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XVII. BAKTERIGENEETIKA 

Mikroorganismideta poleks elu maakeral võimalik. Nende osa Maa ökosüsteemis on 
tõepoolest väga mitmekesine. Mikroorganismid murendavad mägesid, toodavad ümb-
ritsevast keskkonnast energiat, seovad atmosfääri lämmastikku ja lagundavad surnud 
organismide orgaanilist ainet. Inimese jaoks on nad ühelt poolt kahjulikud – kui hai-
gustekitajad: näiteks Lyme’i tõbi, mida põhjustab borreliabakter, spiroheet (Borrelia 
burgdorferi), kes elab puukide seedekanalis, siit ka haiguse nimetus puukborrelioos. Tei-
salt on bakterid aga kasulikud abimehed nt. toiduainetööstuses (leiva, jogurtite, veini jm. 
valmistamine). Mikroorganismide väiksus, kiire paljunemistsükkel ja suhteliselt lihtne 
ehitus võimaldab neid edukalt kasutada geneetiliste uuringute mudelsüsteemina. Paljud 
geneetika põhikontseptsioonid ongi kõigepealt avastatud just mikroorganismidel. Eda-
sistes peatükkides käsitleme eelkõige geneetilistes uuringutes tähtsamat rolli omavaid 
mikroorganisme: bakteritest soolekepikest (Escherichia coli), pärmseentest pagaripärmi 
(Saccharomyces cerevisiae) ja lõhevärvilist (punakasoranži) leivahallitusseent (Neurospora 
crassa). 

1. BAKTERIGENEETIKA

1.1. Genoom
1.1.1. Kromosoom
Bakterid on prokarüootsed mikroorganismid. Enamiku bakterite geneetiline informat-
sioon säilitatakse tavaliselt ühesainsas rõngaskromosoomis, kuigi on leitud nii lineaarse 
kromosoomiga kui ka mitme kromosoomiga baktereid. Tänapäeval on paljude bakterite 
genoomid sekveneeritud ning sisaldavad üldjuhul kuni paar tuhat geeni. Näiteks E. coli 
tüve K12 kromosoom koosneb 4 639 221 bp-st e. 4,6 x 106 bp-st ning ta suurus on 4639 
kb (1 kb = 1000 bp). Võib öelda, et mida parasiitsemaks on muutunud bakteri elutsük-
kel, seda väiksem ja lihtsustunum on bakteri genoom. Riketsia (Rickett sia prowazekii) 
genoom on vaid 1100 kb suurune ning mükoplasmade (Mycoplasma genitalium, Myco-
plasma pneumoniae) genoom veelgi väiksem (600–800 kb). Enamasti on looduslikes 
mikroorganismides lisaks kromosoomile kromosoomivälised e. ekstrakromosoomsed 
(ingl. extrachromosomal) geneetilised elemendid e. plasmiidid (ingl. plasmids). Nad on 
autonoomselt replitseeruvad DNA rõngasmolekulid (harva lineaarsed DNA-fragmendid), 
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milles on kolm kuni mõnisada geeni. Ühes rakus (nt. Streptococcus lactis’e tüvedes) on kir-
jeldatud kuni 12 eri tüüpi plasmiide. Tavaliselt on plasmiidide suurus vahemikus 1–200 
kb, kuid esineb ka suuremaid kui 200-kb plasmiide, mida nimetatakse megaplasmii-
dideks (ingl. megaplasmids). Megaplasmiidid on sisuliselt bakterite lisakromosoomid. 
Episoom (ingl. episome) on plasmiidi sünonüümne nimetus, kuid selle erinevusega, et 
episoomid võivad replitseeruda nii autonoomselt kui ka olla integreeritud kromosoomi ja 
replitseeruda siis koos. Seega on episoomid plasmiidid, mis on võimelised integreeruma 
kromosoomi koosseisu. Eukarüootse raku genoomi võrdlus bakteri genoomiga näitab, et 
bakteri genoom on ca 1000 korda väiksem. Inimese haploidne genoom on teatavasti ca 
2,9 x 109 bp suurune.

E. coli raku pikkus on ~2 μm (0,5–5 μm), kromosoomi lahtispiraliseerunud kontuuri 
pikkus ca 1 mm. Ehkki bakteri kromosoom pole raku tsütoplasmast tuumamembraaniga 
eraldatud, on ta suhteliselt kompaktselt kokku pakitud struktuuri, mida nimetatakse 
nukleoidiks (ingl. nucleoid). Raku tsütoplasmas on ribosoomid ja inklusioonkehakesed, 
tsütoplasma on kaetud plasmamembraaniga. Bakterirakul on kest, mis on kaetud kaps-
liga (nt. limakapsel). Raku pinnal asetsevad põhiliste virulentsusfaktoritena bakterite 
adhesiooni soodustavad kiud, piilid (ingl. pili) e. fi mbriad (ingl. fi mbriae) ja liikumis-
organellidena viburid e. fl agellad, ingl. fl agella (jn. 17.1). 

Flagellad e. viburid

Plasmiid

Kromosoom

Inklusioon
Tuuma piirkond (nukleoid)

Tsütoplasma
Ribosoom

Fimbriad e. piilid

Plasmamembraan

Rakusein

Limakapsel

Joonis 17.1. Bakterirakk.

Bakteriraku genotüüp on haploidne. Bakterid paljunevad valdavalt mittesuguliselt – 
jagunemise teel – tütarrakud saavad kromosoomist kumbki ühe koopia. Ehkki bakterid 
on monoploidsed (haploidsed), sisaldavad nad kiirel paljunemisel mitut sama kromo-
soomi koopiat. Kromosoomi koopiad on geneetiliselt identsed. Kromosoomi koopiate 
arvu tõusu põhjus seisneb selles, et aeg, mis kulub genoomi replikatsiooniks (E. coli puhul 
ca 40 min.) on oluliselt pikem, võrreldes soolekepikese kiirestikasvavate rakkude jagune-
mis- e. generatsiooniajaga (20–30 min). Seepärast satuvad tütarrakkudesse ka sellised 
kromosoomid, milledel on replikatsioon uuesti küll initsieeritud, kuid pole jõudnud veel 



Ba
kt

er
ig

en
ee

tik
a

529

lõpuni minna (jn. 17.2). Bakterikromosoomi replikatsioon initsieeritakse korduvalt oriC 
piirkonnas, replikatsioon toimub kahesuunaliselt, moodustuvad replikatsioonisilmad. 
Seepärast on rakus neil geenidel, mis asuvad replikatsiooni alguspunktile lähemal, roh-
kem koopiaid (ja järelikult ka kõrgem ekspressioonitase) kui replikatsiooni alguspunktist 
kaugemal olevatel geenidel. Haploidsus annab bakteri genoomile plastilisuse, sest suva-
line tekkinud mutatsioon (nii positiivse kui negatiivse väärtusega) satub kohe loodusliku 
valiku mõju alla, sest ta ju avaldub.

oriC

oriC

oriC

oriC

oriC

oriC

Geen A

Geen A

Geen A

Geen A

Geen A

Geen A

Geen BGeen B

Replikatsiooni suundReplikatsiooni suund
Replikatsiooni alguspunkt

Replikatsioonikahvel

Aeglaselt kasvavad rakud Kiiresti kasvavad rakud1 2

Replikatsiooni-
kahvlid

Joonis 17.2. Escherichia coli kromosoomi replikatsioon. (1) Aeglaselt- ja (2) kiirestikasvavad rakud. Kiiresti-
kasvavates rakkudes initsieeritakse replikatsiooni korduvalt enne eelmise replikatsioonitsükli lõppemist. 
Replikatsioon algab punktist oriC ja toimub kahesuunaliselt, moodustuvad replikatsioonikahvlid. Geenid, 
mis paiknevad oriC lähedal (geen A) on kiirestikasvavates rakkudes esindatud mitme koopiana, mistõtt u nad 
avalduvad sagedamini, võrreldes geenidega, mis paiknevad oriC-st eemal (geen B). 

Bakteritel pole ei mitoosi ega meioosi. Meioosi puudumine ja bakterirakkude haploidsus 
välistavad ka meiootilise krossingoveri (rekombinatsiooniprotsessi) toimumise. Siiski 
on prokarüootide evolutsiooniprotsessis geenide rekombinatsioonil sama oluline osa 
kui eukarüootidel. Bakteritel on eukarüootide sugulise paljunemisega sarnane mehha-
nism, mida nimetatakse paraseksuaalseks protsessiks (ingl. parasexual process) ning 
mis on erinevalt eukarüootidest suunatud protsess. Geneetilise info vahetamiseks toi-
mub DNA ülekanne doonorrakust (ingl. donor cell) teise, vastuvõtvasse bakterisse e. 
retsipientrakku (ingl. recipient cell), millele järgneb rekombinatsioon retsipiendis. Bak-
terikromosoomi osa, mis on homoloogne doonorist retsipienti ülekandunud genoomse 
fragmendiga e. eksogenoodiga (ingl. exogenote), nimetatakse endogenoodiks (ingl. endo-
genote). Ülekande tulemusel moodustub osaline sügoot e. merosügoot (ingl. merozygote). 
Merosügoodis toimub ülekantud doonori DNA rekombinatsioon retsipiendi DNA-ga. 
Selle tulemusel tekib rekombinantne bakterirakk e. rekombinant (ingl. recombinant). 
Tsirkulaarsete DNA-molekulide (nt. plasmiidid) sisseviimiseks retsipiendi kromo-
soomi on vaja, et toimuks üks rekombinatsioonisündmus, lineaarse DNA-fragmendi 
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lülitamiseks aga paarisarvuline arv DNA-ahelate vahetusi (tavaliselt kaks vahetust). Bak-
teritel on kolm põhilist paraseksuaalset protsessi (jn. 17.3):

1) transformatsioon (ingl. transformation), kus doonor-DNA-molekul satub retsi-
pientrakku väliskeskkonnast;

2) konjugatsioon (ingl. conjugation), kus toimub bakteri DNA ülekanne doonorbak-
terist retsipientbakterisse nende vahetul kontaktil; 

3) transduktsioon (ingl. transduction), kus doonor-DNA-ks on faagi DNA koostises 
olev DNA.

a+

a+

a+

a-

a-

a-

a+

Kompetentne bakterirakk

Bakterikromosoom

Retsipientrakk

Doonorrakk

Retsipientrakk

Faag

DNA

1

2

3

TRANSFORMATSIOON

KONJUGATSIOON

TRANSDUKTSIOON

Joonis 17.3. Kolm geeniülekande tüüpi bakteritel. 1 – transformatsioon; 2 – konjugatsioon; 3 – transdukt-
sioon. 

1.1.2. Plasmiidid
Enamik plasmiide sisaldab võrreldes bakterikromosoomiga viimasest erinevat geneeti-
list materjali. Kui bakterikromosoomis on minimaalne hulk eluks vajalikku geneetilist 
infot, siis plasmiidide geenid annavad neid kandvatele bakteritele lisaeeliseid kindlates 
keskkonnatingimustes hakkamasaamiseks ning võimaldavad bakteritel operatiivselt 
kohaneda ümbritsevate elutingimustega. Plasmiidide DNA säilitamine ja paljundamine 
on rakule koormav juhul, kui plasmiidsed geenid ei anna bakterile selektiivseid eeliseid. 
Seepärast võivad bakterid mittevajalikke plasmiide kaotada, just looduslike bakterite 
laboris säilitamise korral. Bakteritele iseloomulikuks omaduseks on võime kõrvaldada 
eluks mitt evajalikke geene ja mitt e ainult plasmiidseid, vaid ka osa kromosoomseid geene. 
Seepärast ei pruugi laboris kaua aega säilitatud mikroobid olla enam võimelised elama 
looduses (kui nad viiakse laboritingimustest tagasi loodusesse) ja on seetõtt u võrreldes 
looduslike tüvedega vähem eluvõimelised. Tõsi, bakterid saavad lubada endale võimalust 
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kaotada mõningad geenid, sest neil esineva paraseksuaalse geeniülekandega on võimalik 
tekkinud kaod kompenseerida. Geenide ülekanne võib toimuda ka erinevate liikide vahel. 
Sel puhul räägitakse horisontaalsest geeniülekandest (ingl. horizontal gene transfer).

