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: / Mlkroorganlzmy, zamieszkujace niemalze
wszystkle mlejsca na swiecie, stanow1a istotny element ziemskiego ekosystemu. Dotychczasowa

wiedza o Swiecie bakterii ogranicza sie do takich gatunkéw, ktére umiemy hodowac¢ w laboratoriach.
Duzy postep w badaniach mikroorganizméw, w tym odkrycia w dziedzinie biologii molekularnej
i genetyki, dokonano opierajac sie o czyste kultury drobnoustrojéw izolowanych z réznych srodowisk
naturalnych. Ostatnie dziesie¢ lat swiadczy o dynamicznym postepie w dziedzinie genomiki
i proteomiki bakterii. Dotychczas poznano peina sekwencje genomoéw kilkuset szczepow i gatunkdw
mikroorganizmow. Ocenia sie, ze 90% tych baz danych to bakterie nalezace do domeny Bacteria,
z czego 75% wiadomosci dotyczy bakterii chorobotwdrczych. Z pewnoscia nalezy takze stwierdzic, ze
bakterie zdolne do wzrostu w warunkach laboratoryjnych (hodowlane) stanowia ponad 1% bardzo
zroznicowanej populacji wszystkich gatunkow zyjacych w roznych srodowiskach naturalnych, takich
jak na przyktad woda, gleba, scieki, przewody pokarmowe ludzi i zwierzat. Daje to przeswiadczenie
jak mata jest nasza wiedza o bakteriach. Prace Pace'a oraz jego wspotpracownikow z lat 1985-1986
ukazaly mozliwos¢ bezposredniego izolowania z bakterii Srodowiskowych podjednostki 5S oraz Igg
rRNA. Po raz pierwszy na identyfikacje nieznanych dotychczas gatunkéw bakterii, pozwolito
katalogowanie i sekwencjonowanie tak sklonowanych podjednostek bezposrednio z bakterii
srodowiskowych, bez wczesniejszej hodowli. Przetom ten swiadczyt o mozliwosci badania i identyfi-
kacji niehodowanych mikroorganizméw srodowiskowych. Sprzyjajacy tej strategii rozwdj technik
pozwalajacych na amplifikacje DNA (PCR), konstrukcje bogatych bibliotek genomowych i szybkie
sekwencjonowanie DNA, przyczynit sie do zdolnosci identyfikowania nieznanych dotad gatunkéw
i rodzajow bakterii Srodowiskowych na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA. Od czasow Carla
Woesego tworzone drzewo filogenetyczne bakterii, w oparciu o 16S rRNA, w ostatnich latach szybko
sie rozwija i wzbogaca o coraz wieksza liczbe niepoznanych dotadrodzajow, typow, a takze gatunkow
bakterii Srodowiskowych [1].

W ostatnich latach pokaZnie poszerzono strategie badan niehodowlanych bakterii poprzez
klonowanie DNA, ktére bezposrednio pozyskiwano ze Srodowisk naturalnych, jak
i sekwencjonowanie nadzwyczaj duzych srodowiskowych bibliotek genomowych bakterii
pochodzacych z gleb, wod, Sciekdw, osadéw sedymentacyjnych oraz przewodéw pokarmowych
zwierzat i ludzi. Ten kierunek wspdtczesnej genomiki definiuje sie pojeciami: metagenomika,
genomika populacji drobnoustrojow badz genomika mikroorganizméw srodowiskowych. Wytaniajacy
sie nowatorski kierunek mikrobiologii - metagenomika, zrewolucjonizuje postrzeganie i rozumienie
Swiata mikrobiologii i daje niezwykle obiecujace rezultaty. Celem naukowcow jest dazenie do
rozszyfrowania bogactwa informacji genetycznej znajdujacej sie w ogromnych metagenomach, dla
okreslonych srodowisk. Istotne znaczenie ma takze identyfikacja dotychczas niepoznanych genéw, co
pozwolitloby na zwiekszenie wiedzy o niehodowlanych dotad bakteriach i ich roli w sSrodowiskach
naturalnych. Oczekuje sie, ze da to pozadane rezultaty w rozwiazaniach biotechnologicznych, ktdre
dotyczy¢ beda produkcji nowatorskich lekow, enzyméw oraz innych bioproduktow [1].



