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Rizena evoluce utilizace nepfirozenych substrati u baktérii
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0voD realizuji na dGrovni transportu pies cytoplazmatickou

Experimentalni selekci baktérii je minén proces, kdy
je populace bungk, v podminkach jednordzové nebo kon-
tinualni kultivace, vystavena specifickému selekénimu
prostiedi. V td&chto podminkdch baktérie vyuZivaji za-
kladniho mechanismu, kterfym se mohou pfizpilisobit no-
vému prostiedi, genetické mutace.

Casto je selekéni experiment koncipovan tak, Ze jeho
vysledkem je vznik mutantd s novym riistovem fenoty-
pem. V tomto pfipadé se v literatufe Casto setkame
s pojmem ,Fizend evoluce metabolickych drah“ [1—4].

V tomto pFisp&vku bude pojednéno o nékterych aspek-
tech zdkladnich mechanismi{i na dGrovni exprese genomu,
kterymi se proces experimentélni selekce Fidi v podmin-
kach, kdy je rist prokaryontniho mikroorganismu limi-
tovdn zdrojem uhliku a energie.

Vztah mezi specifickou riistovou rychlosti (4) a koncen-
traci substratu

Na rozdil cd jednordzové kultivace, kde vé&tsinou po-
uZitd koncentrace zdroje C a energie zna&né prevysuje
Ks kultury pro dany substrat (Ks uddvd miru afinity po-
pulace k limitujicimu substrdtu) a Kkultura proto roste
prakticky gmax (maximélni specifickéd rychlost na daném
substratu), je v chemostatu moZné udrZovat koncentrace
limitujici Ziviny na hodnotdch umoZiiujicich riist subma-
ximalnimi rdstov§mi rychlostmi. Lze proto popsat pritbéh
selekce v chemostatu na zdklad& riistovgch parametrd
Ks a “max.

Stanovit pfim§ vztah mezi Ks nebo umax a pFislu$nou
bun&tnou funkci je obti¥né. V n&kterych pfipadech byla
zjiténa pffmé souvislost mezi Ks kultury a KM enzymu,
jim# katalyzovana reakce urCovala rychlost rlistu na pii-
slu¥ném substratu [5]. Byl popsén i pfimy vztah mezi
hladinou aktivity enzymu limitujictho rlist a g kultury
(6]

V podminkéch jednordzové kultivace, zejména v pfipa-
dé& vzniku novych enzymovych aktivit nebo ristovych fe-
notypil, je kultiva&ni prostiedi voleno tak, aby rostl pou-
ze mutant poZadovanych vlastnosti. Tim je soustfedén za-
jem pouze na vysledek (nikoliv priib&h) selekce.

PouZiti chemostatu pFi studiu experimentdlni selekce
umoZiuje sledovat vliv selek&nfho prostFedf na dostatec-
n& vysokou populaci bun&k, sledovat prib&h popula&nich
zmén, jimiZ kultura prochdzi a akumulovat ve fermento-
ru kmeny, které maji vysoké aktivity endoenzymi. Zvy-
Zenf aktivity 1ze vysvatlit hyperprodukci enzymu nezmé-
nénych vlastnosti nebo syntézou enzymu se Zzménénou
substratovou specificitou, resp. jinou charakteristikou en-
zymu: rezistence ke katabolické represi, pH optimum,
stabilita apod. [7, 8]. Vesm&s jde o zmé&ny, které v da-
nych podminkéch zaji$fuji co nejrychlej3i rist a které se

Tab. 1. Priklady dereprese kryptickych geni

membranu, potatetnich reakci katabolismu a na drovni
efektivnosti metabolismu [9].

Prirozeny a nepfirozeny zdroj uhliku a energie

Nepfirozenym substratem [10] je minén zdroj uhliku
a energie, ktery se v piirodé vyskytuje velice zFidka,
buiika jej b&%n& neni schopna utilizovat a roste na ném
(za urditych pFedpokladi, viz dale) nizkou riistovou
rychlosti.