Kõigil plasmiididel on põhireplikon (ingl. basic replicon), mis sisaldab replikatsiooni 
alguspunkti (ingl. origin of replicon) ja replikatsiooni initsiatsiooni kontrollivaid järjes-
tusi. Konjugatsioonilist ülekannet läbiviivates plasmiidides on ka ülekandegeenid (ingl. 
transfer genes) e. tra-geenid (ingl. tra genes), mis määravad ülekandeks vajalike valkude 
sünteesi ning ülekande alguspunkti (jn. 17.4). Plasmiidide koopiaarv raku kohta on suh-
teliselt konstantne suurus, sõltuvalt plasmiidist 1–100 koopiat. Üheks plasmiidse DNA 
koopiaarvu (ingl. copy number) piiri määrajaks on raku energiavaru. Üldpõhimõtt eks on, 
mida suurem plasmiid, seda väiksem on tema koopiaarv rakus: väga suuri plasmiide on 
vaid 1–2 koopiat bakteriraku kohta. Plasmiidide koopiaarvu kontrollivad kolm põhilist 
negatiivset regulaatorelementi. Nende abil teostuv koopiaarvu kontrollimine toimub plas-
miidi replikatsiooni initsiatsiooni kaudu, mille käigus toimuvad järgmised protsessid.

1. Antisenss-RNA (ingl. antisense RNA) seondumine praimeriga.
2. Replikatsiooni initsiaatorvalgu RepA pidurdamine translatsiooni tasemel vastas-

suunaliselt transkribeeritava RNA e. ctRNA (ingl. counter-transcribed RNA) 
abil, mis on transkribeeritud repA-geeni vastasahelalt.

3. Plasmiidis paiknevad replikatsiooni initsiaatorvalku siduvad kordusjärjestused 
e. interonid (ingl. interons), mis konkureerivad sama valgu ori-piirkonnas (ingl. 
origin of replication) asuvate sidumissaitidega. 

Ülekandegeenid
e. tra-geenid

Ülekandegeenid
e. tra-geenid

Ülekandegeenid
e. tra-geenid 

Replikatsiooni-
geenid

Replikatsiooni-
geenid

Replikatsiooni-
geenid

Virulentsusgeenid (toksiinid etc.)

Ravimiresistentsusgeenid (R-plasmiidid)

Kataboolsed geenid (fenoolid, alkaanid, 
herbitsiidid etc.)

Anaboolsed geenid (bakteriotsiinid, antibiootikumid)

Kasvajageenid
(T-DNA)
Opiinide süntees 
ja lagundamine

1 2 3F-plasmiid Komplekssed 
bakterite plasmiidid

Ti-plasmiidid
(bakter/taim)

Joonis 17.4. Plasmiidid. 1. F-plasmiid E. colí s. 2. Bakterite komplekssed plasmiidid. 3. Ti-plasmiidid Agrobac-
terium tumefacienś il põhjustavad taimedel kalluskasvajate teket.
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Plasmiidid sisaldavad lisaks veel hulga geneetilist informatsiooni, mis võimaldab neil 
paremini kohaneda keskkonnatingimustega. Peale plasmiidide paljunemise, koopiaarvu 
kontrollimise ning konjugatiivse ülekande määramise kodeerivad plasmiidid bakteriraku 
mitmeid plasmiidispetsiifi lisi funktsioone: 

1) ravimiresistentsus; 
2) virulentsus;
3) bakteriotsiinide produktsioon;
4) antibiootikumide produktsioon;
5) alternatiivsete süsinikuallikate kasutamine;
6) kasvajate indutseerimine taimedel. 

Ravimiresistentsust määravaid plasmiide nimetatakse ravimiresistentsusplasmiidideks 
(ingl. drug resistance plasmids) e. R-plasmiidideks. Ravimiresistentsust määravad meh-
hanismid on erinevad, toimides antibiootikumide modifi tseerimise (kloroamfenikooli 
atsetüültransferaas), degradeerimise (penitsilliini lagundamine β-laktamaasi poolt) 
või raku permeaabluse muutmise (tetratsükliiniresistentsus) kaudu. R-plasmiidid põh-
justavad suuri meditsiinilisi probleeme, sest sageli determineerivad vastavad plasmiidid 
mikroobidel mitmest ravimiresistentsust e. multiresistentsust (ingl. multiple drug 
resistance). Taoline multiresistentsus antibiootikumide suhtes kandub mitt epatogeense-
telt bakteritelt kergesti üle ka patogeensetele bakteritele. Enterotoksiinide, hemolüsiinide 
ja muude virulentsust põhjustavate ainete sünteesi kodeerivad virulentsusgeenid (ingl. 
virulence genes). Bakteriotsiinide (ingl. bacteriocins) produktsiooni määravaid plasmiide 
on bakteriotsiinide sünteesi ja omadusi määravate geenide hulgas väga erinevaid. Soole-
kepikesel nimetatakse neid plasmiidide poolt produtseeritavaid aineid kolitsiinideks 
(ingl. colicins). Näiteks E. coli plasmiid ColE1 määrab tsütoplasmamembraani permea-
biliseerumist, plasmiid ColE2 DNA degradeerimist, plasmiid ColE3 ribosoomse RNA 
degradeerimist. Seevastu plasmiidne antibiootikumide produktsioon on iseloomulik 
streptomütseetidele. Mullabakteritele on iseloomulik biodegradatsiooniplasmiidide 
(ingl. degradative plasmids) e. D-plasmiidide esinemine. Näiteks on pseudomonaadidel 
plasmiidid, mis määravad fenoolsete ühendite (PHE-plasmiid fenooli, TOL-plasmiid 
m-toluaadi, NAH-plasmiid naft aleeni, SAL-plasmiid salitsülaadi jt.), alkaanide (OCT-
plasmiid nt. oktaani), kampri (CAM-plasmiid) jt. perifeerses metabolismis osalevate 
ainete lagundamise. Bakterid on loodusliku selektiivse surve tingimustes „õppinud” 
lagundama ka ksenobiootilisi aineid (ingl. xenobiotics), s.t. aineid, mis on inimese poolt 
sünteetiliselt loodud ning looduslikes tingimustes ei teki. Nende ainete üheks näiteks on 
polükloreeritud fenoolsed ühendid. Mullabakterite 2,4-D-plasmiid määrab taimse 
herbitsiidi 2,4-diklorofenoksüäädikhappe lagundamist. Agrobakterite (Agrobacterium 
tumerfaciens) Ti-plasmiidid (ingl. Ti plasmids) indutseerivad taimedel tuumorite (kal-
luskasvajate) teket. 

Plasmiide klassifitseeritakse ka nende muude omaduste alusel. Klassifitseerimise 
aluseks on näiteks plasmiidide mitt esobivusgrupid e. Inc-grupid (ingl. incompatibi-
lity groups, Inc groups). Samasse sobivusgruppi kuuluvad eritüübilised plasmiidid pole 
võimelised bakterirakus stabiilselt koos eksisteerima. Plasmiide klassifitseeritakse ka 
nende peremeesulatuse (ingl. host range) alusel. Kitsa peremeesulatusega plasmii-
did leiduvad vaid lähedases suguluses olevates bakterites. Laia peremeesulatusega 
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plasmiidid on aga väga erinevates bakteriliikides ja võimaldavad geenide horisontaalse 
ülekande toimumist isegi prokarüootidelt eukarüootidele ja vastupidi. Veel klassifit-
seeritakse plasmiide vastavalt sellele, kas nad on võimelised iseseisvalt üle kanduma 
ühest bakterirakust teise või ei. Esimesel juhul on tegemist konjugatiivsete, teisel juhul 
mitt ekonjugatiivsete plasmiididega. Suur osa mitt ekonjugatiivseid plasmiide on konju-
gatiivsete plasmiidide poolt mobiliseeritavad (ingl. mobilizing plasmids). 

Meeldejätmiseks
• Bakterite väiksus, kiire paljunemine ja suhteliselt lihtne ehitus muutis nad geneetilistel uuringutel kasu-

likeks mudeliteks.
• Bakterites on tavaliselt üks põhiline kromosoom.
• Bakterite plasmiidid on bakterite lisakromosoomid, millede geenid pole bakterile eluliselt hädavajalikud, 

andes aga muutuvates keskkonnatingimustes bakterile evolutsioonilise plastilisuse. 
• Geeniülekanne bakterites on ühesuunaline protsess: doonorist retsipienti, mitte vastupidi.
• Bakteritel on kolm paraseksuaalset geneetilist protsessi: transformatsioon, konjugatsioon, transdukt-

sioon.

1.2. Mutagenees
1.2.1. Mutantide tüübid
Baktereid kasvatatakse laboris kas vedelsöötmes (sageli kultuuri loksutil aereerides) või 
Petri tassides ja katseklaasides pooltahke agarsöötme pinnal. Agarsöötme pinnal annab 
iga üksikrakk järglased, moodustades geneetiliselt identsete rakkude koloonia e. pesa 
(ingl. colony) – see on ühe raku vegetatiivne järglaskond. Kasutades mikroobisuspen-
siooni lahjendusi (isegi kuni miljon korda), saame määrata Petri tassil olevate kolooniate 
arvu (mitt e üle 200) alusel bakterite arvukuse algsuspensioonis.

Igale bakteriliigile on iseloomulik kolooniate spetsiifi line värvus ja morfoloogia. 
Näiteks moodustab Serratia marcescens punaselt pigmenteerunud kolooniaid. Mutat-
sioonid võivad neid omadusi muuta. Näites muutuvad punased kolooniad mutatsioonide 
tõtt u valgeks. Seevastu mutatsioonid, mis mõjutavad bakterite kasvu kiirust, põhjustavad 
väikeste ja suurte kolooniate moodustumist. Siiski, enamik bakterite mutatsioone ei 
mõjuta mitt e kuidagi bakterite nähtavaid fenotüübilisi omadusi. Uurimistöös sagedamini 
kasutatavad mutandid jaotatakse kolme põhigruppi:

1) spetsiifi lise energiaallika lagundamist määravate geenide mutandid;
2) vajaliku ainevahetuse vaheühendi sünteesi määravate geenide mutandid; 
3) antibiootikumi-, faagi-, temperatuuriresistentsust määravad mutandid.

Bakterite fenotüübi ja genotüübi tähistuse nomenklatuur on kolmetäheline: fenotüübi 
tähistamisel on esimeseks täheks suurtäht, genotüübi tähistamisel kasutatakse samu 
tähti, kuid kõiki väiketähtedena ning kursiivkirjas. Metsiktüüpi tunnuse kolmetähe-
lisele tähisele lisatakse „+”, mutanti tähistab „–”-märk või märgi puudumine. Näiteks 
E. coli tüve, mis pole võimeline kasvama piimasöötmel ja kasutama piimasuhkrut laktoosi, 
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tähistame fenotüübiliselt Lac- ja genotüübiliselt lac- või lac. Kui indeksis on tähed „r” või 
„s”, siis tähistab see vastavalt resistentsust või tundlikkust (ingl. sensitivity) mitmesuguste 
mõjurite, näiteks ravimite, viiruste, temperatuuri suhtes.

