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Radiotolerant microorganisms - characterization of selected species and their potential usage

Abstract: Tonizing radiation damages DNA, proteins and lipids in cells in a direct (10-20% DNA damage) and indirect manner (80-90%)
- causing water radiolysis and a redox potential increase (oxido-reductive stress). For instance, hydrogen peroxide and ozone are
generated. Hydroxyl radical (OH') is the most reactive and harmful reactive oxygen species (ROS). Radiotolerant microorganisms are
extremophilic microbiota, sustaining high doses of radiation in a vegetative state. One of the most resistant and extensively studied species
is Deinococcus radiodurans. This bacterium can reconstitute its genome shattered to dozens of fragments (double strand breaks) as a result
of the exposure to radiation or dessication. Other examples include: bacteria: Acinetobacter radioresistens, Rubrobacter radiotolerans,
Kineococcus radiotolerans, Ralstonia sp. and Burkholderia sp. (living in biofilm communities from spent fuel pools); archaea: Thermococcus
gammatolerans; diverse microscopic, often melanized, presumably radiotropic fungi, e.g. Cladosporium spp., from the surrounding of the
destroyed Chernobyl power plant. Many of such organisms can be found in desert areas as they are dehydratation-tolerant. Radioresistant
species can be potentially utilized for bioremediation of radioactive environment contamination and for nuclear waste management
(e.g. bioprecipitation, biosorption, bioaccumulation of uranium or other radioisotopes). For example, diverse molds isolated from the
Chernobyl region can be used for mycoremediation due to their ability to decompose contaminated organic matter, adsorb, converse into
a soluble form and accumulate radionuclides (e.g. caesium 137).

1. Introduction. 1.1. Radiation and its effect on organisms. 1.2. Radiotolerant microorganism — definition, theories about their origin,

radioresistance. 2. Description of selected radiotolerant species 2.1. Bacteria. 2.2. Archaea. 2.3. Microfungi. 3. Summary
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1. Wprowadzenie

1.1. Promieniowanie oraz jego wplyw
na organizmy zywe

Promieniowanie mozna zdefiniowac¢ jako strumien
czastek lub fal elektromagnetycznych emitowanych
przez cialo fizyczne. Jest forma przekazywania energii.
Najbardziej szkodliwe dla organizmdw jest promie-
niowanie jonizujace i UV (ultrafioletowe). Promienio-
wanie jonizujace powoduje jonizacje materii poprzez
wybicie elektronéw lub zjawisko Comptona. Wyrdz-
niamy np. wysoce przenikliwe promieniowanie X (rtg
- rentgenowskie) i y oraz stabo przenikliwe promienio-
wanie a (strumien jader helu) i B (strumien elektrondw
lub pozytondéw) [13, 46].

Promieniowanie wykazuje wlasciwosci mutagenne.
Uszkadza DNA, bialka i lipidy w komérkach na drodze
bezposredniego oddzialywania (teoria tarczy) oraz na
drodze stresu oksydacyjnego — w tym poprzez radiolize

wody. Bezposredniemu oddzialywaniu przypisuje sie
zaledwie ok. 10-20% uszkodzenn DNA [7, 12, 18, 46,
54]. Za stres oksydacyjny - nadmierny wzrost poten-
cjalu oksydoredukcyjnego — odpowiadajg (wolne) rod-
niki i reaktywne formy tlenu (ROS - reactive oxygen
species). Wolne rodniki to silnie reaktywne atomy lub
czasteczki zawierajace niesparowane elektrony. Nato-
miast do ROS, powstajacych m.in. na skutek radiolizy
wody, zalicza si¢ rodniki, jak np. aniorodnik ponad-
tlenkowy (O,-), rodnik hydroksylowy (HO-, silnie
reaktywny), rowniez niebedace rodnikami nadtlenki
(np. nadtlenek wodoru - H,0,), tlen singletowy ('O,)
i ozon (O,, tritlen).