PfevaZujicim mechanismem, kierym buiika mobilizuje
sviij genovy a biochemicky potenciél za G€elem utilizace
takového substratu, je mechanismus dereprese syntézy
enzymil, jejichZ syntéza podléha v buiice specifickym re-
gulaénim mechanismiim a jsou vyuZivany k utilizaci pfi-
rozengch substrati. Casto doché&zi k postupné derepresi
vice operonil [1]. Motivaci pro eliminaci mechanismi re-
gulujicich syntézu enzymi je vyuZiti 3ir3i substratové
specificity enzymi, které tak mohou konvertovat pfislus-
ny substrdt aZ na metabolit dédle buiitkou b&Zné& zpraco-
vateln§, a obejiti specifickfch poZadavkii mechanismii
regulujicich expresi genomu b&hem riistu na pfirozenych
substratech. :

Kromé& mechanismu, ktery vyuZivd mutaci ménicich re-
gulaci exprese genii katalytickych enzymii existujicich
metabolickych drah, miiZe buiika roz3ifit sviij metabolic-
ky potencidl derepresi kryptickych genii [11]. Produkty
téchto genil zfejm& sehrédly svou tlohu v minulosti bé-
hem evoluce mikrorganism@ a kryptické geny mohou mit
svilj plivod v chromosomélnich amplifikacich. Pfedpokla-
déa se, 7e takové geny pfPestaly byt pro buiiku nepostra-
datelné, bdhem dal3i evoluce nebyly z chromosomu od-
stranény a za b&Znych okolnosti nejsou exprimovény.
Experimentédlng byla problematika dereprese kryptickych
genii studovédna zejména v podminkéch jednorézavé kul-
tivace (tab. 1).

Exprese kryptickych genfi nastdva nejtast&ji v seleké-
nich experimentech, v nichZ byl genovy potencial mikro-
organismu zam&rné modifikovan a selek&ni tlak byl sou-
stfed&n na specifickou biochemickou reakci, pfi niZ buifi-
ka nemohla vyuZit enzymovych aktivit jingch metabolic-
kych drah [12, 13].

Derepresi syntézy enzymi, zejména vlivem selekcniho
tlaku kultivaénfho prostfedi v chemostatu, asto ndsle-
duji mutace, které vedou k daldimu zvySeni syntézy en-
zymi [2]. V podminkach kontinuédlni kultivace miZe de-
represe syntézy viech potfebnych enzymid pro utilizaci
nepfirozeného substratu pfedstavovat pro bun&fny meta-
bolismus znanou z&tdZ [9]. Vysledkem piisobeni selekc-
nfho tlaku je v t&chto piipadech eliminace ,nadbytec-
nych* metabolickych reakci a &astetné ,vyladéni® vytvo-
fené metabolické drdhy.

Obecné zavery, které l1ze ze studia evoluce metabolic-

Mikroorganismus I Zdroj uhliku a energie Katalyticka aktivita Citace
|

E. coli K12 D-arabinitol dehydrogenaza | 14
D-Abt D-Abt — D-xylul6za

E. coli K12 D-lyx6za izomeraza 15

D-lyx6za — D-xyluloza

E. coli K12 celobibza * transportni a hydrolazova aktivita 13
aryl-B-glukozidy

E. coli lac— laktoza *+ B-galaktozidaza 6

K. pneumoniae xylitol dehydrogenaza 12
X1t Xt — L-xyluloza

* soutasné dereprese vice enzymovych aktivit
** tzv. ,,ebg” B-galaktoziddza
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k¢ch drah vyvodit, se tykaji reprodukovatelnosti vysled-
ki a formulace zdkonitosti, kterymi se zmény metabolic-
k§ch schopnosti mikroorganismi fidf.