Loodusest isoleeritud bakterid e. metsiktüüpi (ingl. wild type) bakterid on üldiselt 
võimelised kõiki oma eluks vajalikke aineid ise sünteesima. Vastavad bakterid kasvavad 
minimaalsöötmel (ingl. minimal media), kuhu on lisatud süsinikuallikas ja mõningad 
mineraalsoolad. Need bakterid on võimelised kõiki ainevahetuse vaheühendeid (amino-
happeid, vitamiine, puriine, pürimidiine jt.) ise sünteesima ning neid nimetatakse 
prototroofseteks (ingl. prototrophs) bakteriteks. Bakterimutandid, mis pole võimelised 
kasvama minimaalsöötmel, on mutantsed ja neid nimetatakse auksotroofseteks (ingl. 
auxotrophs) mutantideks. Auksotroofsed mutandid saavad kasvada minimaalsöötmel 
siis, kui sinna on lisatud mutantse geeni produkt. E. coli metsiktüüpi rakud on võime-
lised sünteesima näiteks trüptofaani de novo (nad on fenotüübiliselt Trp+), trüptofaani 
auksotroofi d (fenotüübiliselt Trp-) vajavad aga trüptofaani lisamist minimaalsöötmesse. 
Metsiktüüpi E. coli on tundlik ravimite, näiteks ampitsilliini (fenotüübiliselt Amps) ja 
tetratsükliini suhtes (Tets). Resistentsusmutandid on aga võimelised kasvama söötmes, 
mis sisaldab ampitsilliini (mikroobi genotüüp ampr) või tetratsükliini (genotüüp tetr). 
Resistentsusmarkereid saab kasutada mikroobitüvede eristamisel, sest nad toimivad kui 
dominantsed selektiivsed markerid. 

Spontaansete mutatsioonide tekkesagedus on bakteritel madal: 10-8–10-10 nukleo-
tiidi kohta ühes põlvkonnas. Eukarüootsetes rakkudes on see vähemalt üks suurusjärk 
kõrgem (10-7–10-9). Spontaanne mutatsioonisagedus bakterites geeni kohta on ühes põlv-
konnas aga 10-5–10-7, võtt es geeni pikkuseks 1000 bp. Mutageenid (kiirgus, kemikaalid) 
võivad tõsta mutatsioonisagedust mitu suurusjärku. Mõjuri tulemusel tekkinud mutat-
sioone nimetatakse indutseeritud mutatsioonideks. Eriti kõrge on mutatsioonisagedus 
bakteritüvedes, mis on mutantsed DNA reparatsiooni või DNA polümeraasi korrigeeriva 
aktiivsuse suhtes. Vastavaid mikroobitüvesid nimetatakse mutaatortüvedeks. Bakterite 
eluliselt tähtsate geenide inaktivatsioon on rakule üldiselt letaalse toimega ja tavatingi-
mustes neid mutante isoleerida pole võimalik. Sel juhul rakendatakse ajutise fenotüübiga 
mutantide e. konditsionaalsete mutantide (ingl. conditional mutants) isoleerimist. Sel-
lised on näiteks temperatuuritundlikud mutandid, mille mutantsete geenide poolt 
kodeeritud valgud inaktiveeruvad kõrgemal temperatuuril kui mitt emutantsete geenide 
produktid (nt. 42oC juures 37oC asemel). 

1.2.2. Amesi test
Mutageenid võivad olla ka kartsinogeenid (ingl. carcinogens), sest nad indutseerivad 
kasvajate teket. Samas sõltub meie kaasaja ühiskonna tehnoloogiline areng kemikaalide 
intensiivsest kasutusest nii tööstuses kui ka põllumajanduses. Igal aastal sünteesitakse sel-
leks otstarbeks tuhandeid uusi keemilisi ühendeid ja enne kasutuselevõtt u on vaja testida 
nende mutageenset ja kartsinogeenset mõju. Traditsiooniliselt tehakse kartsinogeensus-
teste närilistel (eelkõige hiirtel) toitmiskatsete käigus. Mutatsioonisagedused on aga liiga 
madalad, et samas süsteemis avastada lühikese aja vältel tekkida võivaid mutatsioone. 

Bruce Ames (snd. 1928) töötas mikroobidel välja suhteliselt lihtsa ja odava meetodi 
kemikaalide mutageensuse testimiseks. B. A mes koostas Salmonella typhimurium’ i 
mutantsete auksotroofsete tüvede kollektsiooni, kus aminohappe histidiini biosünteesi 
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läbiviivates geenides on eritüübilised mutatsioonid (transitsioonid, transversioonid, raa-
minihkemutatsioonid). Mutatsioonisageduse tõusu leidmiseks uuritakse mutatsioonide 
tagasimuutumist algsesse mitt emutantsesse olekusse. Seega uuritakse testitavate ainete 
toimet pöördmutatsioonide e. reversioonide tekkele. Kasutades erisuguseid mutantseid 
tüvesid, selgitatakse, millist tüüpi on mutatsioonid (transitsioon, transversioon, raami-
nihkemutatsioon) ja kui sageli nad tekivad. 

Amesi testi (ingl. Ames test) tegemiseks hõõrutakse (e. plaaditakse, külvatakse) 
kindla arvuga mutantsed mikroobid ühtlaselt laiali Petri tassi minimaalsöötmele, tassi 
keskele asetatakse fi lterpaber uuritava kemikaaliga. Filterpaberilt difundeerub kemikaal 
ühtlaselt ümber filterpaberi edasi söötmesse. Jälgitakse revertantide teket e. millistel 
mutantidel on mutantsest histidiinigeenist reverteerunud e. tagasimuutunud metsiktüüpi 
histidiinigeen (jn. 17.5). Kuivõrd osa kemikaale avaldab mutatsioonilist toimet vaid rep-
likatiivsele DNA-le, siis lisatakse söötmesse imeväikses kontsentratsioonis ka histidiini, 
mis võimaldab bakteritel läbi viia mõne üksiku raku jagunemise, kuid see kontsentrat-
sioon on nii väike, et ei võimalda moodustada agarsöötmel nähtavaid kolooniaid. 

Testitav
kemikaal

his-
bakter

Roti
maksaekstrakt Segu

Külv histidiinita
minimaalsöötmele

Kemikaaliga niisutatud
filterpaber histidiinita

minimaalsöötmel,
kuhu on eelnevalt
külvatud mikroobid

Revertantide
tekkesagedus

Revertandid
difusioonitsoonis

+ +

Filter-
paber

1

2 his-
bakter

Testitav
kemikaal

Joonis 17.5. Amesi test kemikaalide mutageensuse testimiseks Salmonella typhimurium’i histidiinimutanti-
del. Kui testitavale kemikaalile lisatakse roti maksarakkude ekstrakti ja testbaktereid, siis uuritakse kemikaali 
mõju eukarüootsetele süsteemidele. Segu uuritakse histidiini revertantide tekkesageduse sedastamiseks agar-
söötmega Petri tassidel. Kemikaaliga immutatud fi lterpaberist difundeerub uuritav kemikaal agarsöötmesse 
ning difusioonitsoonis on näha söötmele eelnevalt külvatud revertantmikroobide kasvu.

Selgus, et üle 90%-l juhtudest on kemikaalil nii mutageenne kui ka kartsinogeenne mõju. 
Samas ei näidanud Amesi testis mõned hiirkatsetes kartsinogeenseteks ühenditeks osutu-
nud ühendid mutageenset toimet. Põhjuseks osutus asjaolu, et imetajate eukarüootsetes 
maksarakkudes metaboliseeritakse vastavad kartsinogeensed ühendid väga tugevateks 
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mutageenideks. Näiteks pole suitsutatud lihas olevad nitraadid iseenesest ei mutageensed 
ega kartsinogeensed (Amesi testis negatiivse tulemusega), kuid eukarüootsetes rakkudes 
muudetakse nitraadid nitroosamiinideks, mis on väga mutageensed ja kartsinogeensed 
ühendid (hiirkatsetes positiivse tulemusega). Seepärast tuleb mutageensuse ja kartsi-
nogeensuse andmete ülekandmisel eukarüootsetele süsteemidele eelnevalt töödelda 
testitavaid kemikaale imetajate maksarakkude ekstraktiga.

1.2.3. Mutantide selektsioon
Bakterite genotüüpide uurimiseks kasutatakse olulise ja efektiivse meetodina jäljend- e. 
tempelkülvi meetodit (ingl. replica plating), mille tõid teadusuuringutesse 1952. a. 
Joshua Lederberg (1925–2008) ja Esther Lederberg (1922–2006). Selleks külvatakse 
rakud esmalt mitt eselektiivsele täissöötmele, millel saavad kasvada nii metsiktüüpi kui 
ka mutantsed rakud. Seejärel kantakse Petri tasside agarsöötmel kasvanud rakkude 
kolooniatest materjal templil olevale steriilsele velvetile ning järgnevalt velvettemp-
liga tembeldades viiakse bakterid edasi juba selektiivsöötmetele (ingl. selective media). 
Mikroobide ülekandel märgitakse ära ülekande suund, mis võimaldab hiljem algtassi ja 
tembeldatud tasside kolooniaid võrrelda (jn. 17.6). Toimub auksotroofsete mutantide 
avastamine, sest mutantsed kolooniad pole võimelised kasvama ühendil, mille suhtes nad 
on auksotroofsed. Tehakse nn. negatiivne selektsioon (ingl. negative selection). Tunnuse 
teke järjendkülvimeetodil avastatakse seevastu positiivse selektsiooniga (ingl. positive 
selection), s.t. kolooniad kasvavad vastaval ühendil. 

Steriilne velvet

Tempel

Uuritavad kolooniad

Kolooniate jäljend
velvetil

Jäljend

Tembeldamine

Minimaalsööde

Minimaalsööde
+ türosiin

Minimaalsööde
+ tsüsteiin

tyrA+ cysC+

Täissööde

tyrA- cysC-

tyrA- cysC+

tyrA+ cysC-

tyrA+ cysC+

Joonis 17.6. Bakterite genotüübi uurimine jäljendkülvimeetodil. Petri tassil olevad uuritavad kolooniad kan-
takse steriilse velveti abil (templiga) erinevatele selektiivsöötmetele. Kasvu omaduste järgi selektiivsöötmetel 
määratakse kolooniate genotüübid.
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Mutante on palju hõlpsam detekteerida positiivse selektsiooni teel. Negatiivse selekt-
siooni efektiivsuse suurendamiseks tuleb eelnevalt kasutada mutantide rikastamise 
meetodeid. Üheks sagedamini kasutatavaks meetodiks mutantide rikastamisel on penit-
silliinrikastusmeetod (ingl. penicilline enrichment method). Meetodi põhimõte seisneb 
selles, et penitsilliin (või ampitsilliin) mõjub antibiootikumina vaid kasvavatele rakku-
dele ega toimi mitt ekasvavatele rakkudele. Antibiootikumi toime on bakteriostaatiline. 
Kui viia mutageniseeritud (mutageeniga töödeldud) rakususpensioon rikastussöötmesse, 
kus saavad kasvada vaid prototroofi d ning kuhu on lisatud penitsilliin, siis prototroofsed 
(ingl. prototrophs) rakud, mis hakkavad kasvama, hukkuvad ja auksotroofsed (ingl. auxo-
trophs) mutandid, mis ei saa kasvada, säilivad, kuid ei kasva (jn. 17.7). Rikastustsüklis 
hävitatakse 99% prototroofsetest rakkudest. Edasi rakud tsentrifuugitakse ja inokuleeri-
takse täissöötmesse, kus kasvavad kõik rakud. Uues, rikastatud rakususpensioonis peaks 
mutantsete rakkude proportsioon olema märksa kõrgem kui enne rikastuskatset. Pärast 
sellisel viisil kasvatatud rakkude suspensiooni saamist viiakse rakud jälle rikastussööt-
messe, kus on penitsilliin, s.t. protsessi korratakse. Pärast mitmeid tsükleid testitakse 
kolooniaid jäljendkülvimeetodil ning isoleeritakse mutandid.