Geneza metagenomiki

Po raz pierwszy w 1985 roku Pace i wspétpracownicy przedstawili nowa strategie identyfikacji
mikroorganizméw, niezalezna od wczesniejszej hodowli, ktéora polegala na sekwencjonowaniu
podjednostek 5S i 16S rRNA, izolowanych bezposrednio z prébek srodowiska. Ten nowatorski
projekt zdecydowanie zaburzyl wczesniejsze dokonania Woese i wspdtpracownikéw, ktérzy
przeprowadzajac badania na czystych kulturach réznych bakterii hodowalnych udowodnili, ze
sekwencje genoéw 5S i 16S rRNA sa molekularnymi wyznacznikami ich filogenezy. Nie ma
watpliwosci, ze na podstawie wynikéw wielu prac, w oparciu o szczegétowa analize tych
podjednostek na poziomie sekwencji nukleotydowych, mozna identyfikowa¢ poszczegdlne gatunki
i rodzaje, jak réwniez konstruowac¢ naturalne drzewo filogenetyczne bakterii. Istotnego odkrycia
dokonano w latach 1991-1998, kiedy opracowano metody umozliwiajace klonowanie DNA bakterii
izolowanych bezposrednio z réznych probek srodowiskowych. Stato sie tez mozliwe konstruowanie
w roznych wektorach duzych bibliotek fragmentéw DNA, oraz wraz z momentem wprowadzenia
techniki PCR, amplifikacja catlych genéw rRNA badz ich poszczegdlnych regionow [2].

Strategia badan, nie zalezna od hodowli, w dos¢ krétkim czasie pozwolita na identyfikacje w réznych
naturalnych srodowiskach ogromnej liczby niepoznanych dotad gatunkéw, rodzajow oraz typow
bakterii. Natomiast zidentyfikowanie peinej sekwencji gendéw 5S oraz 16S rRNA réznych gatunkdow
bakterii sSrodowiskowych dato mozliwos¢ konstruowania gatunkowo-specyficznych sond DNA oraz
ich znakowanie réznymi wyznacznikami fluorescencyjnymi. Takie sondy zastosowano
w mikroskopowej analizie probek srodowiskowych, ktérej celem byla szczegdlowa ocena
rozlokowania réznych gatunkow w okreslonych srodowiskach [3].

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost liczby badan sekwencji nukleotydowej podjednostki 16S
rRNA w populacjach bakterii sSrodowiskowych. Swiatowa baza danych Gen- Bank do konca 2004
roku miescita 21466 sekwencji genéw 16S rRNA bakterii hodowlanych oraz 54665 sekwencji tych
genow z bakterii niehodowlanych. W tym samym roku system ten obejmowat az 14 dodatkowych
typoéw rozpoznanych sposrod bakterii hodowlanych i 26 nowych typéw bakterii niehodowlanych.
Dane te wykazuja, ze badania obecnosci i rozprzestrzeniania bakterii w réznych srodowiskach
naturalnych staly sie dostepne, chociaz nie umiemy stworzy¢ odpowiednich warunkéw hodowli dla
okoto potowy swiata organizmdéw prokariotycznych Bacteria i Archea [4].



-

- W 1991 roku zrealizowano koncepcje klonowania
bakteryjnego DNA izolowanego bezposrednio z préobek srodowiskowych. Jako pierwsi Schmidt

i wspotpracownicy sklonowali w wektorze fagowym mieszanine bakteryjnych DNA izolowanych
bezposrednio z probek wody morskiej. Byt to sposob na skonstruowanie pierwszej sSrodowiskowej
biblioteki DNA [3]. Kolejnym sukcesem, okazalto sie w 1995 roku sklonowanie DNA izolowanego
z mieszaniny mikroorganizmdéw termofilnych, ktére byly hodowane w laboratorium na wysuszonej
trawie (Iignocelulozie). W wyniku tego badania skonstruowano duza biblioteke DNA, jak rowniez
wyselekcjonowano z niej klony eksprymujace wysoka aktywnos¢ celulolityczng. Natomiast,
w laboratorium DelLonga w 1996 roku scharakteryzowano konstrukcje ogromnej biblioteki
srodowiskowej DNA organizméw prokariotycznych zbiornika stodkowodnego. Wyselekcjonowano
tam klon o wielkosci 40 kb, a nastepnie zidentyfikowano jego fragment genomu. Koncem lat 90.
w wielu laboratoriach osiagnieto sukces zwigzany z konstruowaniem w réznych wektorach biblioteki
DNA mikroorganizmow z réznych probek gleby [5].

