Mikroorganismer

Livets ursprung

Om du hade varit ateist och fritankare pa 1600- och 1700-
talet hade du med all sdakerhet varit 6vertygad om att liv
spontant uppstar ur dod materia.

Lamnade man en kopp buljong pa ett bord,sa kunde man se
att det efter en tid borjade krypa omkring olika organismer
i den.Ville man fa fram moss var det bara att stalla en korg
med halm och en bit ost i ett avskilt horn i stallet. Grodor och
paddor bildades av slammet da floden svammade 6ver och
insekter och maskar uppstod ur daggdropparna.

Exemplen pa uralstring — da liv uppstar ur materia — kunde
ses Overallt, och uralstring var den allmant accepterade
forklaringen till livets ursprung bland icketroende under
upplysningstiden.

Pa 1860-talet visade Louis Pasteur,genom en serie beromda
experiment, att uralstringsteorin var felaktig. Han kokade
olika l6sningar och férseglade dem sedan. Dessa I6sningar
visade inga tecken pa liv. Pasteur visade att det kravs liv for
att astadkomma liv.Alla levande organismer kommer saledes,
menade han, ur andra levande organismer.




Halofila arkéer.

Dessa prokaryota organismer
kan véxa i omgivningar med
extremt hog salthalt.

Mikroorganismer

Cellen

Cellen 4r den minsta, sjilvstindiga, levande enheten i en organism.
Varje cell har formaga att utvinna energi, att gora sig av med avfalls-
produkter och att reproducera sig. Celler kan leva linge om nérings-
och energitillforseln dr god och om avfallsprodukterna transporteras
bort sa de inte ansamlas till giftiga doser. Olika celler har olika stra-
tegier for att fa energi och niring.

Det finns tvd huvudtyper av celler, prokaryota- och eukaryota. De
eukaryota har en cellkirna, till skillnad frén de prokaryota, som
saknar cellkidrna.

Till gruppen mikroorganismer riknas alla prokaryoter och sma
eukaryoter som kriver mikroskop for att ses, t. ex. mikroalger, svam-
par och protozoer. Virus tillhor ocksd amnesomridet mikrobiologi.
Mikroorganismer och virus ar kraftfulla verktyg inom biotekniken.

For att kunna utnyttja de mojligheter som finns inom biotekniken
och for att forstd dess begransningar dr det viktigt att kdnna till cel-
lens utveckling. Kapitlet inleds ddrfér med en presentation av hur
den forsta cellen kan ha bildats. Dérefter beskrivs uppbyggnaden av
prokaryota celler samt hur prokaryota celler utbyter gener.

Avsnittet prokayotens genom och genutbyte kan lisas med stod av
kapitel 3.
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Den forsta cellen

Jorden bildades for ca 4,5 miljarder &r sedan. De flesta
forskare anser att de forsta levande cellerna bildades
valdigt tidigt, redan f6r mellan 3,5 och 4 miljarder &r
sedan. Tills alldeles nyligen ansag de flesta forskarna
att de forsta levande cellerna bildades i grunda vatten
eller i fuktiga sediment.

Jordytan var i borjan en mycket ogédstvanlig miljo.
Instralningen fran rymden var stor och jordytan
traffades ofta av asteroider och kometer. De forsta
levande cellerna kan ha bildats p& havsbotten, vid
sprickningszonerna pa 2000-3000 meters djup.
Andra anser att de forsta cellerna utvecklats i vatten-
tyllda bergssprickor. I samtliga fall handlar det om
mycket extrema miljoer.

Det verkar mest troligt att de forsta cellerna var pro-
karyoter, eftersom man i dag finner prokaryoter i de
mest extrema miljoer — pd stillen dér det dr for varmt,
for kallt, for surt, for salt eller for basiskt for eukaryota
organismer att leva.

Att de forsta cellerna inneholl DNA har tidigare
ansetts sjalvklart. I dag borjar detta ifragasittas.
Det verkar inte rimligt att alla komplexa reaktioner
mellan DNA och firdigt protein skulle utvecklas efter
varandra. Mojligen kan det fran borjan istillet ha fun-
nits en RNA-virld. Virus kan t.ex. ha antingen DNA
eller RNA som genetisk kod.

Det har dven spekulerats om att virus skulle kunna
vara en variant av den tidigaste cellen. Men, hdvdar
mdnga, virus kan inte ha uppkommit fore levande
celler, eftersom alla virus ar intracelluldra obligata
parasiter, vilket innebar att de endast kan reproduce-
rasien cell. Virus anvinder virdcellens cellorganeller
och enzymer for replikation och proteinsyntes.