Tsentri-
fuugimine

Mutageeniga
töödeldud kultuur
täissöötmes

Sade

Penitsilliin

99% prototroofseid rakke hukkub
täissöötmes penitsillini toimel

Tsentri-
fuugimine

1% prototroofseid ja 
99% auksotroofseid rakke
paljundatakse täissöötmes

Tsentri-
fuugimine Penitsilliin

Prototroofid hukuvad,
auksotroofid säilivad

Tsentri-
fuugimine

Prototroofsed 
rakud

Mutageen

Täis-
söötmesse

Täissööde

Täissööde

Prototroofid
kasvavad

Auksotroofid
ei kasva 
minimaalsöötmel Prototroofid

kasvavad
minimaalsöötmel

Minimaalsööde Jäljendkülv

Jäljendkülv

Minimaalsööde

Joonis 17.7. Penitsilliinrikastusmeetod. Penitsilliin tapab vaid kasvavaid (jagunevaid) rakke. Korduval penit-
silliiniga töötlemisel rikastatakse kultuuri mutantsete rakkude (auksotroofi de) proportsiooni tõstmisega. 
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1.2.4. Lokaliseeritud mutagenees
Lokaliseeritud mutageneesil (ingl. localized mutagenese) toimub mutantide saamiseks 
mutatsioonide tekitamine kindlasse geeni. See meetod eeldab uuritava geeni eelnevat 
kloonimist. Kui bakteri genoom on sekveneeritud, siis on seda meetodit lihtsam raken-
dada, sest on teada kõikide geenide primaarjärjestused. Lokaliseeritud mutagenees 
võimaldab tekitada kindlasse geeni kindlat tüüpi mutatsiooni, ka ühe aluspaari vahetu-
sega. Seega, plasmiidsesse (või faagi) vektorisse kloonitud geen muteeritakse. Mutatsiooni 
tekitamine toimub in vitro, kasutades sünteetilisi oligonukleotiidseid praimereid ja nende 
abil saadud PCR-produkte. Järgnevalt viiakse geneetiliselt muudetud ja kloonitud geen 
e. transgeen (ingl. transgene) koos vektoriga bakterirakku, kus homoloogse rekombinat-
siooni (sisuliselt kahekordne krossingover) teel asendatakse bakteri kromosoomi algse 
geeni järjestus defektse geeni järjestusega (jn. 17.8). 

In vitro mutagenees

Plasmiid (faag)

Transgeen A
Mutantne 
transgeen a

Mutantne geen a

Geen A

Mutantse transgeeni ja 
kromosoomse geeni
rekombinatsioon

Kromosoom

Kromosoom

Joonis 17.8. Lokaliseeritud mutagenees bakterigeneetikas. Uuritav geen isoleeritakse ja mutageniseeritakse 
in vitro. Bakteri kromosoomis asendatakse algse geeni järjestus defektse geeni järjestusega homoloogsel 
rekombinatsioonil. 

Teiseks võimaluseks muteerida meid huvitavaid kindlaid geene (transgeene) ning samal 
ajal nad fenotüübilise markeriga ka märgistada on kasutada transposoonmutage-
neesi (ingl. transposon mutagenesis) meetodit. Transposoon kui mobiilne geneetiline 
element omab mingit geneetilist markerit ja määrab näiteks resistentsust kindla ravimi 
suhtes. Transposoon, inserteerudes kromosoomi erinevatesse kohtadesse, põhjustab 
insertsiooni kohas geeni või operoni geenide inaktivatsiooni. Selle tulemusel ilmnevad 
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muutused bakteri fenotüübis. Muteeritud geen isoleeritakse järgnevalt selles sisalduva 
transposooni geneetilise markeri avaldumise alusel. Bakterile eluliselt tähtsate mutantide 
saamiseks on otstarbekas uurida ajutise fenotüübiga mutante (nt. temperatuuritundlikke 
mutante). 

Meeldejätmiseks
• Metsiktüüpi bakterid on prototroofi d ja nad on võimelised sünteesima oma eluks kõik vajalikud ained, 

kasvades minimaalsöötmel, mis sisaldab süsinikuallikat ja mõningaid mineraalsooli.
• Bakterite auksotroofsed mutandid vajavad kasvuks kasvukeskkonnas lisaaineid.
• Bruce Ames töötas välja odava ja tundliku meetodi kemikaalide mutageensuse testimiseks Salmonella 

histidiinigeeni eri tüüpi mutantide pöördmutatsioonide e. reversioonide tekke jälgimisega. 
• Bakterite genotüüpide uurimiseks kasutatakse jäljendkülvimeetodit.
• Negatiivsel selektsioonil suurendatakse mutantide osatähtsust penitsilliinirikastusmeetodil, mis seisneb 

selles, et penitsilliin toimib vaid jagunevatesse mittemutantsetesse rakkudesse.
• Lokaliseeritud mutageneesil viiakse in vitro muudetud geenijärjestus bakterikromosoomi samasse geeni 

homoloogse rekombinatsiooni teel. 

1.3. Transformatsioon
Bakterite kolme paraseksuaalset protsessi – konjugatsiooni, transduktsiooni, transformat-
siooni (vt. 1.1.2) saab eristada kahe lihtsa kriteeriumi alusel:

1) tundlikkus DNaasi suhtes; 
2) rakkude vahelise kontakti vajadus.

Bakterite kasvukeskkonda lisatakse DNaas. Arusaadavalt on DNaasitundlik vaid trans-
formatsioon, sest DNaas lõhustab rakuvälist vaba intaktset DNA-d. Transduktsioonil 

a-b+ a+b-

Imemine 
ja surveVatikork

BakteridBakterid

Vedelsööde
+ DNaas

Klaasfilter
(bakterid ei läbi,
läbivad faagid ja DNA)

a+b+-bakterite
isoleerimine

Joonis 17.9. U-toru-katse: transdukt-
sioon. K laasfiltri tõttu on a-b+ ja a+b- 
bakterirak kude kontakt väl istatud, 
mistõtt u konjugatsioonil ei saa rekom-
binante moodustuda. DNaasi lisamine 
kasvukeskkonda põhjustab rakuvälise 
intaktse DNA lagundamise ja välistab 
seepärast transformatsiooni. Proto-
troofsete rekombinantide a+b+ teke vii-
tab transduktsiooni toimumisele. 
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kaitstakse DNA-d DNaasi toime eest faagi kapsiidivalkudega ja konjugatsioonil raku-
membraanidega. Rakukontakti vajadust bakterite paraseksuaalsetes protsessides saab 
kindlaks teha lihtsa U-toru-katsega (jn. 17.9). U-toru õlad on üksteisest eraldatud kesk-
ossa paigutatud klaasfi ltriga, mis ei lase baktereid läbi, küll on aga fi ltri pooride suurus 
piisav DNA ja faagide läbimiseks. Toru erinevatesse õlgadesse asetatakse erisuguse geno-
tüübiga bakterite vedelkultuurid. Täheldati geenide ülekannet toru ühe õla bakteritest 
teise õla bakteritesse ilma bakterite vahetu kontaktita. Katse näitab, et vaid bakterite kon-
jugatsioon nõuab bakterirakkude kontakti, transformatsioon ja transduktsioon aga seda 
ei nõua. Kui vedelsöötmesse lisada veel DNaas, siis U-toru-katses toimib jätkuvalt trans-
duktsiooniprotsess. Järelikult transduktsioon ei vaja ei rakkude kontakti ega ole tundlik 
DNaasiga töötluse suhtes.

Looduses toimub kõigis bakterites ilmselt vaid transduktsiooniline geenide ülekanne. 
Transformatsioon ja konjugatsioon on liigispetsiifi lised. Näiteks E. coli puhul looduslikes 
tingimustes transformatsiooni ei toimu, küll toimub see aga laboritingimustes, kus soole-
kepikese rakud on muudetud vastuvõtlikuks e. kompetentseteks võõr-DNA suhtes. Osa 
bakteriliike (ca 1%) on transformatsiooniks valmis ehk nad on looduslikult kompetent-
sed, teisi saab kompetentseks muuta eksperimentaalselt laboratooriumis. 

1.3.1. Looduslik transformatsioon
Bakterite loodusliku transformatsiooni avastas Briti bakterioloog Frederick Grif-
fith (1879–1941) 1928. a. pneumokokkidel (Streptococcus pneumoniae). Kapsliga 
pneumokokid on virulentsed (patogeensed, põhjustades kopsupõletikku). Petri tasside 
veriagarsöötmel (söötme koostisest 5–10% on imetajate veri) moodustavad virulentsed 
bakterid suuri siledapinnalisi kolooniaid, mida nimetatakse S-tüüpi kolooniateks. Viru-
lentsed S-tüüpi rakud muteeruvad sagedusega 10-7 avirulentseteks (mitt epatogeenseteks) 
e. R-tüüpi kolooniateks, mis moodustavad veriagarsöötmetel väikesi karedapinnalisi 
kolooniaid. Virulentsete bakterite polüsahhariidne kapsel on virulentsuse avaldumiseks 
vajalik, sest see kaitseb baktereid vere valgeliblede hävitava toime eest. Kapsel võib olla 
erinevat antigeenset tüüpi (tüübid I, II, III jne.), sõltudes polüsahhariidi molekulaarsest 
koostisest, mis sõltub omakorda muidugi bakteriraku genotüübist. Erinevad kapsli tüü-
bid on immunoloogiliselt eristatavad. Kui viia tüüp II kapsliga bakterirakke vereringesse, 
siis moodustuvad organismis nendevastased antikehad. Tüüp II antikehad tunnevad ära 
vaid tüüp II (mitt e tüüp I või tüüp III) bakterirakke ning annavad koosesinemisel agluti-
natsioonitestis (ingl. agglutination) sademe. Sel meetodil on võimalik määrata bakterite 
antigeenset tüüpi.

Virulentsed elusrakud tüübiga IIIS tapavad hiire. Samas, temperatuuriga surmatud 
rakud tüübiga IIIS ja avirulentsed elusad rakud tüübiga IIR pole eraldi katsetes hiirtele 
patogeensed (jn. 17.10). Kui viia hiirtesse neid koos, siis hiired hukkuvad ning hukkunud 
hiirtest eraldatakse tüüp IIIS rakud. Antigeense tüübi jälgimine on tähtis, sest tüüp IIR 
rakud võivad mutatsiooniliselt reverteeruda tagasi tüübiks IIS. Sellest katsest saame järel-
dada, et tüüp IIIS virulentsusomadus kandus üle tüüp IIR rakkudele, muutes need tüüp 
IIIS omadustega rakkudeks. Ülekantavat agensit nimetati esmakatsetes transformeeru-
vaks partikliks.

1944. a. tõestas Oswald Avery (1877–1955) koos kaastöötajatega, et transformee-
ruvaks agensiks on DNA. Ta näitas, et valkude eemaldamisel surnud kapsliga rakkude 
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ekstraktist säilis lahuse e. ekstrakti transformeeriv võime. Küll kadus aga transformee-
riv võime ekstrakti töötlemisel DNaasiga. See avastus oli esmaseks otseseks tõendiks, 
et DNA on geneetilise info kandja, ja avas geneetikas molekulaargeneetika perioodi. 
O. Avery katse kirjeldus on täpsemalt esitatud DNA kui geneetilise info kandjat käsitlevas 
peatükis VII (alaosa 1.1.1). 