Szybki rozwdj metagenomiki nastapit w ostatnich 4-6 latach, poniewaz w tym czasie stworzono
i opisano wiele bibliotek DNA mikroorganizmow gleb, wod stodkowodnych i oceanicznych, osadow
sedymentacyjnych, sciekow, srodowisk ekstremalnych (w tym termofilnych i acidofilnych), flory jamy
ustnej i przewodu pokarmowego cztowieka, flory szpitali, populacji bakterii tworzacych biofilmy oraz
bakterii symbiotycznych [6]. W 2004 roku przyjeto prace Ventera i wspolpracownikow, w ktorej
opisano konstrukcje metagenomu o wielkos$ci miliarda par zasad mikroorganizméw z Morza
Sargassowego na Bermudach jak i rozszyfrowanie ich sekwencji nukleotydowych. Obecnie jest to
najwiekszy zrealizowany projekt w dziedzinie metagenomiki. Stworzenie olbrzymiej, metagenomowej
biblioteki DNA mikroorganizméw morskich, w ktérej zsekwencjonowano ponad miliard par zasad
oraz rozpoznano okoto 1,2 miliona dotychczas nieznanych genéw, dato nowe mozliwosci
wielokierunkowych badan poznawczych i aplikacyjnych bakterii morskich [7].

W ostatnich latach przeprowadzono badania w dziedzinie metagenomiki roéwniez w niewiele
poznanym swiecie bakteriofagéw. Wiedza o nich ogranicza sie do tych, ktérych gospodarzami sa
bakterie hodowlane. Jednak nie za duza jest nasza wiedza o bakteriofagach poruszajacych sie
w Swiecie bakterii niehodowlanych. Aktualnie nie wykryto molekularnego wyznacznika, przydatnego



do identyfikacji, taksonomii oraz filogenezy bakteriofagow. Metagenomika data mozliwosci
konstrukcji bankow DNA bakteriofagéw niehodowlanych bakterii, umozliwiajac ich analize na
poziomie sekwencji nukleotydowej. Istotnym nowatorskim osiagnieciem w tej dziedzinie jest
sklonowanie banku DNA fagéw przebywajacych w przewodzie pokarmowym cztowieka. Naukowcy
stworzyli metagenomowa biblioteke DNA fagéw, w ktorej poznano ponad 400 réznych fagoéw, jednak
okoto 60% to nieznane dotad bakteriofagi. Zaktada sie, ze w organizmie cztowieka przebywa okoto
1200 réoznych fagow, ktéore modyfikujac genotypy flory bakteryjnej czlowieka, niewatpliwie
zwiekszaja jej réznorodnos¢ jak i zmiennos¢ [6].

Metagenomika

Metagenomika, zwana takze genomika populacji mikroorganizméw srodowiskowych i ekogenomika,
jest nowa technika badan. Polega ona na klonowaniu DNA pozyskiwanego bezposrednio
z naturalnych srodowisk a nastepnie sekwencjonowaniu ogromnych bibliotek genomowych, jak
i funkcjonalnej analizie materiatu ekologicznego izolowanego z réznych nisz ekologicznych [8].

Metagenomika obejmuje nastepujace etapy prac eksperymentalnych:

- Izolacje DNA mikroorganizméw bezposrednio z probek srodowiskowych. Probka jest pobierana
z naturalnego srodowiska flory bakteryjnej i zawiera rézne typy mikroorganizmow.

- Otwieranie komorek bakteryjnych przy pomocy metod chemicznych, na przyktad silnie zasadowe
srodowisko, badZ za pomoca metod fizycznych, na przyktad sonifikacja.

- Klonowaniein vitrofragmentéw restrykcyjnych w odpowiednich wektorach plazmidowych.

- Transformacje rekombinowanych klondw do komorek, najczesciejEscherichiacoli.

- Konstrukcje biblioteki klondw, analize genetyczna i funkcjonalnabiblioteki oraz selekcje klondéw
o okreslonych genotypach badzZ wtasciwosciach biologicznych [8].