P 1.2 Metanogen bakterie,
Methanospirllum hungatii.
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Mikroorganismer

Prokaryoter

Tidigare delades alla organismer initva grupper: pro- och eukaryota
organismer. Men nir forskare pd 1970-talet gjorde genetiska under-
sokningar, uppticktes en grupp “bakterier” som skiljde sig avsevirt
fran bdda grupperna. De fick namnet arkéer.

Numera delas dirfor de levande organismerna in i tre doméaner
eller riken: eubakterier (Bacteria), arkéer (Archaea) och eukaryoter
(Eukarya). Arkéer har lika mycket eller lika lite gemensamt med
eubakterier som med eukaryoter.

[ 5L

En jamforelse mellan de tre rikena med avseende pa cellkaraktérer.

Karaktdr Bacteria Archaea Eukarya
Karnmembran = = X
Membranomslutna organeller - - X
Peptidoglykan i cellvaggen X - -
Flera olika RNA-polymeras - (X) X
Introner - (X) X

(X) forekommer i vissa organismer.

Arkéer

De flesta arkéer hittar man i extrema miljoer som varma killor eller
i saltdammar. De delas in i tre stora huvudgrupper: metanogener,
extrema halofiler och extrema termofiler. Mikroorganismer som
lever i dessa miljoer har stort biotekniskt intresse.

Metanogener r obligata anaerober, vilket innebér att syrgas ir giftigt
for dem. De har ett unikt sitt att f energi — koldioxid (CO,) redu-
ceras av vitgas (H,) och bildar metangas (CH,).

Maiénga metanogener lever i vatmarker och i sediment didr andra
bakterier har forbrukat all syrgas som fanns. Andra trivs biast i den
anaeroba delen av tarmen hos cellulosaitande djur som notkreatur
och termiter. Metanogener anvinds inom biotekniken for rétning av
slam och produktion av metangas, s.k. biogas (se kap. 13).
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= 1.3 Extrema termofiler
trivs i varma kallor.

= 1.4 Hobakterie, Bacillus
subtilis.
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Extrema halofiler finns i saltdammar och i Doda havet, men dven pa
saltad fisk. For att klara saltstressen maste de lagra amnen som ar
osmotiskt aktiva utan att enzymaktiviteten i cellen skadas. Forsk-
ning pagar dir man forsoker manipulera vixter sa att de bildar dessa
amnen for att kunna vixa pd marker som innehéller mycket salt.

Vissa halofiler har dven ett fotopigment, bakterierhodopsin, som ér
inbyggti cellmembranet. Firgamnet ger bakterien en rod firg, vilket
gor att saltet far en rodaktig ton. Bakterierhodopsinet absorberar ljus
och anvinder denna energi till bilda en vitejongradient som sedan
driver syntesen av ATP. Detta 4r den enklaste formen i naturen, dar
ljus omvandlas till kemisk energi.

Extrema termofiler trivs bast i mycket varma kllor, dar temperaturen
ligger mellan 60 °C och 80 °C. De har speciella membran och protei-
ner som inte forstors av den hoga virmen.

Termofila bakterier producerar virmestabila och virmeaktiva enzy-
mer. Det mest kdnda viarmestabila enzymet har storst aktivitet vid
75°C och anvinds vid PCR for masskopiering av DNA (se s.73).

Eubakterier

Eubakterier eller Bacteria, som man i dag sdger, utgor den storsta
gruppen av prokaryoterna. Det finns tusentals olika arter. Men bak-
terier kan egentligen inte delas in i arter som vixter och djur eftersom
de inte har sexuell f6rokning.

Bakteriesystematiken bygger pd att man delar in bakterier som ér lika
i grupper. Det finns manga sitt att gruppera bakterier. Tvd metoder
som tidigare var vanliga, var att klassificera bakterier efter karaktarer
som dr synligaimikroskop —t. ex. cellstorlek, cellform och firgnings-
reaktioner — eller efter metaboliska och fysiologiska likheter, t.ex.
kvavefixerande bakterier eller sporbildande bakterier.

I dag domineras systematiken istillet av de molekylira teknikerna.
Sekvensen pa kvivebaserna i vissa regioner pa ribosomalt RNA
visar mer om bakteriers sliktskap och utveckling dn utseende och
biokemiska likheter. Médnga arter klassificeras nu om. I kapitlet om
bioinformatik kan du ldsa mer om dessa tekniker.

Prokaryota organismer delas numera in i grupper beroende pé gene-
tiska likheter, membran- och cellvaggsuppbyggnad samt pa vilket sitt
energi och ndring tas upp och omsitts.
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P 1.5 Fotosyntetiserande
cyanobakterie, Anabaena sp.

P 1.6 Schematisk bild av

a Gramnegativ bakterie.
b Grampositiv bakterie.

Mikroorganismer

Prokaryoters struktur

Trots attarkéer och eubakterier 4r mycket olika har de en del likartade
egenskaper. I det hir avsnittet kommer arkéer och eubakterier att
behandlas som en grupp, prokaryoter. Olikheter mellan grupperna
kommer att pdpekas nar de dr av betydelse.

