНК.


Таблица 25. Классификация мутаций по фенотипическим проявлениям

	№
	Виды мутации
	Характеристика

	1
	Нейтральные
	Фенотипически не проявляются какими-либо изменениями признаков.

	2
	Условно-летальные
	Приводят к изменению, но не к утрате функциональной активности фермента.

	3
	Летальные
	Характеризуются полной утратой способности синтезировать жизненно важный для бактериальной клетки фермент.


Таблица 26. Мутагены

	№
	Мутагены
	Действие

	1
	Химические
	Азотистая кислота
	Изменение первичной структуры ДНК путём замены пар оснований (АТ на ГЦ или наоборот).

	
	
	Акридиновые красители
	Выпадения или вставки оснований.

	
	
	Нитрозосоединения
	Обладают множественным эффектом, вызывая при этом высокую частоту мутаций.

	2
	Физические
	УФ-излучение
	Образование тиминовых димеров.


5. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕКОМБИНАЦИИ
Генетические рекомбинации (лат. combinatio – соединение) – это возникновение новых последовательностей ДНК в результате разрывов и последующих восстановлений ее молекулы.






Схема 3. Генетические рекомбинации

Таблица 27. Общая характеристика

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Виды
	 Законные
	Требуют наличия протяжённых, комплементарных участков ДНК в рекомбинируемых молекулах. Происходит только между близкородственными видами.

	
	
	 Незаконные
	Не требуют наличия протяжённых комплементарных участков ДНК. Происходят при участии IS-элементов, которые имеют “липкие концы”, обеспечивающие их быстрое встраивание в бактериальную хромосому.

	
	
	 Сайт-  

 специфические
	Происходят за счёт наличия специфических участков у рекомбинируемых молекул ДНК. 

	2
	Особенности
	Происходят при участии ряда ферментов в пределах отдельных генов или групп сцеплений генов;

существуют специальные rec-гены, детерминирующие рекомбинационную способность бактерий;

передача плазмидных генов происходит только путем трансдукции или конъюгации.

	3
	Практическое значение
	Практическое значение имеют запрограммированные внутригеномные рекомбинации, при которых происходит только изменение локализации имеющихся генов. Они играют важную роль в изменении антигенной структуры микроорганизмов и эффективно противостоят факторам иммунной защиты.


Таблица 28. Основные понятия

	№
	Рекомбинация
	Определение

	1
	Конъюгация
	Процесс обмена генетическим материалом (хромосомным и плазмидным) между бактериальными клетками, осуществляемый при непосредственном контакте клеток донора и реципиента.

	2
	Трансформация
	Непосредственная передача генетического материала (фрагмента ДНК) донора реципиентной клетке.

	3
	Трансдукция
	Передача генетического материала из одной бактериальной клетки в другую при помощи бактериофага.


5.1. Конъюгация

Конъюгация (лат. сonjugatio – соединение) – это процесс обмена генетическим материалом (хромосомным и плазмидным), осуществляемый при непосредственном контакте клеток донора и реципиента бактерий.
Таблица 29. Общая характеристика

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Стадии конъюгации
	1. Прикрепление клетки-донора к реципиенту с помощью F-пилей.

2. Формирование конъюгативного мостика, через который передается F-фактор, а также другие плазмиды, автономно пребывающие в цитоплазме донора.

3. При попадании F-фактора в реципиентную клетку она становится F+ и приобретает способность передавать фактор фертильности другим F— клеткам.

	2
	Осуществление контроля
	Конъюгативными плазмидами, имеющими совокупность генов, называемую tra-опероном.

	3
	Аппарат переноса
	F-пили (= пили II, или конъюгационные) - специальные донорные ворсинки, с помощью которых устанавливается контакт между конъюгирующими клетками.

Функции F-пилей:
1. Обеспечение контакта между донорной и реципиентной клетками.

2. Облегчение переноса нити ДНК.

3. Стягивание контактирующих клеток – повышение эффективности конъюгации.

Прим. Термин «половые пили» некорректен.

	4
	Участвующие клетки
	Донор (F+)
	Обладает F-фактором

	
	
	Реципиент (F-)
	Не обладает F-фактором

	5
	Hfr-штаммы
	Интеграция F-плазмиды бактериальной хромосомы приводит к разрыву одной из нитей ДНК, что обеспечивает возможность ее переноса в реципиентную клетку. Такие штаммы бактерий-доноров получили название Hfr-штаммов. При их контакте с F—бактериями F-фактор, как правило, не передается, поскольку он расположен в дистальной части хромосомы. С высокой частотой передаются только гены расположенные вблизи начала переноса – О-точки, вследствие разрыва конъюгационного мостика.

	7
	Необходимые условия
	1. На поверхности реципиентных бактерий должны быть рецепторы пилей, имеющие существенное сродство к F-пилям, что позволяет образовать стабильную связь между пилями и рецепторами.