W metagenomice najczesciej praktykowanymi wektorami do klonowania DNA i konstrukcji bibliotek
jest niskokopijny plazmid BAC (bacterial artificial chromosome) oraz fasmidy, poniewaz w wektory te
jest mozliwos$¢ klonowania duzych fragmentéw DNA (40-100 kb). W zwiazku z tym uzyskuje sie ich
stabilna replikacje w komoérkach gospodarza - biorcy, najczesciej sa to komorki odpowiednich
szczepOw E. coli. Poza tym fasmidy, a przede wszystkim pochodne plazmidu BAC, jako wektory
wahadtowe (shuttle BACs) stwarzaja mozliwosé koniugacyjnego przenoszenia DNA z E. coli do
innego gospodarza na przyktad Streptomyces lividans, badZ Pseudomonans putida. W sytuacji kiedy
celem prowadzonych badan jest selekcja klondw zdolnych do ekspresji danych biatek, enzyméw lub
innych bioproduktow, wowczas jest zalecane przenoszenie biblioteki klonéw z E. coli do w/w
wymienionych gospodarzy. Dotychczas w analizie metagenomowvch bibliotek DNA, powazne
trudnosci metodyczne stwarza niewielka czesto$¢ pojawiania sie okreslonych klonow, gtownie
klonéw o poszukiwanych aktywnosciach biologicznych. W tym celu oferuje sie rozne dziatania oraz
zabiegi. Jedna z metod jest wzbogacenie probek srodowiskowych, z ktérych izoluje sie DNA do
klonowania, w mikroorganizmy o poszukiwanych wtasciwosciach biologicznych. Kolejnym sposobem
jest wzbogacanie klonowanej mieszaniny DNA izolowanej z prébek srodowiskowych we frakcje,
mogace zawiera¢ oczekiwane sekwencje badz poszukiwane geny [8].

Przyktadem wykorzystania naturalnego wzbogacenia danego srodowiska w populacje okreslonych
mikroorganizmoéw byto skonstruowanie w fasmidzie biblioteki DNA izolowanego z populacji