Prokaryota organismer ar encelliga. De 4r sm4, vanligen 1-5 um och
delasinisfiriska (kocker), stavformade (baciller) eller spiralformade
(vibrioner, spiriller och spirocheter). Storlek och form varierar med
tillvaxtforhallandena. Bade vibrioner och stavar blir smé och kulfor-
made under niringsbrist.

De flesta prokaryoter lever ensamma, men vissa arter kan bilda grup-
per av tvd eller flera celler (kolonier). Alla celler i en koloni kan leva
ensamma. Prokaryoter som lever i koloniform kan ha specialiserade
celler. Ett exempel dr Anabaena, en cyanobakterie, som lever i vatten
och bildar langa tradar av celler. Ndr Anabaena utsitts for energi- och
néringsbrist omvandlas en del celler till heterocyster som kan fixera
luftens kviive. Heterocysterna dr jimnt férdelade dver celltrdden. Vilka
celler som blir heterocyster verkar vara slumpartat.

Prokaryoter har cellvagg

Eubakteria har en cellviagg av peptidoglykan. Peptidoglykan &r en
polysackarid som korsbinds med polypeptider. Arkéer saknar pep-
tidoglykan. Deras cellvigg dr uppbyggd av andra polysackarider eller
av protein.

Bade peptidoglykan och pseudomurein dr uppbyggda av en poly-
sackarid och proteiner, men dmnenas struktur ar valdigt olika.

Cellviggen ger prokaryoter dess form och skyddar dem fran att
brista. Med hjilp av en fargningsmetod, s. k. gramfirgning, kan man
skilja pa bakterier med tjock och tunn cellvigg. Prokaryoter delas in
i grampositiva och gramnegativa celler beroende pd hur de reagerar
pa firgningsmetoden.

Grampositiva bakteria har ett tjockt lager av peptidoglykan med ca
50 % tekoinsyra inspringt, medan gramnegativa har ett tunt lager
peptidoglykan och ett yttermembran som innehéller lipopolysacka-
rider. Aven arkéer kan klassificeras med gramfirgning trots att de
saknar peptidoglykan.
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Lipopolysackarid (LPS)

? b
Yttermembran
Tekoinsyra
Porin Lipoprotein
Peptidoglykan Peptidoglykan
e NN, ] e
Protein

B 1.7 Schematiskmolekylsr ~ Vanligen hittar man grampositiva bakterier i terrest miljo och gram-
bild av cellvaggen. negativa i akvatisk miljo. Den akvatiska miljon dr mer stabil, och

a Gramnegativ bakterie. dérfor klarar sig bakterien med ett tunt lager peptidoglykan.
b Grampositiv bakterie.
Av de bakterier som dr patogena (sjukdomsalstrande) dr de gram-

negativa vanligen mest besvirliga. Yttermembranet kan skydda
bakterien fran attacker frdn immunforsvaret. Dessutom ar lipopoly-
sackariden i yttermembranet ofta toxisk. Den gramnegativa bak-
terien 4r mindre kinslig for antibiotika eftersom yttermembranet
skyddar bakterien.

Minga antibiotika (t.ex. penicilliner och vankomycin) blockerar
eller stor cellviggssyntesen, vilket far till f5ljd att bakterien lyserar
(spricker sonder). Eftersom peptidoglykan dr unikt for bakterier,
paverkas inte médnniskans celler. Didremot paverkas vi om antibioti-
kan slar ut var egen normala bakterieflora.

Bakterier kan bira pa plasmider med gener som ger resistens mot
vissa antibiotika. Kunskapen om bakteriers kinslighet for antibio-
tika och deras utveckling av resistens anvands som hjdlpmedel inom
biotekniken (se kap. 4).

Kapsel

Maénga bakterier kan bilda en kapsel runt cellen. Kapseln bestédr van-
ligen av polysackarider, men kan dven vara uppbyggd av polypepti-
der eller en blandning av dessa. Huvudbestédndsdelen dr dock vatten.
Kapseln ger bakterien ytterligare ett skydd, bdde mot forandringar
i miljon och mot attacker frdin immunforsvaret. Kapseln gor det
B 18 Bakterier med kapsel, ~ aven ldttare for bakterier att fista vid ytor och att leva tillsammans
Neissereia meningitidis. i kolonier.
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P 1.9 Bakterier med fimbrier,
E.coli.
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Fimbrier och pili

Vissa bakterier bildar fimbrier eller pili, som de ocksa kallas. Fimbrier
ar utskott uppbyggda av proteiner som anvinds av bakterien for att
fasta vid olika ytor. De flesta fimbrier kdnner igen vissa specifika
kolhydrater pd en cells yta. Kolhydratmolekylen fungerar alltsa som
receptor. E. coli, som bl.a. ger urinvigsinfektion, fister vid kolhy-
drater pd epitelet i urinroret och Neisseria gonorrhoeae, som orsakar
gonorré, fister pa liknande sitt vid genitalslemhinnan.