2. Для эффективной конъюгации у F-фактора должна быть точка начала репликации, распознаваемая репликативными системами хозяина.

3. Эффективность Hfr-конъюгации зависит от величины гомологии ДНК. Перенос негомологичного хромосомного материала донора не приведет к его интеграции с ДНК реципиента.


	1
	прикрепление


	2
	формирование конъюгативного мостика


	3
	разрыв цепи 1 ДНК эндонуклеазой


	4
	проникновение цепи  1 в клетку реципиент и достраивание до двунитевой структуры


	5
	достраивание цепи 2 в клетке-доноре до двунитевой структуры


Схема 4. Процесс конъюгации

5.2. Трансформация

Таблица 30 . Общая характеристика

	№
	Признак
	
	Характеристика

	1
	
	Стадии трансформации
	1. Адсорбция двухцепочечной ДНК на участках клеточной стенки компетентных клеток.

2. Ферментативное расщепление связавшейся ДНК в некоторых случайно расположенных местах с образованием фрагментов 4-5*106D.

3. Проникновение фрагментов ДНК с молекулярной массой не менее 5*106 D, сопровождающееся разрушением одной из цепей ДНК (энергозависим).

Проникшая цепь ДНК рекомбинирует с генетическим материалом реципиентной клетки.

	2
	       Виды
	Спонтанная
	Происходит в естественных условиях и проявляется в возникновении рекомбинантов при смешивании генетически различающихся клеток.

	
	
	Индуцированная
	Происходит при добавлении к культуре бактерий очищенной ДНК, полученной из культур тех бактерий, генетические признаки которых стремятся передать исследуемой культуре.

	3
	
	Факторы эффективности
	1. Физиологическое состояние клеток-реципиентов (состояние компетентности – изменение поверхностных слоев клетки).

2. Размеры трансформирующей ДНК.

3. Повышается в том случае, если смесь ДНК и трансформируемых клеток с помощью специального прибора подвергнуть обработке электрическим импульсом.

	4
	
	Применение при картировании бактериальных геномов
	Определение частоты одновременного приобретения двух заданных характеристик дает информацию о взаиморасположении соответствующих генов в хромосоме.


5.3. Трансдукция

Таблица 31. Общая характеристика

	№
	Признак
	Характеристика

	1
	Свойства трансдуцирующих частиц
	1. Несут лишь часть ДНК бактериофага, то есть не являются функциональными вирусами, а скорее емкостями, переносящими фрагменты бактериальной ДНК.

2. Подобно прочим дефектным вирусам, частицы не способны к репликации.

3. Трансдуцирующие фаги могут содержать какую-либо часть хромосомы хозяина с генами, дающими реципиентной бактерии некоторые преимущества (лизогения).

4. Феномен трансдукции может быть использован для картирования бактериальной хромосомы, если следовать тем же принципам, что и при картировании с использованием феномена трансформации.

	2
	Виды
	Неспецифическая

	
	
	Специфическая

	
	
	Абортивная


Таблица 32. Виды трансдукций

	№
	Вид
	Характеристика

	1
	Неспецифическая
	Случайный перенос фрагментов ДНК от одной бактериальной клетки к другой. При этом бактериофаг может утратить часть своего генома и стать дефектным. Трансдуцирующие бактериофаги являются только переносчиками генетического материала от одних бактерий к другим, поскольку сама фаговая ДНК не участвует в образовании рекомбинантов.

	2
	Специфическая
	Характеризуется способностью бактериофага переносить определенные гены от бактерии-донора к бактерии-реципиенту. Осуществляется умеренными бактериофагами. Образование трансдуцирующего бактериофага происходит путем выщепления профага из бактериальной хромосомы вместе с генами, расположенными на хромосоме клетки-донора рядом с профагом.

	3
	Абортивная
	Принесенный бактериофагом фрагмент ДНК бактерии-донора не включается в хромосому бактерии-реципиента, а располагается в ее цитоплазме и может в таком виде функционировать.


6. ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕТИКИ ВИРУСОВ
6.1. Типы вирусных геномов

Таблица 33. РНК-геномы

	№
	Геном
	Для каких вирусов характерен

	1
	Одноцепочечная нефрагментированная РНК, обладающая матричной активностью (РНК+).
	Вирус полиомиелита и другие пикорнавирусы.

	2


	Одноцепочечная нефрагментированная РНК, не обладающая матричной активностью (РНК-). Вирион имеет в своем составе фермент транскриптазу. Она синтезирует на вирионной РНК матричную РНК, необходимую для трансляции вирус-специфических белков.
	Парамиксовирусы, рабдовирусы и др.