Nadtlenek wodoru latwo ulega rozpadowi na
wode oraz na silnie reaktywny tlen atomowy (in statu
nascendi — w trakcie tworzenia). Ponadto z jonami
Fe** w reakcji Fentona tworzy rodnik hydroksylowy:
H,0,+Fe**>OH +OH'+ Fe’*. ROS s3 naturalnym
produktem metabolizmu w komoérkach, np. oddycha-
nia tlenowego [4, 12, 18, 38, 39, 55, 59].

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Ogélnej, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, ul. Bana-
cha 12/16, 90-231 L4dz; tel. 42 6354469; e-mail: matusiak@acer.biol.uni.lodz.pl
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Ekspozycja organizmu na promieniowanie jonizu-
jace skutkuje m.in. modyfikacja zasad azotowych oraz
blednym podstawianiem zasad w DNA, depurynacja
DNA, pekaniem wigzan fosfodiestrowych w DNA
(SSBs — single-strand breaks i DSBs - double-strand
breaks, odpowiednio jedno- i dwuniciowe peknigcia);
ponadto: delecja (utratg) fragmentéw kwasow nukle-
inowych, tworzeniem wigzan krzyzowych w DNA oraz
miedzy DNA a biatkami [16, 33, 58]. Dwuniciowe pek-
niecia DNA, z uwagi na brak matrycy do naprawy, sa
trudno-odwracalne i silnie letalne. Moga powsta¢ np.
gdy wystapia obok siebie, na przeciwleglych niciach
DNA, dwa SSBs i zajdzie proces wyciecia zasad (BER
— base excision repair) [12, 20, 33, 37, 40, 49]. Za dawke
sterylizujaca promieniowania jonizujacego przyjmuje
sie 10-30kGy (8 lub 9 Gy $miertelne dla czltowieka)
[4, 6, 46]. Grej (Gy) jest jednostkg dawki pochlonigtej
w uklfadzie SI réwna 1 J/kg.

Efekt biologiczny oraz wrazliwos¢ mikroorganizmu
na radiacje¢ zaleza m.in. od rodzaju promieniowania,
jego natezenia, czasu ekspozycji, gatunku czy szczepu
drobnoustroju, jego fazy wzrostu, stanu metabolicz-
nego; takze od podioza hodowlanego, warunkéw $ro-
dowiskowych (np. czy te warunki s3 optymalne dla
organizmu). W fazie stacjonarnej wzrostu drobno-
ustroje sg zwykle bardziej oporne na radiacje - z wyjat-
kiem Halobacterium sp. [20, 33].