Transformatsioonil peab DNA sisenema väliskeskkonnast rakku ja rakud peavad 
olema eelnevalt DNA-le vastuvõtlikud e. kompetentsed. Nagu juba nimetasime, võib 
kompetentsus olla nii looduslik kui ka kunstlikult esilekutsutud rakkude seisund. Loo-
duslik kompetentsus areneb bakterite rakutsüklis välja seisundis, kus rakkude arvukus 
on suur, kuid kus rakkude jagunemine pole veel lõppenud, s.t. hilises eksponentsiaalses 
kasvufaasis (jn. 17.11). Grampositiivsete bakterite kompetentsusseisund on üheks kvoo-
rumitundlikkuse (ingl. quorum sensing) näiteks.

Looduslik kompetentsus on sellistel tuntud bakteriliikidel kui Streptococcus pneumo-
niae, Bacillus subtilis ja Haemophilus infl uenzae. Bacillus subtilis’e kultuuris tekib rakkude 
kompetentsus pärast madalmolekulaarsete peptiidide e. kompetentsusferomoonide 
(ingl. competence pheromones) moodustumist ja kogunemist suurel rakutihedusel. Fero-
moonide kõrge kontsentratsioon indutseerib geenide ekspressiooni, mille produktid on 
transformatsiooniks vajalikud. Üldiselt on kompetentsuse saavutamiseks vaja moodus-
tada või aktiveerida rakupinna retseptorid, et seostada eksogeenset DNA-d. Vajalikud 
on ka valgud, mis aitavad DNA-d rakku transportida. Tavaliselt ei muutu populatsioonis 

Elus tüüp IIIS
(limakapsliga)

Temperatuuriga 
surmatud tüüp IIIS

Elus tüüp IIR
(limakapslita)

Temperatuuriga 
surmatud tüüp IIIS ja
elus tüüp IIR

Surnud hiir

Surnud hiir

Elus tüüp IIIS

1

2

3

4

Joonis 17.10. Griffithi poolt avastatud transformatsioon bakteritel Streptococcus pneumoniae. 1, 2. Elusad 
IIIS-limakapsliga bakterirakud on virulentsed (surnud rakud ei ole) ja annavad suuri siledaid kolooniaid. 
3. IIR-kapslita bakterirakud ei ole virulentsed ja annavad väikeseid karedapinnalisi kolooniaid. 4. R-transfor-
matsioon S-ks: surnud tüüp IIS bakterirakkudest viiakse DNA avirulentsetesse tüüp IIR bakteritesse, muutes 
need virulentseteks tüüp IIIS bakterirakkudeks. 
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kõik rakud kohe kompetentseks. Näiteks S. pneumoniae rakkudest tekib esialgne kom-
petentsus vaid vähestel rakkudel. Kompetentsed rakud väljutavad kasvukeskkonda 
kompetentsusfaktoreid (ingl. competence factors), mis muudavad seejärel ülejäänud 
rakud samuti kompetentseks. Üldjuhul võtavad kompetentsed rakud vastu suvalist 
DNA-d. Kuid siin on ka erinevusi. Näiteks H. infl uenzae võtab vastu üksnes sama liigi 
DNA-d. H. infl uenzae raku pinnal olevad retseptorid tunnevad ära DNA kindlaid nukleo-
tiidijärjestusi. Äratundmisjärjestus on 11 bp pikkune (A AGTGCGGTCA) ning see 
esineb selle bakteri genoomis kord iga 4 kb kohta e. kogu genoomi kohta ca 600 korda. 
Praktiliselt on selline järjestus kord iga nelja geeni kohta. H. infl uenzae puhul tungib rakku 
kaksikahelaline DNA, millest retsipientraku kromosoomi lülitub üks doonor-DNA-ahel. 

Batsillidel (B. subtilis) seondub doonori kaksikahelaline DNA rakukesta pinnal 
asetsevate DNA-d seondavate retseptorvalkudega ComEa ja ComG. Enne DNA rakku 
sisenemist lagundatakse üks DNA-ahel rakukesta ja rakumembraani vahel oleva memb-
raanseoselise eksonukleaasi (DNaasi) toimel (jn. 17.12). Üksikahelaline DNA tungib 
seejärel rakku läbi rakumembraani kanalivalkude (ComEC-valgud) DNA translokaasi 
(ingl. DNA translocase) (ComFA-valk) toimel. Com-valke sünteesivad vaid kompetentsed 
rakud. DNA üksikahelat kaitsevad nukleaaside toime eest üksikahelalise DNA-ga seon-
duvad SSB-valgud (ingl. single-strand binding proteins). Rekombinatsioonil osalevate 
RecA-valkude toimel rekombineerub rakku tunginud DNA kromosoomse DNA-ga. Paar-
dumine toimub sissetunginud DNA komplementaarse piirkonnaga. Protsessi tulemusel 
asendatakse kromosoomi vastav lõik sissetunginud DNA järjestusega. Kromosoomist 
vabanenud DNA-lõik lagundatakse. Kui doonori ja retsipiendi DNA kannab ühe geeni 

5
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8
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Aeg
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ke
 (L
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Maksimaalne kompetentsus

Log-faas
Eksponentsiaalne kasv

Statsionaarne faas

Lag-faas

Rakkude
hukkumise algus

Joonis 17.11. Bakterite kasvukõver. Transformatsiooniks saavutatav rakkude maksimaalne kompetentsus on 
eksponentsiaalse kasvufaasi lõpposas. Lag – pidurdusfaas; Log – eksponentsiaalse kasvu faas.
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erinevaid alleele, siis transformatsiooni järel moodustunud rekombinantne DNA-ahel 
sisaldab kaksikheeliksi ühes ahelas ühe alleeli ja teises ahelas teise alleeli nukleotiid-
set järjestust. Sellist tüüpi DNA kaksikheeliksit nimetatakse heterodupleksiks (ingl. 
heteroduplex) e. heterosügootseks kaksikheeliksiks. Järgnevalt segregeerub DNA repli-
katsioonil heterodupleks kaheks eri tüüpi homodupleksiks (ingl. homoduplex) (sisaldab 
vastavalt doonori ja retsipiendi alleele). 

1.3.2. Kunstlik transformatsioon
Looduslik kompetentsus on peale ülalnimetatud bakteriliikide veel paljudel teistel mik-
roobidel, nagu perekondadel Neisseria, Acinetobacter, Staphylococcus ja Rhizobium. On 
teada, et E. coli rakud pole looduslikult kompetentsed. Nende rakkude kunstliku kom-
petentsuse (ingl. artifi cial competence) esilekutsumiseks töödeldakse rakke madalamal 
temperatuuril, hoides neid jääl, CaCl2-lahusega, mis muudab bakteri rakukesta ehitust nii, 
et see muutub DNA-le läbitavaks. Sellega kaasneb transformatsiooni toimumiseks vaja-
like avade (pooride) teke rakukestas ning ajutine rakusiseste nukleaaside inaktivatsioon. 
Rakkude kunstliku kompetentsuse esilekutsumine on oluline rõngasjate transformee-
ritavate DNA-molekulide puhul, sest pärast rakku tungimist on nad võimelised seal ise 
replitseeruma. Lineaarse DNA transformatsioon on kunstlikus transformatsioonisüstee-
mis aga harv sündmus, sest enamasti lagundatakse sissetunginud DNA-fragment kiiresti 
nukleaaside poolt. 

Kunstlikule transformatsioonile alternatiivseks ja ka efektiivsemaks meetodiks 
on rakkude muutmine vastuvõtlikuks võõr-DNA-le elektroporatsiooni (ingl. electro-
poration) teel, mille korral töödeldakse rakke enne transformatsiooni lühiajaliste 
elektriimpulssidega (1–20 kV cm-1), millega moodustatakse samuti transformatsiooni 
toimumiseks vajalikud avad rakumembraani. Elektroporatsioonimeetodi töötas välja 
Eberhard Neumann 1982. a.

1.3.3. Kotransformatsioon
Transformatsioonil võtavad kompetentsed rakud vastu vaid väga väikesi DNA-frag-
mente, mis moodustavad tavaliselt üksnes 0,2–0,5% tervest kromosoomist. Seepärast, 
kui kaks geeni pole teineteisele piisavalt lähedal, ei ole nad tavaliselt mitt e kunagi samas 
transformeeritavas (ülekantavas) DNA-fragmendis. Mitme DNA-fragmendi koosüle-
kannet nimetatakse kotransformatsiooniks (ingl. cotransformation). Kahekordsete 
transformantide (ingl. transformants) saamine eeldab kaht eraldi toimuvat transformat-
sioonisündmust. Näiteks mutantse geeni a muutmine a+-ks ja b muutmine b+-ks eeldab 
a+b+-doonorite ja a-b--retsipientide kasutamist. Selleks peab toimuma kaks sõltumatut 
sündmust, s.t. kahe DNA-fragmendi vastuvõtmine ning a+-ga ja b+-ga fragmentide rekom-
binatsiooniline integratsioon kromosoomi. Kahe sõltumatu sündmuse tõenäosused 
saab leida üksiksündmuste tõenäosuste korrutisena. Seepärast, kui geenid ei ole aheldu-
nud ega paikne lähestikku, transformeeruvad nad koos sada või tuhat korda madalama 
sagedusega kui need geenid, mis on aheldunud. Teiseks võimaluseks geenide ahelduse 
kindlakstegemiseks on katsetes transformeeritava DNA kontsentratsiooni vähendamine, 
näiteks kuni 10 korda. Üksikmarkerite ja aheldunud markerite transformatsiooni sagedus 
langeb mõlemal juhul sama moodi kuni 10 korda. Kui on tegemist mitt eaheldunud gee-
nidega, siis transformatsiooni sagedus langeb 100 korda (10 x 10 = 100). Järelikult saab 
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kotransformatsiooniga näidata geenide aheldatust või mitt eaheldatust ning määrata ahel-
dusgrupis ka geenide omavahelisi kauguseid.

Meeldejätmiseks
• Transformatsioonil saab bakter keskkonnast võõr-DNA.
• Transformatsioon eristub konjugatsioonist, sest ei vaja toimumiseks rakulist kontakti.
• Vastupidi konjugatsioonile ja transduktsioonile on transformatsioon tundlik DNaasi suhtes. 
• Looduslikul transformatsioonil muudetakse osal bakteriliikidel kaksikahelaline DNA üksikahelaliseks, mis 

seejärel tungib rakku ja integreerub homoloogsuse alusel bakterikromosoomi.
• Kunstlikul transformatsioonil peab bakterid muutma vastuvõtlikuks e. kompetentseks võõr-DNA oman-

damise suhtes.
• Kotransformatsioonil ülekanduvad geenid on aheldunud ning asetsevad lähestikku. 

1.4. Konjugatsioon
1.4.1. Konjugatsiooni avastamine
Bakterite konjugatsiooni avastasid Joshua Lederberg ja Edward Tatum 1946. aastal. 
Konjugatsioon on geneetilise info ülekande ühesuunaline protsess – doonorist retsi-
pienti. Retsipient, kes on omandanud doonori DNA, nimetatakse transkonjugandiks 
(ingl. transconjugant) e. konjugandiks (ingl. conjugant). DNA kantakse doonorrakust 
retsipientrakku läbi spetsiifi lise rakkudevahelise konjugatsioonikanali (ingl. conjuga-
tion channel) (jn. 17.13). Doonorrakkudel leiduvad ning retsipientrakkudel puuduvad 
spetsiifi lised moodustised – sugukiukesed (ingl. sex pili) e. F-piilid (ingl. F pili). F-pii-
lid moodustatakse siis, kui rakus on plasmiidsed sugufaktorid, milleks on esmaavastatud 
E. coli sugufaktor (ingl. sex factor) e. F-faktor (ingl. F factor). F-piilid on vajalikud 
doonor- ja retsipientraku kontakti loomiseks, mitt e DNA ülekandeks. Erandiks on Agro-
bacterium tumefaciens̀ il esinev Ti-plasmiid ja laia peremeheulatusega IncP-sobivusgruppi 
kuuluvad plasmiidid. Kui kaks bakterirakku on koos, s.t. lähestikku, moodustub nende 
vahele eraldi struktuur, konjugatsioonikanal e. konjugatsioonisild (ingl. conjugation 
bridge). Konjugatsiooniks on vajalikud ülekandegeenid e. tra-geenid, mis kodeerivad 
geneetilist informatsiooni ülekandvate bakterite liitumist ning DNA liikumist ühest 
rakust teise. Enamasti on tra-geenid plasmiidsed. 