symbiotycznych bakterii gabek morskich, jej zsekwencjonowanie, a w rezultacie ustalenie peinej
sekwencji nukleotydowej genomu kolejnego gatunku niehodowlanych archebakterii Cenarcha- reum
symoiosum. Jednak uwage nalezy zwrdci¢, ze w organizmie gabek mamy do czynienia z populacja
tylko kilku gatunkow, wsréd ktorych gatunek C. symbiosum stanowi okoto 65%. W ostatnich latach
sklonowano i zsekwencjonowano metagenom bakterii, ktore tworzyty biofilm w kwasnych wodach
kopalni pirytu w Richmond w USA, o temperaturze 42°C i pH 0,1-0,4 oraz 2 mM stezeniu jonéw
zelaza, miedzi, cynku i arsenu. W warunkach laboratoryjnych biofilm ten jest zdominowany przez
populacje kilku rodzajéow niehodowlanych bakterii: Sufobacillus, Leptospirillum, Acidomicrobium
oraz przez archaebakterie Ferroplasma acidarmanus. Dzieki poznaniu sekwencji nukleotydowej
catlego metagenomu biofilmu o wielkosci 72 milionéw par zasad, jak réwniez analizie
bioinformatycznej stalo sie mozliwe ustalenie pelnej sekwencji nukleotydowej genomow
Leptospirillum oraz Ferroplasma, jak i zlokalizowanie w nich istotnych genéw odpowiadajacych za
metabolizm i wzrost bakterii biofilmu w tak ekstremalnym srodowisku, gdzie jedynym dostepnym
zrodiem wegla jest C0,, a Zrédlem azotu jest azotatmosferyczny. Powyzsze przyktady badan miaty
zwiazek z metagenomami mieszanych populacji bakterii o dominacji jednego badz kilku gatunkow,
co utatwiato sklonowanie takich metagenomow i ich analize sekwencyjna. Zdecydowanie bardziej
skomplikowane jest klonowanie i analizowanie metagenomdw ztozonych populacji mikroorganizméw
wod, a przede wszystkim gleby. Ze wzgledu na liczbe komoérek prokariontéw w przeliczeniu na 1
gram ma mozliwos¢ osiagniecia wartosci 1 miliarda, a nawet wiecej, co oznacza, ze moze w nich
przebywaé nawet 1000 roznych szczepéw i gatunkow bakterii. W zwiazku z tym wykonuje sie rézne
zabiegi, ktorych celem jest wzbogacenie analizowanych prébek gleby w populacje bakterii,
wyrdzniajace sie pozadana lub oczekiwanag aktywnoscia biologiczna. Podejmowanymi kierunkami
dziatania sa proby frakcjonowania izolowanych DNA z tak ztozonych populacji mikroorganizmdw,
aby w zaleznosci od celu badan, do klonowania bibliotek metagenomowych uzywac okreslonych,
wyselekcjonowanych frakcji DNA. Jeden z takich sposobéw polega na ultrawirowaniu DNA
izolowanego z gleby, zamierzeniem czego jest separacja do klonowania frakcji bogatych w pary GC.
Mikroorganizmy z genomem zasobnym w pary GC, sa organizmami Srodowiskowymi majacymi
istotne znaczenie dla biotechnologii lekéw i ekologii (Actinomyces, Streptomyces, Acidobacteria).
Stanowia wiec zainteresowanie w badaniach w dziedzinie metagenomiki, ktorych celem jest selekcja
z bibliotek metagenomowych klondw o nowych aktywnosciach. Ciekawa strategie stanowi
wzbogacenie analizowanych prébek gleby, przed izolacja z nich DNA, w populacje mikroorganizmow
o poszukiwanych aktywnosciach metabolicznych. Do takich prébek dodawany jest
bromodeoksyuracyl (BRAU), ktory wiacza sie tylko do DNA aktywnie dzielgcych sie komorek. Za
pomoca metody immunoprecypitacji frakcje tak wyznakowanego DNA moga by¢ bez trudu od-
dzielane i uzywane do konstrukcji bibliotek metagenomowych. W przypadku dodania do probek
gleby okreslonego substratu bedacym zrodiem wegla i energii na przyktad skrobi, celulozy czy
ksenobiotyku, mozna sie spodziewaé, ze analizowana probka gleby bedzie wzbogacona w populacje
mikroorganizméw metabolicznie aktywnych, majacych zdolnos$¢ wykorzystania okreslonego
substratu badz substratéw. Inna metoda jest dodawanie do prébek gleby substratéw znakowanych
radioaktywnym weglem badz azotem. Zdolne do rozktadu okreslonego, znakowanego radioaktywnie
substratu populacje bakterii powieksza swoja gestos¢ w analizowanej probce, rowniez genomowy
DNA z nich izolowany bedzie radioaktywny, a wiec tatwy do separacji metoda ultrawirowania
w gradiencie. Frakcja tak otrzymanego DNA moze by¢ badana za pomoca metody PCR na obecnos¢
okreslonych genéw badz klonowana, w celu konstrukcji biblioteki klonéw oraz ich analizy
funkcjonalnej. W srodowisku réznych ksenobiotykdw, na przyktad chlorofenoli i fenoli, biodegradacja
nastepuje zazwyczaj przy udziale dwoch, a nawet kilku réznych gatunkéw bakterii. Identyfikacja
w srodowisku takiej populacji, sklonowanie ich metagenomu, a takze identyfikacja genow i ich
produktéw stanowi szczegdlne zainteresowanie naukowcow. Osiagniecie sukcesu, jest mozliwe
dzieki zwiekszaniu gestosci komérek populacji poprzez dodawanie wymienionych substratéw do
analizowanej gleby oraz inkubacje probek przed izolacja DNA [7].



W badaniach w dziedzinie metagenomiki nalezy wyrdzni¢ trzy zasadnicze cele. Mianowicie wnikliwe
poznanie filogenetycznej i taksonomicznej réznorodnosci mikroorganizmoéw w biosferze, gdzie
wiekszo$¢ stanowig dotychczas nieznane, niechodowlane gatunki i rodzaje bakterii. Kolejnym celem
jest identyfikacja w konstruowanych metagenomach nieznanych dotad sekwencji, operonéw i gendéw
kodujacych nowatorskie leki, biatka, enzymy oraz inne bioprodukty majace biotechnologiczne
znaczenie. Tak wiec techniki oraz sposoby stosowane w analizie genetycznej i funkcjonalne;j
mniejszych i wiekszych bibliotek DNA organizméw srodowiskowych, jak réwniez ogromnych
metagenomow o wielkosci milionéw par zasad, zalezne sa od celu, dla ktérego zostaty
skonstruowane. Niezwykle przydatna okazala sie metoda PCR, poprzez zastosowanie odpowiednich
starterow oraz sekwencjonowanie wyselekcjonowanych klondw i catych bibliotek metagenomowych.
Metoda ta ma réwniez duze znaczenie w analizie bibliotek metagenomowych, a w szczegélnosci
w poszukiwaniu sekwencji i genéw bakterii niehodowlanych, ktérych homologi, o ustalonej sekwencji
nukleotydowej, sa znane w genomach bakterii hodowlanych [9]. Dzieki metodom amplifikacji
i sekwencjonowania DNA, powiodto sie zidentyfikowanie w metagenomowych bibliotekach takze
gendéw odpowiedzialnych za ekspresje nowych syntaz poliketydowych (PKSs), bedacych zasadniczymi
enzymami szlakow biosyntezy wielu antybiotykow. Udalo sie rowniez rozpozna¢ gen kodujacy
synteze rodopsyny, fotoreceptora poznanego najpierw u archebakterii, a nastepnie
zidentyfikowanego w metagenomie bakterii morskich na fragmencie DNA klona noszacego
podjednostke 16S rRNAProteobacteria. Dowiedziono, Ze fototrofia jest pokaZznie rozpowszechniona
wsrodProteobacteria morz i oceandéw, a nie jak sadzono, ze jest wlasciwoscia tylko gatunkow
nalezacych dokrolestwaArchea [10].