1.2. Drobnoustroje radiotolerancyjne - definicja,
teorie na temat pochodzenia, opornosc na
promieniowanie

Drobnoustroje radiotolerancyjne mozna zdefinio-
wad, jako organizmy prokariotyczne - niebedace w for-
mie przetrwalnej (spoczynkowej) — zdolne do prze-
trwania wysokiej dawki promieniowania jonizujacego,
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w praktyce przyjetej, jako wiekszej niz 1 kGy [50]. Defi-
nicja ta nie obejmuje grzybow, ktore sg organizmami
eukariotycznymi. W pismiennictwie polskim rzadko
stosuje si¢ stosuje pojecia ,,drobnoustro6j radiooporny”
lub ,radiofilny” Ceche radioopornosci przypisano
wielu poznanym mikroorganizmom, ktdre zaklasyfi-
kowano do domen Bacteria (bakterie), Archaea (arche-
ony) i Eukarya (eukarionty). Przykltadowo dawka D10
promieniowania, czyli redukujaca o 90% liczbe zywych
komorek (LD, - lethal dose 90%) dla $redniowrazli-
wych szczepdw Escherichia coli wynosi 0,25 kGy [33].
Generalnie uwaza sie, ze bakterie Gram-dodatnie (np.
Bacillus sp.) sa mniej wrazliwe na radiacje niz Gram-
-ujemne; takze spory (przetrwalniki) bakterii wykazuja
wysoka opornos$¢ (dawka D10 3-4kGy) [9]. Poréw-
nywanie dostepnych danych odnos$nie do radioopor-
noséci drobnoustrojéw stwarza problemy, ze wzgledu
na odmienne warunki przeprowadzania dos§wiadczen
przez roznych badaczy, np. uzyty typ promieniowania,
zrodlo, natezenie, czas ekspozycji, medium hodow-
lane, gestos¢ hodowli, a takze ze wzgledu na postugi-
wanie si¢ roznymi jednostkami pomiaru. Organizmy
radiooporne mozna zaliczy¢ do ekstremofili - toleru-
jacych lub wymagajacych skrajnych warunkéw srodo-
wiskowych do zycia. Przykladami poliekstremofili sa
Deinococcus radiodurans (oporny na promieniowanie
i wysuszenie), Thermococcus gammatolerans (oporny na
radiacje i wysoka temperature), Chroococcidiopsis spp.
(oporny na promieniowanie, dehydratacje, niska tem-
perature i rozmrazanie) [5, 8, 30, 54]. Drobnoustroje
zyjace w skrajnych warunkach $rodowiskowych, w tym
organizmy tolerancyjne wzgledem promieniowania,
znajduja si¢ w polu zainteresowan zwolennikéw teorii
panspermii, ktora glosi, ze zycie na Ziemi ma pocho-
dzenie kosmiczne [5, 42]. Interdyscyplinarng nauka
zajmujaca sie¢ wplywem promieniowania na organizmy
jest radiobiologia.

Zastosowane skroty:

BER - base excision repair, naprawa przez wycinanie zasad,
BIR - break-induced replication, replikacja indukowana
peknieciem,

DPS - DNA-binding protein from starved cells, biatko wigzace
DNA pochodzace od glodzonych komorek,

DSBs - double-strand breaks, dwuniciowe pekniecia,

DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, niemiecka
kolekcja mikroorganizmow,

ECM - extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa,

EPS - extracellular polymeric substances, zewnatrzkomoérkowe
polimery,

ESDSA - extended synthesis-dependent strand annealing, taczenie
nici zalezne od rozszerzonej syntezy,

HGT - horyzontal gene transfer, horyzontalny transfer genow,

IS — insertion sequence, sekwencja insercyjna,

ISS - international space station, miedzynarodowa stacja
kosmiczna,

NER - nucleotide excision repair, naprawa przez wycinanie
nukleotydow,

NHEJ] - non-homologous end joining, taczenie niehomologicznych
koncow,

LD — lethal dose 90%, dawka $miertelna 90%,

phoK - alkaline phosphatase, fosfataza alkaliczna,
phoN - non-specific acid phosphatase, niespecyficzna fosfataza

kwasna,
pz - para zasad,
ROS - reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu,
R, rtg - rentgen,
SOD - superoxide dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa,
SSA - single-strand annealing, jednoniciowe parowanie,
SSBs - single-strand breaks, jednoniciowe peknigcia,