Andra pili kallas sexpili och fungerar som en kontakt- och igenkén-
ningsyta mellan tvd bakterier sd att utbyte av gener kan ske, s.k.
konjugation (se s. 20).

FAK

Rorliga genetiska element

Plasmider &r sma DNA-molekyler som
framst finns i bakterier, men &ven i jast.
Oftast ar plasmider cirkulara. De kan variera
kraftigt i storlek — vissa plasmider ar mycket
sma, medan andra &r upp till en tredjedel av
kromosomens storlek.

Plasmiden bar ofta pa gener som i normala
fall inte & nédvandiga, men ibland ar till
fordel for bakterien, t.ex. resistensgener eller
gener som behovs for att dverleva i en spe-
cifik miljo. Plasmiden béar ocksa pa gener for
initiering och kontroll av replikation av sjélva
plasmiden.

Varje plasmidtyp har ett bestamt antal kopior
i cellen.Plasmiden reglerar sjélv kopieantalet
sa att det halls konstant.

Plasmider 6verférs huvudsakligen mellan
bakterier, men kan dven overféras mellan
bakterier och eukaryota organismer. Plasmi-
derna replikeras vanligen oberoende av
vardcellens genom (genetiska material) och
kan transporteras mellan celler.

Transposoner, "hoppande gener”, & DNA-
fragment som finns i alla organismer. Dessa
fragment kan byta plats och flytta runt i
cellens genom. Processen déar transposonen
hoppar kallas transposition, och enzymerna

| Mikroorganismer

som genomfor den kallas transposaser. Trans-
posoner hoppar genom att flytta hela trans-
posonen eller genom retrotransposition.

De flesta av dessa dr retrotransposoner, dvs.
transposoner som "hoppar”genom att bilda
en RNA-kopia. Denna utgor sedan en mall
for bildande av nytt DNA som kan inforas i
kromosomen. | dag vet man att halften av
majsgenomet och en tiondel av manniskans
genom bestar av transposoner.

Om en transposon "hoppar” in i mitten av
en gen kan genen inte avldsas normalt. Om
den infors i den del av genen som reglerar
transkriptionen kan transposonen antingen
oka eller reducera produktionen av en gen-
produkt.

Transposoner i bakterier kan flytta mellan
platser i kromosomen eller mellan kro-
mosom och plasmid. De kan ocksa hoppa
mellan olika bakteriearter genom att félja
med plasmider eller virus.

Plasmider, transposoner och virus &r rérliga
genetiska element. Gransdragningen mellan
dem é&r inte tydlig. Eftersom vissa av dem &r
vardspecifika kan de utnyttjas inom biotek-
niken for att fora in gener i en viss organism
eller for att flytta gener.
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FAKTA

Tre olika varianter av transposition

5 ATCCGGT ACCGGAT 3
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TAGGCCA TGGCCTA

transposasgen

P 1.10a Transposon med genen for trans-
posas och inverterade sekvenser. Transposas
ar det enzym som inkorporerar transposonen
pa ett nytt stélle pa en kromosom. Inverterade
sekvenser innebdr att ordningen pa basparen
ar spegelbilder av varandra.
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P 1.10b [S-element.

a IS star for Insertions Sekvenser och ar den
enklaste typen av transposon. Den bar endast
pa genen for enzymet transposas och har inver-
terade sekvenser pa sidorna om genen.

b Ett transposas har syntetiserats.

¢ Transposas och transposon bildar ett aktivt
komplex.

d Komplexet binder transposonen till en annan
kromosom eller del av samma kromosom déar
det finns en komplementar sekvens.

e Komplexet upploses och transposonen har
bytt plats i genomet.
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[
C
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P> 1.10 c Retrotransposition.

a En RNA-kopia av den komplementara
strangen till transposonen syntetiseras.

b Med RNA-kopian som mall syntetiseras
enzymet omvdnt transkriptas som binder till
RNA-kopian.

¢ Komplexet binder till den DNA-stréng som ar

malet for transpositionen. Omvand transkrip-
tion startar och en DNA-kopia syntetiseras.

d Den nya DNA-strangen blir mall till en

komplementar strang. Den dubbelstrangade
DNA-sekvensen utgor den nya transposonen.
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P> 1.10d Replikativ transposition.
a Kromosom med transposon.

b Ett aktivt transposas-transposon-komplex har
bildats. Transposonen replikeras.

¢ Komplexet upploses och kromosomen far en
ny kopia av transposonen.
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