Znaczenie metagenomiki w identyfikacji nowych genéw

Istotna role w osiagnieciach metagenomiki peini analiza funkcjonalna metagenomowych bibliotek
DNA, ktérej celem jest selekcja i identyfikacja klonéw noszacych geny badz zespoty genow,
podlegajacych transkrypcji oraz translacji w komoérkach E. coli. Odnotowano wiele znaczacych
sukceséw w tym zakresie, najwiekszym z nich byto wyselekcjonowanie klonow zdolnych do syntezy
wczesniej znanych, jak rowniez nowych antybiotykéw. Zidentyfikowano takze wiele nowych genow,
miedzy innymi geny kodujace lekoopornosé, geny bialek membranowych, geny szlaku syntezy
biotyny oraz geny kodujace synteze wielu biatek enzymatycznych, takich jak lipazy, chitynazy,
amylazy [11].

Zastosowanie testu komplementacji przyczynito sie do zidentyfikowania w jednej z bibliotek
metagenomowych klonu majacego zdolnos¢ do syntezy biatek antyportu Na*(Li*)/H*.W powyzszych
badaniach, DNA z tej biblioteki transformowano do komoérek mutanta E. coli, pozbawionego 3 genéw
kodujacych synteze biatek antyportu Na*/H*i nie majacego zdolnosci do wzrostu na podtozach
z wysokim stezeniem jonéw litu. Dato to mozliwosé wyselekcjonowania transformanta, ktory wskutek
komplementacji osiggnat zdolnosé wzrostu na podtozu zawierajacym 7,5 mM LiCl [12]. Podobny test
komplementacji przeprowadzono w komoérkach mutanta E. coli nie zdolnego do syntezy biotyny, a w
zwigzku z tym niezdolnego do wzrostu na podtozu bez tej witaminy. Wyniki tych badan wptynety na
zidentyfikowanie szlaku biosyntezy biotyny w innej metagenomowej bibliotece 7 nowych operondw.
Natomiast geny lekoopornosci identyfikowano przez zastosowanie podlozy selekcyjnych
z odpowiednimi antybiotykami. W ten sposob zidentyfikowano w metagenomie bakterii jamy ustnej
czlowieka nowy gen kodujacy opornos¢ na tetracykline. Natomiast w metagenomie bakterii



glebowych, o wielkosci 4 milionéw par zasad, rozpoznano klaster 6 nowych genéw kodujacych
opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe [13]. Na podtozach selekcyjnych z dodatkiem skrobi
i celulozy jako jedynych zZrédet wegla i energii oraz z wykorzystaniem do transformacji szczepow E.
coli pozbawionych takich zdolnosci, selekcjonowano klony noszace geny kodujace amylazy i celulazy.
Udato sie takze zidentyfikowac klon syntetyzujacy nowy istotny antybiotyk, terragine, hamujacy
rozwdj pratkow gruzlicy, natomiast w bibliotece sklonowanej w E. coli uzyskano antybiotyki
acylotyrozynowe. Osiagniecie to zostalo dokonane przy pomocy standardowego testu inhibicji
wzrostu bakterii na podlozach wzrostowych w bibliotece DNA mikroorganizmoéw glebowych,
sklonowanej w S. lividans. W metagenomowych bibliotekach, wsréd klonéw syntetyzujacych na
podiozach wzrostowych, barwniki odpowiednio pomaranczowy, czerwony i purpurowy pomyslnie
zidentyfikowano nowe antybiotyki takie jak turbomycyna A, turbomycyna B i violaceina. Badaczom
udalo sie rowniez zidentyfikowaé¢, w metagenomowej bibliotece bakterii glebowych, strukturalnie
podobny zwiazek - indurbine [14].