F-faktor on rakus kahes alternatiivses olekus: 
1) autonoomne (ingl. autonomous state) e. plasmiidne olek, kus ta replitseerub sõl-

tumatult kromosoomist;
2) integreerunud olek (ingl. integrated state), mil ta on kovalentselt integreeritud 

kromosoomi. 
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1.4.2. Plasmiidne ülekanne
Autonoomset plasmiidset F-faktorit e. fertiilsusfaktorit (ingl. fertility factor) kandvat 
rakku nimetatakse F+-rakuks (ingl. F+ cell) e. doonorrakuks, F-faktorit mitt ekandvat 
rakku aga F--rakuks (ingl. F- cell) e. retsipientrakuks (jn. 17.14). F-faktor on ca 105 bp 
e. 100 kb suurune. F+-rakkude ristumisel F--rakkudega kandub F-faktor üle doonor-
rakust retsipientrakku, kuid mõlemad (doonor ja F-faktori omandanud retsipient) jäävad 
F+-rakkudeks, sest konjugatiivsel ülekandel toimub F-faktori replikatsioon. Kirjeldatud 
ristamist tähistatakse kui F+ x F-. F-faktor võib integreeruda E. coli kromosoomi erineva-
tesse punktidesse sait-spetsiifi lisel rekombinatsioonil, mis on IS-elementide vahendatud 
protsess (jn. 17.15). Nii E. coli kromosoomis kui ka F-plasmiidis on mitmeid erinevat tüüpi 
IS-elemente. Integreerunud F-faktorit kandvaid bakterirakke nimetatakse Hfr-rakku-
deks (ingl. high-fr equency recombination), sest nad on võimelised kõrge sagedusega üle 
kandma kromosoomseid geene. Kromosoomsete geenide konjugatsiooniline ülekanne 
võib katkeda erinevatel ajamomentidel, mistõtt u terve E. coli kromosoomi konjugatsioo-
niline ülekanne doonorist retsipienti on harvaesinev sündmus. Konjugatsiooniline DNA 
ülekanne algab spetsiifi lisest DNA ülekandesaidist e. oriT-st (ingl. origin of transfer). 
See oriT-sait on üks F-faktori kolmest piirkonnast e. järjestusest, kust alustatakse DNA 
replikatsiooni. Ülejäänud kaks, oriV ja oriS initsieerivad F-faktori replikatsiooni rak-
kude jagunemisel, mitt e aga konjugatsioonil. Neist oriV on primaarse tähtsusega ning 
oriS on pigem „varumees”, mida kasutatakse juhul, kui oriV pole funktsionaalne või puu-
dub. Konjugatsioonilisel ülekandel lõigatakse plasmiidse endonukleaasiga üks rõngasjas 
DNA-molekuli ahel oriT-saidis katki ning üks DNA-ahel suunatakse retsipientrakku läbi 
konjugatsioonikanali, mis moodustus konjugeeruvate rakkude vahele (jn. 17.16). Edasi 
replitseerub F-faktor, kasutades erilist mehhanismi, mida nimetatakse veereva ratta 

F--rakk F+-rakk Hfr-rakk

Kromosoom Kromosoom Kromosoom

Autonoomne
F-faktor

Integreerunud
F-faktor

1 2 3

Joonis 17.14. Sugufaktori kolm olekut Escherichia coli rakkudes. 1. Ilma sugufaktorita bakter on retsipient-
bakter e. F--bakter. 2. Autonoomse F-faktoriga bakter on doonorbakter e. F+-bakter. 3. K romosoomi 
integreerunud F-faktoriga bakter on Hfr-bakter.
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Hfr-rakk

Hfr

Hfr

Hfr
tra

-g
ee

ni
d

rep-geenid
phi-geenid
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IS3IS3
IS3
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IS3
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Integreeritud F-faktor

ori-sait

ori T-sait

1 2

Joonis 17.15. IS-elementide osa F-faktori integratsioonil E. coli kromosoomi. 1. F-faktori (väline ring) 
lihtsustatud geneetiline kaart: IS2, IS3 - kolm insertsioonilist elementi; tra - ülekandegeenid; rep - replikat-
sioonigeenid, phi - faagi kasvu inhibeerivad geenid; ori - replikatsiooni (ülekande) alguspunkt. 2. F-faktori 
(heleroheline) ja kromosoomi (helesinine) IS-elementide vaheline homoloogne rekombinatsioon Hfr-
tüvede moodustumisel. Rohelise noolega on tähistatud ülekande alguspunkt F-faktori keskel.

a+

a+

Retsipiendi
kromosoom

Doonori
kromosoom

F-plasmiid

F+-rakk

F--rakk

ori-sait

Replikatsioon

Veereva ratta
replikatsioon

Rõngasjas
F-plasmiid

F+-rakk

Konjugatsioon

Joonis 17.16. F-faktori replikatiivne ülekanne veereva ratt a mehhanismi alusel doonorist retsipienti. F-faktor 
määrab konjugatsioonisilla tekke. Konjugatsioonil kandub veereva ratt a replikatsioonimehhanismi alusel 
doonorist retsipienti üksikahelaline DNA. Nii doonoris kui retsipiendis sünteesitakse üksikahelalisel DNA-l 
kaksikahelaline DNA, moodustuvad rõngasjad F-faktorid. 
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replikatsiooniks (ingl. rolling-circle replication), sest DNA rõngasmolekul justkui veereks 
replikatsiooniprotsessis edasi. Kogu ülekandunud plasmiidi genoom muutub retsipiendis 
ringikujuliseks autonoomseks plasmiidiks ning F-plasmiid säilib ka doonoris.

Konjugatiivsed plasmiidid võivad ka mobiliseerida e. kaasa võtt a mitt ekonjugatiiv-
sete plasmiidide geene ja kromosoomigeene. Abistavat (komplementeerivat) plasmiidi 
nimetatakse abiplasmiidiks (ingl. helper plasmid). Mittekonjugatiivsete plasmiidide 
mobilisatsiooniliseks ülekandeks on vaja oriT- ja mob-saitide olemasolu. Kui mobilisee-
ritav plasmiid on Tra-Mob+, toimub selle plasmiidi rekombinatsiooniline integratsioon 
(kovalentne insertsioon) konjugatiivsesse plasmiidi, mille tulemusel moodustub üle-
kantav rekombinantne DNA-molekul. Kui mobiliseeritav plasmiid on aga Tra-Mob-, siis 
moodustub selle ülekandeks konjugatiivse plasmiidiga kahe plasmiidi osalusel trans-
posooni vahendatud kointegraat, mis pärast ülekannet homoloogsel rekombinatsioonil 
lahkneb kaheks iseseisvaks plasmiidiks. Kui ülekantav plasmiid pole võimeline ise uues 
retsipiendis replitseeruma, siis ta hävib. Sellist plasmiidi nimetatakse enesetapja-
plasmiidiks (ingl. suicide plasmid) ning nende abil on võimalik üle kanda ka üksikgeene, 
mis võivad retsipiendis juba pärast homoloogset rekombinatsiooni asendada retsipiendi 
kromosoomi mingi konkreetse geeni ülekantud nn. uue geenivariandiga. Mobilisatsioon 
on lisavõimalus transformatsioonile ja elektroporatsioonile. 

1.4.3. Kromosoomne ülekanne
Algne integreerunud F-faktor avastati Hfr-tüves HfrH, mille nimetus tuleneb tüve saaja, 
inglise mikrobioloogi William Hayes̀ i, nimest. Selles tüves on F-faktor integreerunud 
kromosoomi treoniini (thr) ja valiini (val) lookuste vahele (jn. 17.15). Elie Wollman ja 
François Jacob näitasid 1957. aastal E. coli kromosoomi suunatud ja ajast sõltuvat ülekan-
net. Nad kasutasid katkestatud ristamiskatseid (ingl. interrupted mating experiments), 
kus ristati genotüübiga thr+leu+azistonslac+gal+strs HfrH-doonortüve F--tüvega, millel oli 
genotüüp thr-leu-azirtonrlac-gal-strr. Geenid thr ja leu määravad vastavalt aminohapete 
treoniini ja leutsiini sünteesi (+) või selle puudumise (–). Alleelid lac ja gal vastutavad 
suhkrute laktoosi ja galaktoosi lagundamise eest (+). Alleelipaarid azis/azir, tons/tonr ja 
strs/strr kontrollivad tundlikkust (s) või resistentsust (r) naatriumasiidi (NaN3), faagi T1 
või antibiootikumi streptomütsiini suhtes. Transkonjugantide sedastamiseks kasutati 
selektiivsöötmeid, kus ei saa kasvada ei doonor ega retsipient, küll aga rekombinandid. 
Näiteks selektiivsöötmes, kus puuduvad treoniin ja leutsiin, kuid kuhu on lisatud strep-
tomütsiini, ei kasva doonor (mis on streptomütsiinitundlik) ega retsipient (mis pole 
võimeline sünteesima treoniini ja leutsiini). Niisugusel selektiivsöötmel saavad kasvada 
vaid rekombinandid, kes pole streptomütsiinitundlikud ja kuhu doonorist on üle kan-
dunud treoniini ja leutsiini sünteesi määravad alleelid. Katkestatud ristamistel selgus, et 
thr+leu+ rekombinandid ilmnesid pärast 8,5-minutilist konjugatsiooni ning markerid tons, 
lac+ja gal+ ilmnesid esmakordselt vastavalt 11-, 18- ja 25-minutilise konjugatsioonilise ris-
tamise järel. See näitas, et konjugatsioonilisel ülekandel kanduvad geenid doonortüvest 
retsipienti ajalises järjestuses ja näitavad geenide asetust ning kaugust teineteisest kromo-
soomis (jn. 17.17). 

Erinevatest Hfr-tüvedest initsieeritakse teistel juhtudel kromosoomsete geenide 
ülekannet erinevatest ülekande alguspunktidest, sest F-faktor on võimeline integree-
ruma peremeeskromosoomi erinevatesse saitidesse sõltuvalt sellest, milliste plasmiidi ja 
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kromosoomi IS-elementide vahel on toimunud homoloogne rekombinatsioon. Ülekanne 
sõltub ka F-faktori integratsiooni suunast: kui integreerunud F-faktorit loetakse suunas d 
c b a, siis toimub rõngasja E. coli kromosoomi ülekanne kellaosuti liikumise suunas; kui 
teda loetakse suunas a b c d, siis on ülekanne kellaosuti liikumisele vastupidises suunas 
(jn. 17.18). Kuivõrd konjugatsioonilist ülekannet initsieeritakse integreerunud F-fak-
tori keskelt, siis kandub esimesena üle üks osa F-faktorist. Teine osa F-faktorist kandub 
üle alles viimasena, pärast kogu kromosoomi ülekannet, mis toimub ca 100 minutiga. 
Enamasti katkeb konjugatsioonil rakkude kontakt enne, kui kogu kromosoom on üle kan-
dunud. Seepärast on rekombinandid valdavalt defektse F-faktoriga ning fenotüübiliselt F-. 