ssDNA - single-strand DNA, jednoniciowe DNA,

TCA - tricarboxylic acid cycle, cykl kwaséw trikarboksylowych,
cykl Krebsa,

uv — ultraviolet, ultrafiolet,

VBNC - viable but not culturable, zywe ale nie hodowalne.
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Opornos¢ na promieniowanie moze by¢ cechg ty-
powa dla danego gatunku (np. jak w przypadku
D. radiodurans) lub moze dotyczy¢ niektorych szcze-
poéw w obrebie gatunku. Organizmy w $rodowisku
pochfaniajg rocznie zazwyczaj nieduzg dawke pro-
mieniowania réwna ok. 2,4 mSv/rok [4]. Ekspozycja
na 2-10Sv w krotkim czasie u cztowieka powoduje
powazng chorobe lub $mier¢ [64]. Radiacja moze mie¢
zrédlo naturalne - kosmiczne (korpuskularne i elek-
tromagnetyczne), takze jest emitowana od zt6z pro-
mieniotwdrczych, np. uranu. Promieniowanie moze
mie¢ tez pochodzenie antropogeniczne, np. od broni
i energetyki jadrowej, przemystu, odpadéw medycz-
nych. Przypuszcza sig, ze fenotyp z cechg opornosci na
promieniowanie maogl pojawic si¢ w ewolucji posred-
nio, jako efekt uboczny mechanizméw komérkowych
chronigcych przed innymi typami stresu srodowisko-
wego. Przyktadowo odwodnienie komorki, podobnie
jak promieniowanie, powoduje dwuniciowe pekniecia
w kwasie deoksyrybonukleinowym. Bakteria D. radio-
durans cechuje si¢ bardzo wysoka opornoscig na pro-
mieniowanie jak i na dehydratacje (wystepuje np. w gle-
bach pustynnych). Szczepy tego gatunku wrazliwe na
desykacje traca rowniez opornos¢ na radiacje [19, 23,
28, 33, 37,42, 44, 47, 50, 60]. Podobnie cyjanobakterie
Chroococcidiopsis spp. toleruja wysokie dawki promie-
niowania i dehydratacje [5, 8]. Jednakze teoria faczaca
opornos¢ na radiacje z malg wrazliwoscig na odwod-
nienie poddawana jest w watpliwo$¢ przez czes¢ bada-
czy, jako niedostatecznie potwierdzona. Przykladowo
zaobserwowano, Ze tolerancja na radiacje u badanych
termofilnych archeondw, byla zblizona u szczepéw
opornych jak i wrazliwych na desykacje [50]. Podobnie
jak dehydratacja, wysoka temperatura uszkadza DNA.
Powoduje hydrolityczng depurynacje DNA, deaminacje
aminokwasow, SSBs i DSBs. Niektére hipertermofile
jak np. T. gammatolerans, cechuja sie¢ opornoscig na
promieniowanie. Przypuszcza si¢ wiec, ze tolerancja
na radiacje moze by¢ efektem ubocznym adaptacji do
wysokich temperatur, aczkolwiek ta teza réwniez jest
kwestionowana [12, 20, 58]. Roéliny w odpowiedzi na
infekcje grzybicze wytwarzaja ROS, ktére dzialaja prze-
ciwdrobnoustrojowo [29]. Wywiera to prawdopodobnie
presje selekcyjna, faworyzujaca szczepy lepiej znoszace
stres oksydacyjny i po$rednio bardziej oporne na pro-
mieniowanie. Przypuszczalnie fenotyp z cecha opor-
nosci na promieniowanie powstal na drodze ewolucji
niezaleznie u réznych grup drobnoustrojow (zjawisko
konwergencji), ale niewykluczone réwniez, ze pochodzi
od wspolnych przodkéw z dawnych epok geologicznych
[13, 50]. Bakterie nabywaja réwniez geny opornosci
na czynniki stresu $rodowiskowego na drodze hory-
zontalnego transferu genéw (HGT - horyzontal gene
transfer). Przyktadowo D. radiodurans tatwo ulega natu-
ralnej (w srodowisku) jak i sztucznej (w laboratorium)
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transformacji genetycznej oraz charakteryzuje sie chi-
merycznym genomemn, tj. zawierajacym wiele sekwencji
pochodzacych od innych organizméw (np. kodujacych
opornos¢ na desykacje) [37]. Ekspozycja organizmu na
promieniowanie moze indukowa¢ tolerancje u drob-
noustrojow oraz selekcjonowac szczepy radiooporne
- czesto wytwarzajace barwniki o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, np. melanine. Taka sytuacja miala
miejsce np. w regionie uszkodzonej elektrowni jadrowej
w Czarnobylu na Ukrainie (po awarii w 1986r.) [7].
Metodami laboratoryjnymi udalo si¢ wyselekcjono-
wac szczepy E. coli o nadzwyczajnie duzej opornosci
na promieniowanie. Takie szczepy uzyskano na drodze
wielokrotnych ekspozycji na wzrastajace dawki promie-
niowania jonizujgcego [12, 42].