Kilka lat temu w laboratorium Handelsmana opracowano bardzo obiecujaca strategie selekcji
metagenomowych klonéw zdolnych do syntezy réznych czasteczek. Technika selekcji takich klonow
polega na wykorzystaniu do tego celu bakteryjnego systemu komunikowania sie bakterii QS (quorum
sensing). Transformuje sie metagenomowy DNA do komorek E. coli noszacych plazmid z operonem
luxR oraz gen reporterowy, ktory koduje synteze biatka GFP. Szczepy E. coli nie syntetyzuja
czasteczek sygnalowych, w genomie nie maja tez genéw operonu IuxR, w zwigzku z czym szczep E.
coli z reporterowym plazmidem nie syntetyzuje biatka GFP. Posiada jednak taka zdolnos¢ po
kotransformacji innym plazmidem, noszacym geny majace zdolnos¢ do syntezy specyficznych
czasteczek sygnatowych. W zwiazku z tym kotransformacja reporterowego szczepu DNA genomu
umozliwia selekcjonowac kolonie fluoryzujace, a wiec klony majace zdolnos$¢ syntezy czasteczek
sygnatowych indukujacych bakteryjny system QS. Tak transformowany wskaZznikowy szczep E. coli
mozna hodowac¢ na podiozu z dodatkiem naturalnych induktoréw QS, laktonéw homoseryny, oraz
selekcjonowa¢ metagenomowe klony, ktore syntetyzuja inhibitory tego systemu, a w zwiazku z tym
kolonie badz komorki transformantéw niezdolne do fluorescencji [15].

Podsumowanie

Metagenomika to szybko rozwijajaca sie dziedzina mikrobiologii, dajaca mozliwos¢ badania znacznie
szerszego zakresu biordznorodnosci wielu srodowisk, a takze wykorzystania ich dla korzysci
czlowieka. Wyznacza nowe kierunki badan dotychczas nieznanego Swiata bakterii sSrodowiskowych,
ksztaltujac metodyczne mozliwosci ich identyfikacji i charakterystyki na poziomie genotypoéw oraz
fenotypow. Metagenomika stworzyta mozliwosci doktadnych badan poznawczych w dziedzinie
taksonomii i filogenezy bakterii zyjacych w réznorodnych srodowiskach naturalnych. Pozwolila na
analizy ich wtasciwosci biologicznych opierajac sie na odczytywaniu informacji genetycznej
klonowanych genoméw jak i gendéw. Dobrze zapowiadajace sie osiagniecia metagenomiki
funkcjonalnej w identyfikacji nowych bioproduktéw syntetyzowanych przez niepoznane dotad,
niehodowlane bakterie kieruja w nowatorskie poszukiwania naukowe we wspdtczesnej bio-
technologii. Dalszy postep w dziedzinie konstrukcji metagenomowych bibliotek DNA populacji mikro-
organizmow srodowiskowych bedzie dotyczyt opracowania nowych, szybszych metod konstruowania
ogromnych bibliotek genomowych DNA populacji mikroorganizméw gleby, srodowisk ekstremalnych,
jak i morz, oceanow.

Sadzi sie, ze usprawnienie i obnizenie kosztow sekwencjonowania metagenomowych bibliotek DNA
oraz zastosowanie nowych osiagnie¢ bioinformatyki do analizy tworzonych, ogromnych baz danych



powinno przyspieszy¢ oraz ukierunkowac poznawcze jak i aplikacyjne badania w tej nowej dziedzinie
mikrobiologii. Nadzieja na identyfikacje nowych lekéw, enzymdédw oraz innych bioproduktow
w metagenomowych bibliotekach DNA mikroorganizmow srodowiskowych uzalezniona jest od
dalszego, szybkiego postepu w opracowaniu nowych wektoréw i systemow ekspresji
heterologicznych biatek, a takze od nowych, szybkich testéw screeningowych do analizy
funkcjonalnej metagenomowych bibliotek DNA.

Autor: Katarzyna Czuba
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