	3


	Одноцепочечная фрагментированная РНК, не обладающая матричной активностью (РНК-), вирион имеет транскриптазу.
	Ортомиксовирусы

	
	
	

	4
	Двухцепочечная фрагментированная РНК, вирион имеет транскриптазу.
	Реовирусы

	5
	Вирусы, геном которых представлен двумя идентичными нитями позитивной РНК (диплоидный геном). Вирионы имеют фермент обратную транскриптазу.
	Ретровирусы

	6
	Одноцепочечная кольцевая РНК.
	Вирус гепатита Д


Таблица 34. ДНК-геномы 

	№
	Геном
	Для каких вирусов характерен

	1
	Одноцепочечная линейная ДНК. «+» и «–» нити находятся в разных вирионах, но транскрибируется только «–» нить.
	Парвовирусы

	2
	Одноцепочечная кольцевая ДНК.
	Фаги М13, φX174

	3
	Двухцепочечная линейная ДНК. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом.
	Вирусы герпеса и др.

	4
	Двухцепочечная кольцевая ДНК. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом.
	Паповавирусы, вирус гепатита В и др.

	5
	Двухцепочечная ДНК с ковалентно связанным, терминальным гидрофобным белком. Ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом.
	Аденовирусы

	6
	Двухцепочечная ДНК, замкнутая на каждом конце ковалентной связью. Репликация происходит в цитоплазме, ранняя мРНК синтезируется в ядре клеточным ферментом.
	Вирус оспы


6.2. Изменчивость вирусов

        
   




Схема 5. Изменения у вирусов

Таблица 35. Модификации и мутации вирусов

	№
	Понятие
	Характеристика

	1
	Модификации

Вирусов
	Обусловлены особенностями клетки-хозяина, в которой происходит их репродукция. У многих проявляются изменением химического состава суперкапсида вириона, связанного с включением в его состав липидов и углеводов тех клеток хозяина, в которых происходит их репродукция.

	2
	Мутации

Вирусов
	1.
Спонтанные - возникают во время репликации их НК.

2.
Индуцированные - возникают под действием тех же мутагенов, что и у бактерий. Одни из них затрагивают внеклеточный вирус (азотистая кислота, гидроксиламин), другие – на внутриклеточный - во время репликации его НК (акридин, аналоги азотистых оснований).


Таблица 36. Рекомбинации и другие феномены

	№
	Процессы
	
	Характеристика

	1
	Генетические
	   Генетическая  

  рекомбинация


	Происходит обмен отдельными генами между двумя или более вирусами в фонде реплицирующейся ДНК, в результате чего образуются рекомбинанты, содержащие гены двух или более родителей.

	
	
	  Генетическая 

   реактивация
	Особый случай рекомбинации, когда у двух родственных вирусов могут образовываться полноценные вирусные частицы, т.е. происходит множественная реактивация вирусных геномов.

	2
	Негенетические
	Комплементация
	Происходит в том случае, когда белки, кодируемые геномом одного вируса, способствуют репродукции другого вируса.

	
	
	Фенотипическое смешивание
	Наблюдается при смешанном заражении клеток в том случае, если часть потомства одного вируса приобретает фенотипические признаки обоих родителей, хотя их генотип остается неизменным.


7. ОСНОВЫ ПОПУЛЯЦИОННОЙ ГЕНЕТИКИ

Таблица 37. Основные понятия

	№
	Понятие
	Характеристика

	1
	Генофонд
	Совокупность генотипов всех микробных клеток, составляющих бактериальную популяцию.

	2
	Гетерогенность
	Наличие в популяции отдельных особей (гетерогенных) с измененными признаками, определяющее изменчивость популяции.


Таблица 38. Изменчивость генофонда

	№
	Признак
	Модификационный тип
	Мутационно-рекомбинационный тип

	1
	Механизм
	Осуществляется с помощью постоянно действующих механизмов репрессии и индукции структурных генов, не сопровождающихся их перестройкой.
	Связан с образованием в микробной популяции измененных генотипов, постоянно возникающих в результате мутаций, рекомбинаций, внесения внешней информации с транспозируемыми элементами.

	2
	Наследуемость
	Не наследуются
	Наследуются

	3
	Особенности
	Функционирование 1-2 или групп генов может определяться инверсией промотора, который в зависимости от своего положения включает те или другие гены.

Сигнал, обеспечивающий правильный выбор гена, по-видимому, исходит от антител, образующихся к соответствующим микробным антигенам.
	Гетерогенность микробных популяций увеличивается в результате перестройки структурных генов, в т.ч. и тех, которые контролируют образование антигенов;

некоторые F-, R-плазмиды, трансдуцирующие бактериофаги вносят с собой фрагменты чужеродной ДНК реципиентных клеток в том случае, если они имеют гомологичные нуклеотидные последовательности.
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