Rozrdznia sie cztery podstawowe strategie prze-
trwania drobnoustrojéw w odpowiedzi na niekorzystne
czynniki §rodowiskowe: 1) dzialania majace na celu
kompensowanie szkodliwego wplywu srodowiska na
komorke - np. modyfikacja metabolizmu, wykorzy-
stywanie alternatywnych szlakéw metabolicznych,
2) wytwarzanie form przetrwalnikowych (egzo- i endo-
spor), 3) dzialania majace na celu ochrone komoérek
przed stresem $rodowiskowym - np. formowanie oto-
czek czy biofilmu, 4) naprawa powstalych uszkodzen
w komorce — np. naprawa DNA, hydroliza zdegrado-
wanych bialek [28].

U kazdego mikroorganizmu wystepuje, co naj-
mniej kilka podstawowych mechanizmoéw, srodkéw
zaradczych, chronigcych komérki przed stresem oksy-
dacyjnym, przed uszkodzeniem DNA i biatek oraz
usuwajacych juz powstate defekty w DNA czy elimi-
nujace uszkodzone bialka. Sg to np.: aktywacja biatek
szoku na dany czynnik stresogenny (w tym odpowiedz
SOS u prokariontéw na powazne uszkodzenie DNA
- jak powstanie ssDNA), katalaza (oksydoreduktaza
rozktadajaca nadtlenek wodoru: 2H,0,-2H,0+0,),
peroksydaza (oksydoreduktaza rozkladajagca nad-
tlenek wodoru jednoczesnie utleniajac inny sub-
strat), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD - superoxide
dismutase, unieczynnia aniorodnik ponadtlenkowy:
20,-+2H">H,0,+0,); ponadto: wycinanie uszko-
dzonych zasad w DNA (BER), wycinanie uszkodzonych
nukleotydéw (NER - nucleotide excision repair); row-
niez: naprawa rekombinacyjna, taczenie niehomolo-
gicznych zakonczen w DNA (NHE] - non-homologous
end joining). Rekombinacja homologiczna oraz NHE]
biorg udzial w usuwaniu DSBs u Prokaryota i Eukary-
ota. Pierwszy mechanizm wymaga dwoch kopii DNA
do naprawy, jednakze jest mniej podatny na bledy niz
NHE] (12, 16, 23, 25, 37, 38, 46, 51, 60, 65]. Wiekszos¢
gatunkéw drobnoustrojow (prokariotycznych i euka-
riotycznych) jest w stanie naprawic¢ najwyzej kilka, kil-
kanascie DSBs DNA. Dla poréwnania D. radiodurans
przywraca integralnos¢ DNA, w ktérym miafo miejsce
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ok. 200 lub wg innych zrédet ok. 100 dwuniciowych
peknie¢ DNA na chromosom (i jeszcze wiecej SSBs)
[12, 37, 40, 49]. Przed wolnymi rodnikami chronig
komorki takze takie przeciwutleniacze, jak np. barw-
niki karotenoidowe, melanina, flawonoidy, kwas askor-
binowy (witamina C), tokoferole (witamina E), retino-
idy (witamina A). Wydaja sie by¢ zgodne z powyzszym
obserwacje, ze wiele grzybow wyizolowanych z okolic
uszkodzonej elektrowni w Czarnobylu wytwarza mela-
ning (np. Cladosporium sphaerospermum), a D. radio-
durans produkuje czerwony barwnik karotenoidowy.
Ponadto zaréwno w przypadku grzybéw jak i D. radio-
durans szczepy bezbarwne sg bardziej wrazliwe na pro-
mieniowanie [7, 15, 16, 38, 54, 55]. Przypuszcza sig,
ze male stezenie jonéw zelaza, a wysokie jonéw man-
ganu, chroni komdrke przed stresem oksydacyjnym.
Mn** w kompleksach z réznymi zwigzkami inakty-
wuje rozne typy ROS. Czesto drobnoustroje radioto-
lerancyjne maja w komorkach wyzszy stosunek stezen
Mn?** do Fe**, w poréwnaniu z gatunkami wrazliwymi
na radiacje. Wyjatkiem sg sztucznie wyselekcjonowane
szczepy E. coli oporne na promieniowanie, u ktérych
wspomniany stosunek stezen jondéw przyjmuje prze-
cietne wartosci. D. radiodurans przy ograniczonym
stezeniu manganu w medium hodowlanym wykazuje
obnizong tolerancje na promieniowanie. Pyrococcus
furiosus po ekspozycji na radiacje intensyfikuje eks-
presje ferrytynowego biatka DPS-podobnego (DNA-
-binding protein from starved cells). Biatko to chelatuje
(wiaze) jony zelaza, aby ograniczy¢ powstawanie rod-
nika hydroksylowego w reakcji Fentona [3, 12, 13, 18,
21, 29, 38, 41, 55]. Nie tylko uszkodzenie DNA powo-
duje powazne skutki dla komoérki. Wazne znaczenie ma
réwniez uszkodzenie biatek, odpowiedzialnych m.in.
za replikacje kwasu deoksyrybonukleinowego i jego
naprawe, transkrypcje, translacje oraz inne procesy
metaboliczne komorki [18, 31].