Kuivõrd katkestatud ristamisel kandub E. coli kromosoom üle 100 minutiga, võe-
takse E. coli kromosoomikaardi pikkuseks 100 minutit ja ühikuks 1 minut. Nullpunktiks 
on kokkuleppeliselt võetud treoniinigeen thrA. E. coli kromosoomi konjugatsiooniline 
kaardistamine võimaldab paigutada aheldusgrupis üksikuid geene oma kohtadele, kuid 
meetod on oluliselt väiksema tundlikkusega kui kaardistamine transformatsioonil ja 
transduktsioonil. 

Bakterikromosoomi konjugatsioonilisel ülekandel peab sisenenud DNA-fragment 
interakteeruma retsipientkromosoomiga. Doonori DNA saab integreeruda retsipiendi 
DNA-ga vaid homoloogsel rekombinatsioonil ning selleks on vajalik kahe krossingoveri 
toimumine (jn. 17.18). Ühekordne krossingover ei põhjusta mitte tsirkulaarsete, vaid 
lineaarsete DNA-molekulide teket ning seetõttu ei moodustu struktuurselt intaktset 
rekombinantset kromosoomi. 

1.4.4. Seksduktsioon
F-faktor võib E. coli kromosoomist väljuda nukleotiidi täpsusega ning moodustada 
autonoomse F-faktori. Mõnikord toimub väljatulek aga vigaselt. Sel juhul moodustub 
F -́faktor, mis on endasse haaranud temaga kromosoomis külgneva osa. F -́faktori abil 
kantakse plasmiidsel ülekandel retsipienti üle ka tema koosseisus olev kromosoomne geen 
(kromosoomsed geenid). Näiteks moodustub F´thr+leu+-faktor F-faktori anomaalsel välja-
tulekul tüve HfrH-kromosoomist (jn. 17.19). Plasmiidi ülekanne bakterites toimub kõrge 
sagedusega, mistõtt u on suur ka plasmiidi koosseisus oleva kromosoomse geeni ülekande 
toimumise tõenäosus. F -́faktoriga ülekandunult on transkonjugant F -́faktori koossei-
sus oleva kromosoomse geeni tõtt u osaline diploid (ingl. partial diploid), sisaldades ühe 
geenivariandi plasmiidist, teise kromosoomist. Seega, ristates F´thr+leu+-doonorrakke 
thr-leu--retsipientrakkudega, moodustuvad osalised diploidid – thr-leu-/F´thr+leu+-rakud. 
Need osalised diploidid on ebastabiilsed, sest F´-faktor võib rakkudest elimineeruda 
ning moodustada thr-leu--haploide. Stabiilsete thr+leu+-rekombinantide moodustumiseks 
peab toimuma rekombinatsioon F -́faktori ja bakterikromosoomi vahel. Bakteri geenide 
ülekannet F-faktori abil nimetatakse seksduktsiooniks (ingl. sexduction). Tänu seksdukt-
sioonile saab bakteripopulatsioonis kromosoomseid geene kiiresti levitada. Tegelikult 
toimubki seksduktsioon ulatuslikult selliste plasmiidide korral, mis sisaldavad lisaks kon-
jugatsioonilist ülekannet määravatele geenidele ka muid geene. 

1.4.5. Kolmefaktorilised ristamised
Bakteri lähestikuliste geenide kaardistamisel on vaja läbi viia kolmepunktilised ristami-
sed sarnaselt geenide järjestuse määramisega eukarüootidel. Põhimõte on samuti sama: 
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mida rohkem on vaja rekombinatsioonilisi akte kindla rekombinantse genotüübi moodus-
tumiseks, seda madalama sagedusega see sündmus toimub. Erisuseks on bakterite puhul 
see, et rekombinatsioonil osaleb ühelt poolt lineaarne doonori DNA-fragment ja teiselt 
poolt rõngasjas bakterikromosoom, s.t. rekombinatsioon leiab aset osalistel diploididel 
ning rekombinatsioonil peab toimuma vähemalt kaks krossingoverit. Kolmefaktoriliste 
konjugatsiooniliste ristamiste puhul on vaja tegelikult alati läbi viia kaks erisugust rista-
mist:

1) üksikmutantne doonor x kahekordselt mutantne retsipient;
2) kaksikmutantne doonor x ühekordselt mutantne retsipient.

Kui soovime järjestada kaht lähestikku asetsevat geeni b ja c, siis on vaja teada ka 
kolmandat punkti (geen a), mille suhtes me uuritavad geenid järjestame ja mis on uuri-
tavate geenide suhtes välismarkeriks (ingl. outside marker). Nende kolme geeni suhtes 
on kaks erinevat võimalikku järjestust: a – b – c või a – c – b. Viies läbi retsiprooksed 
ristamised (a+b+c x a-b-c+ ning a-b-c+ x a+b+c-), kus võrdleme a+b+c+-rekombinantide tekke-
sagedusi, saame eristada neid kaht juhtu. Nimelt, kui geenide järjestus on a – b – c, siis 
a+b+c+-rekombinantide tekkesagedus on retsiprooksetes ristamises sama, sest vastavate 
rekombinantide tekkeks on vaja mõlemal juhul kaks krossingoverit (jn. 17.20). Kui järjes-
tus on aga a – c – b, siis a+b+c+-rekombinantide tekkesagedus on retsiprooksetel ristamistel 
erinev, sest ühes ristamises peab toimuma kaks, teises retsiprookses ristamises aga neli 
krossingoverilist vahetust. 

Integreeritud F-faktor

cd b aval thr

leu

lacgalhis
ilv

E. coli Hfr H-
kromosoom

gal

his

ilv

E. coli Hfr H-
kromosoom

d

a b

c

thr

leu

lacval

Krossingover

d

b

c

a

leu

thr

F´thr leu

gal

his

lac

ilv

val

E. coli defektne 
kromosoom

Deletsioon

Joonis 17.19. F-faktori anomaalne väljatulek E. coli Hfr-kromosoomist. F -́faktor kannab kromosoomseid thr- 
ja leu-geene, mis asuvad F-faktori kromosoomse integratsioonisaidi kõrval. F -́faktor kannab seksduktsioonil 
thr- ja leu-geene üle kõrge sagedusega. 
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RISTAMINE  1

a+b+c- x a-b-c+

c-b+a+

c+b-a-

c- b+a+

c+ b-a-

b+a+ c+ b+a+ c+

RISTAMINE  2

a-b-c+ x a+b+c-

c+b-a-

c-b+a+

c+ b-a-

c- b+a+

b+a+ c+ b+a+ c+

Kahekordne
krossingover

Neljakordne
krossingover

Kahekordne
krossingover

Kahekordne
krossingover

Järjestus:
a – b – c

Järjestus:
a – b – c

Järjestus:
a – c – b

Järjestus:
a – c – b

Joonis 17.20. Lähedalasetsevate geenide järjestuse määramine kolmepunktilisel ristamisel. Geenide järjes-
tusel a – b – c on rekombinantide a+b+c+ tekkesagedus ristamistel 1 ja 2 samane. Geenide järjestusel a – c – b 
on rekombinantide a+b+c+ tekkesagedus ristamisel 1 väga palju kordi väiksem (neljakordne krossingover) kui 
ristamisel 2. Kahekordse krossingoveri sagedus võrdub kahe ühekordse krossingoveri sageduste korrutisega.

Meeldejätmiseks
• Plasmiidid on isereplitseeruvad ekstrakromosoomsed geneetilised elemendid.
• Episoomid replitseeruvad rakus autonoomselt või on integreerunud bakterikromosoomi.
• Konjugatsioonil toimub doonorbakteri DNA ülekanne retsipientbakterisse.
• Fertiilsusfaktori e. F-faktori geenid määravad konjugatsiooniprotsessi.
• F-faktori integratsioonil bakterikromosoomi moodustuvad Hfr-tüved.
• Hfr-tüved kannavad bakterikromosoomi üle ühesuunaliselt ja ajalises sõltuvuses konjugatsiooni kestu-

sest.
• E. coli kromosoomikaart on kalibreeritud minutites. 
• Lähedasi geene saab kaardistada kolmepunktilistel ristamistel.
• F-faktorid, mis sisaldavad kromosoomseid geene (F´-faktorid), kantakse F-faktorit mitteomavatesse 

rakkudesse üle seksduktsioonil. 

1.5. Transduktsioon
Transduktsiooni avastasid Norton Zinder ja Joshua Lederberg 1952. aastal. Nad said 
auksotroofsetest mutantidest, mis olid defektsed mitme erineva aminohappe biosün-
teesivõime suhtes, Salmonella typhimurium´i faagi P22 toimel prototroofseid kloone. 
Konjugatsiooni ja transformatsiooni võimalikkuse välistasid nad U-toru-katsega, kus 
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kahe erisuguse bakteritüve suspensioonid olid teineteisest eraldatud bakterifiltriga ja 
kus suspensioonile oli lisatud DNaas. Selgus, et geenide ülekanne saadi ka siis, kui auk-
sotroofset mutanti mõjutati prototroofse bakterikultuuri fi ltraadiga. Lisaks selgitati, et 
prototroofsust põhjustas faag P22, mis oli bakteri kromosoomist kaasa haaranud tunnuse 
komplementatsiooni (ingl. complementation) võimaldavad geenid. Sellist geneetilise 
informatsiooni ülekannet faagide abil nimetataksegi transduktsiooniks ja moodustunud 
rekombinanti transduktandiks (ingl. transductant). Faagi partikleid, mis sisaldavad pere-
meesraku DNA-d, nimetatakse transduktsioonilisteks partikliteks (ingl. transducing 
particles). 

Hilisemad uurimused selgitasid, et on kaht tüüpi transduktsiooni:
1) üldine transduktsioon (ingl. generalized transduction), kus faagi päisesse paki-

takse faagi teatud DNA-lõigu asemele peremeesraku juhuslik kromosoomilõik;
2) spetsialiseeritud transduktsioon (ingl. specializes transduction), kus faagi päi-

sesse pakitakse DNA-lõik, mis moodustus faagi DNA ja peremeesraku DNA 
vahelise kindlapunktilise rekombinatsiooniprotsessi tulemusel.

1.5.1. Üldine transduktsioon
Salmonella typhimurium´il toimub faag P22 ja Escherichia coli´l faag P1 vahendatud gee-
nide ülekanne üldise transduktsiooni mehhanismi alusel. Sel puhul toimub bakteri DNA 
pakkimine faagi päisesse juhuslikult ja madala sagedusega. Üldisel transduktsioonil 
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Joonis 17.21. Transdutseeriva faagi moodustumine. Faagi lambda normaalsel väljalõikamisel toimub att BP 
ja att  PB paardumine ja faag λ eraldumine saitspetsiifi lisel rekombinatsioonil. Faagi lambda anomaalsel välja-
lõikamisel ei toimu att BP ja att  PB paardumist ning rekombinatsioonil haaratakse faagi λ DNA koosseisu 
integreerunud faagist vasakul asuv gal-operon. Moodustub trandutseeriv partikkel λdgal.
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moodustub vaid 1–2% faagi partikleid, mis sisaldavad bakteriaalset DNA-d ja vaid 
1-2%-l juhtudest rekombineerub ülekantud bakteri DNA retsipientraku kromosoomiga 
Üldine transduktsiooniprotsess, mille toimumissagedus on 10-6, on küllalt ebaefektiivne. 