Baktérie odpovidaji na specifické selekni podminky
specifickym zplisobem. Vysledkem opakovani selekénich
experimentdi je vznik mutaci postihujicich stejné geny, a
to ve stejném pofadi. MoZnost zmény metabolickych
schopnosti mikroorganismu je ziejmé limitovdna a vyme-
zena v buiice pFitomnym a regulacim podléhajicim geno-
vym potencidlem. Jingych moZnosti maZe buinka vyuzit
v pfipad#, Ze genovy potencidl byl zdmérné modifikovén.
Selekénf tlak tak miize byt usmérnén na specifickou bio-
chemickou reakci a vysledkem je vznik nové enzymove
aktivity.
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Kyslik, P.: Rizena evoluce utilizace nepfirozenych substrati

u baktérii. Kvas. prim. 31, 1985, & 7—8, s. 169—170.
Je-li riist prokaryontniho mikroorganismu limitovan v prirodé

bézné se nevyskytujicm zdrojem uhliku a energie — nepfirozenym
substrdtem, dochazi v jednorazové i kontinualni kultivaci k se-
lekci a akumulaci mutanti s novymi fenotypovymi vlastnostmi.
Takovy fenotyp je visledkem pfitomnosti novych enzymovych akti-
vit a zmén v regulaci exprese operonii katabolickych endoenzymi.
Uvedené zmény nemaji nahodily charakter a podléhaji urcitym
zakonitostem.

Kucauk, I.: ¥YnpaBasiemasi 3BOJIOUHS YTHIAH3AUHK HeeCTecT-
BeHHbIX cyGcTpatoB Gaktepusamu. Ksac. npym. 31, 1985,
Ne 7—8, ctp. 169—170.

B cayuae AHMHTHPOBaHHs POCTa MPOKapPHLIOHTHBIX MHKPO-
OpPranu3MoB B NPHPOAE OOLIMHO HEHAXOAALMMCH HCTOYHH-
KOM Yrjaepoja u 3HepPrHH — HeecTecTBeHHhM cyGcTpa-
TOM, B TEPHOJMYECKOH M  HeNpephLiBHOH  KyJbType
NPOHCXO/IHT CEJNEKIHSI H AKKyMYJslHs MYTAaHTOB C HOBbIMH
¢deHoTHnoBeIMH cBolficTBami. Takoii (peHOTHN sBJseTCS pe-
3y/JbTATOM HAJAMYHs HOBOH (pepMEHTHOH aKTHBHOCTH H
H3MEHEeHHl B peryJHpOBaHHH BbiPaXXEHHS ONEPOHOB KaTa-
GoJHYecKHX 3HAO0(EepMeHTOB. YKasaHHbE H3MEHEHHs He
HMEIOT CaydaiiHblfi XapakTep H NOABEPraioTCs ONpeAeJIeHHOi
3aKOHOMEPHOCTH.

Kyslik, P.: Controlled evolution of utilization of unnatural sub-
strates by bacteria. Kvas. priim. 31, 1885, No. 7—8, pp. 169—170.

The mutants with new phenotype are selected and accumulated
in batch and continuous cultures if the growth of prokaryotes is
limited by a source of carbon and energy rarely-existing in nature,
by an unnatural substrate. Such a phenotype is a result of the
presence of new enzyme activity and changes in the regulation of
the expression of operons of catabolic endoenzymes. . The culture
response to the selection pressure has no occasional character
and is subjected to definite laws.

Kyslik, P.: Gesteuerte Evolution der Ausniitzung unnatiirlicher
Substrate bei Bakterien. Kvas. prim. 31, 1985, Nr. 7—8, S. 169—170.

wenn das Wachstum prokaryonter Mikroorganismen durch eine
in der Natur nicht geldufig vorkommende Kohlenstoff- und
Energiequelle — ein unnatiirliches Substrat-limitiert wird, kommt
es wihrend der einmaligen wie auch kontinuirlichen Kultivation
zur Auslese und Anhiiufung von Mutanten mit neuen Phédnotyp-
eigenschaiten. So ein Phénotyp ist ein Ergebnis der Anwesenheit
neuer Enzymaktivititen sowie Verdnderungen in der Regulation
von Expression der Operone katabolischer Endoenzyme. Die
erwiahnten Veranderungen sind nicht zufalliger Natur und fussen
auf gewissen Gesetzmassigkeiten.