Seega on bakteri DNA-d sisaldavad faagid tänu faagi päise valkudele võimelised 
nakatama ja edasi transportima peremeesraku DNA uude rakku. Uues bakterirakus 
uusi faagiosakesi ei moodustu, sest faagis oli osa faagi geene asendunud ju hoopis pere-
meesraku DNA-ga. Vastavad faagid on järelikult defektsed (ingl. defective phages). Kui 
ülekandunud bakteri DNA-ga homoloogset rekombinatsiooni ei toimu, on rakk osaliselt 
diploidne. Seda nähtust nimetatakse abortiivseks transduktsiooniks (ingl. abortive 
transduction). Nimetatud juhul ei integreeru sissetunginud DNA kromosoomi ning ta ei 
saa ka replitseeruda koos kromosoomiga. Bakterirakkude jagunemisel jääb võõras DNA 
vaid ühte rakku, ei kandu rakkude jagunemisel edasi tütarrakkudesse ning loomulikult 
avaldub sellest DNA-st pärinev tunnus ülinõrgalt. 

1.5.2. Spetsialiseeritud transduktsioon
Spetsialiseeritud transduktsiooni korral pärinevad ülekantavad DNA-alad kromo-
soomi kindlast piirkonnast, mis külgnevad kromosoomi inserteerunud faagi genoomiga 
(jn. 17.21). Järelikult on sel juhul faagi päises faagi DNA ja mingi kindel lõik peremees-
raku DNA-st. Spetsialiseeritud tranduktsioon toimub mõõdukate faagide kaasabil, s.o. 
faagidel, kellel on profaagistaadium.
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Joonis 17.22. Rekombinatsioonilised sündmused E. coli gal--retsipientrakkude infektsioonil transdutsee-
riva λdgal+-faagiga. 1. Transdutseeriva faagi λdgal+ integratsioon attB-saiti põhjustab ebastabiilsete gal+/
gal- osaliste diploidide tekke. 2. Kahekordne krossingover kannab gal+-alleeli transdutseerivast faagist λdgal+-
kromosoomi, mille tulemusel tekivad stabiilsed gal+-transduktandid. 
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Spetsialiseeritud transduktsioon avastati E. coli lambdafaagil (λ-faag) (jn. 17.22). Lamb-
dafaag integreerub bakterikromosoomi sait-spetsiifilisel rekombinatsioonil 15 bp 
pikkuste faagi ja peremeesraku DNA homoloogsete järjestuste paardumisel nn. att -sai-
dis. Paarduvate alade nukleotiidne järjestus tuntakse ära faagi kodeeritud integraasi 
(int-geeni produkt) poolt. Integreerunud faagi DNA ja sellele vastava peremeesraku 
DNA ahela äratundmiseks on vaja ekstsisionaasi (ingl. excisionase) e. xis-geeni produkti. 
Nimetatud att -sait paikneb peremeesraku kromosoomis galaktoosi (gal) ja biotiini (bio) 
biosünteesi geenide vahel. Profaagi vabanemiseks kromosoomist on vajalik geenide int- ja 
xis-geeniproduktide koostoimeline avaldumine. Kui faag lambda profaagi ei lõigata välja 
täpselt, siis moodustuvad faagi geenide suhtes defektsed (lisatakse märge d) DNA-mole-
kulid, mis sisaldavad kas gal- või bio-geenidega faagi DNA-d. Vastavaid defektseid faagi 
partikleid nimetatakse dgal- või dbio-DNA-ks. Lüsogeensete rakkude lüüsumisel on ena-
mus faagi järglaskonnast lambdafaagi DNA-ga ning ca 1 partikkel 105–106 partiklist on 
defektne ja kannab kas gal- või bio-geene. Sellise lüsaadi kasutamisel on võimalik sedas-
tada galaktoosi ja biotiini biosünteesivõime ülekannet väga madala sagedusega. Seepärast 
nimetatakse vastavat lüsaati madalsageduslikuks transduktsiooni lüsaadiks (ingl. low-
fr equency transduction lysate) e. LFT-lüsaadiks (ingl. LFT lysate). 

Hübriidse faagi genoomi pikkus varieerub, moodustades 78–108% algse λ-faagi 
genoomi pikkusest. DNA pikkust limiteerib faagi kapsiidi ruumala, mis lubab mahutada 
36–51 kb DNA-d. Kui faagi DNA pakkimisel faagi päisesse lisandub faagi genoomi mingi 
kogus peremeesraku geene, siis kaotab faag omakorda osa geene ja muutub defektseks. 
Defektse λ-faagi korral moodustuvad:

1) λdgal, kus puuduvad faagi pea ja saba komponentide geenid ning faag ei lüüsi 
enam rakke;

2) λdbio, kus puuduvad int- ja xis-geenid, kuid faag on võimeline põhjustama lüüsi-
laike. 

Defektne λd saab integreeruda infitseeritud raku kromosoomi juhul, kui samas rakus 
on mittedefektne faag λ . Normaalne λ-faag integreerub ja moodustab kaks hübriid-
set (bakteri/faagi) att -saiti, millesse saab integreeruda defektse viiruse λd-DNA. Seega 
komplementeerib normaalne faag defektse faagi geene. Normaalset lambdafaagi nimeta-
takse siin abifaagiks (ingl. helper phage). Moodustunud λ-abifaagiga ja defektse λd-faagiga 
kromosoom on ebastabiilne transduktant (ingl. unstable transductant) kahel põhjusel:

1) λd-profaagi võib kromosoomist välja lõigata, millega rakk reverteerub tagasi alg-
sesse fenotüüpi;

2) transduktandis võib toimuda näiteks UV-kiirguse toimel profaagide induktsioon, 
kus moodustub mõlemat tüüpi (λ- ja λd-) faagiosakesi.

Ebastabiilsete transduktantide moodustatud lüsaat sisaldab 50% ulatuses normaal-
seid λ-faagi ja 50% ulatuses defektseid λd-faagi osakesi. Kui kasutada sellist lüsaati 
transduktsioonil, siis on transduktsioon väga sage, sest tervelt pooled faagiosakesed kan-
navad bakterigeeni (jn. 17.23). Seepärast nimetatakse vastavat lüsaati kõrgsageduslikuks 
transduktsiooni lüsaadiks (ingl. high fr equency transduction lysate) e. HFT-lüsaadiks, 
ingl. HFT lysate (jn. 17.23). Stabiilsed transduktandid moodustuvad juhul, kui defektse 
λd-faagi ja bakterikromosoomi vahel toimub krossingover. Krossingoveril asendatakse 
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mõlemad transdukteeritud DNA külgmised osad ning üks alleel asendub teisega 
(jn. 17.24). Sel juhul pole λ-faagi genoom enam kromosoomi inserteerunud ning pere-
meesbakter pole seepärast enam lüsogeenne. 

1.5.3. Geenide kaardistamine 
Üldisel transduktsioonil saadakse transformatsiooniga sarnast informatsiooni geenide 
aheldatuse kohta. Ka siin kehtib põhimõte, et mida lähemal üksteisele on geenid, seda 
kõrgem on nende rekombinatsiooni, antud juhul koosülekande e. kotransduktsiooni 
(ingl. cotransduction) sagedus. 

E. coli faag P1 moodustab üldist transduktsiooni läbiviivaid partikleid ja on sobiv 
bakterigeenide kaardistamiseks (jn. 17.24). Geenide kaardistamist selgitame konkreetse 
katsega. Vaatluse alla võeti kolm geeni: metsiktüüpi alleelid leu+, thr+ ja azir (leu = leut-
siin; thr = treoniin; azir = naatriumasiidiresistentsus). Transdutseerivaid faage kasutati 
leu- thr- azir-bakterite infi tseerimiseks. Kolmes erisuguses katseseerias uuriti erinevate 
selektiivsete markerite ülekannet ning mitt eselektiivsete markerite kotransduktsiooni. 
Esimeses seerias oli selektiivseks söötmeks leutsiini mitt esisaldav ja treoniini sisaldav 
sööde, kus kasvavad leu+-bakterid. Leutsiinil kasvanud kolooniate testimine selektiiv-
söötmetel mitteselektiivsete markerite suhtes näitas, et 50%-l juhtudest oli toimunud 
azir ja 2%-l juhtudest thr+ kotransduktsioon. See annab geenide võimalikuks järjestuseks 
leu – azi – thr või azi – leu – thr. Teises katseseerias oli selektiivseks markeriks thr+, kus 
vastavatel rekombinantidel sedastati mitt eselektiivsetest markeritest 3%-l juhtudest leu+ ja 
0%-l azir kotransduktsioon. Seega on leu lähemal thr-le kui azi-le ja geenide õige järjekord 
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Joonis 17.23. Faag lambda kõrge transduktsioonisagedusega Hft -lüsaadi tekkimine.
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on azi – leu – the. Kolmandas, kontrollkatses, kus selekteeriti leu+, thr+ transduktante, ei 
saadud nende seas mitt e ühtegi azir transduktanti, sest azi-geen ei asu geenide leu ja thr 
vahel. 

Spetsialiseeritud transduktsioonil saab kaardistada vaid bakterikromosoomis faagi 
integratsioonisaidiga külgnevaid geene, mistõtt u kaardistatavate geenide arv on piiratud.

Bakterite nakatamisel faagiga võivad nakatunud bakteris avalduda ka uued tunnused, 
mis ilmnevad faagi genoomi ja bakterikromosoomi geenide koostoimes. Näiteks enamik 
bakterite virulentsusgeene on kodeeritud esmajärjekorras just mobiilsete geneetiliste ele-
mentide (plasmiidid, transposoonid, faagid) poolt, kuid ainult üksi pole nad võimelised 
virulentsust põhjustama. Teisalt, nende elementide puudumisel on Shigella, Salmonella, 
E. coli, Staphylococcus’e ja Clostridium’i bakteritüved avirulentsed või nõrgalt virulentsed. 
Koostoimes mobiilsete elementidega on aga samad bakteritüved tugevalt virulentsed. Ka 
dift eeria-, koolera-, botulismi- ja teetanusetoksiinide produktsioon on määratud mõõdu-
kate faagide kaastoimel. 

1. Dift eeriatoksiin. 
Corynebacterium diphtheriae patogeensus on seotud faag β kodeeritud tox-geeni 
avaldumisega. Vastav valk on 58 kD suurune ning juba selle 1 molekul põhjustab 
eukarüootse raku hukkumise. Fe-rikkas söötmes on bakteriaalne repressor DtxR 
seotud tox-geeni operaatorialaga ning seetõtt u on geeni transkriptsioon takista-
tud.

2. Kooleratoksiin.
Kooleratoksiini A ja B alaüksused on kodeeritud Vibrio cholerae faagi CTXΦ 
geenide ctxA ja ctxB poolt. Virulentsete tüvede kromosoomis võivad nimetatud 
geenid sageli esineda tandeemsete kordustena. 
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Joonis 17.24. Geenide järjekorra määramine kotransduktsioonil (üldine transduktsioon) Escherichia coli 
faagil P1. thr – treoniin; leu – leutsiin; azi – naatriumasiid; „r” – resistentsus. Markerid azi ja thr on liiga kaugel 
teineteisest, et nad saaksid kotransduktsioonil üle kanduda. Mida lähemal geenid teineteisele asuvad, seda 
suurem on nende kotransduktsiooni sagedus. 
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3. Botulismi- ja teetanustoksiinid.
Botulismitoksiini produtseerivad Clostridium botulinum´i ja teetanustoksiini 
Clostridium tetani tüved. Mõlemad on neurotoksiinid ja letaalse toimega.

Meeldejätmiseks
• Transduktsioonil kantakse viiruse abil geene ühest bakterirakust teise.
• Üldisel transduktsioonil kannab faag üle suvalist bakterikromosoomi fragmenti.
• Spetsialiseeritud transduktsioonil integreerub faag kromosoomi kindlasse punkti ning kannab edasi vaid 

neid geene, mis asuvad insertsioonisaidi naabruses. 
• Bakterigeenide kaardistamiseks kasutatakse üldist transduktsiooni.
• Mida lähemal teineteisele kaks geeni asuvad, seda suurem on nende kotransduktsiooni tõenäosus. 