2. Opis wybranych organizmoéw radiotolerancyjnych
2.1. Bakterie

Bakterie z rodzaju Deinococcus to glebowe ziarniaki
lub pateczki, zwykle barwigce si¢ Gram-dodatnio (jed-
nakze $ciana komorkowa jest o atypowej budowie).
Optymalna temperatura do wzrostu poszczegdlnych
gatunkow miesci si¢ w zakresie 9-50°C [1]. Wiele bak-
terii z rodzaju Deinococcus charakteryzuje si¢ wysoka
opornoscig na promieniowanie jonizujace. Przykladowo
sa to gatunki: D. radiodurans, D. radiophilus, D. desertii,
D. grandis, D. geothermalis, D. murrayi, D. proteolyticus
[17, 56, 59]; czes¢ wystepuje w glebach pustynnych i
jest oporna na dehydratacje, np.: D. desertii, D. gobien-
sis, D. xinjiangensis, D. radiodurans [28, 56]. D. geother-

malis i D. murrayi to gatunki termofilne [13, 17, 37, 41].
Gatunki wrazliwe na promieniowanie to np.: D. altitu-
dinis, D. claudonis, D. radiomollis [12].

Deinococcus radiodurans to jedna z najbardziej opor-
nych (z poznanych) na promieniowanie bakterii; réw-
niez najlepiej zbadana pod wzgledem radioopornosci.
Drobnoustroj ten przezywa ekspozycj¢ na dawke pro-
mieniowania 10-15 kGy [2]; wedtug niektorych Zrodet
nawet 25 kGy - podobnie jak Rubrobacter radiotolerans
[4]. Do dawki 5kGy nie obserwuje si¢ u wigkszosci
komorek w populacji utraty zywotnosci [13]. Dawke
D10 (LD,,) promieniowania jonizujacego oszacowano
na 10kGy [33]. D.radiodurans to kosmopolityczna
- wystepuje np. w glebie, mezofilna, nieprzetrwalni-
kujaca, nieruchliwa, niepatogenna oraz bezwzglednie
tlenowa bakteria; wytwarza czerwony barwnik karo-
tenoidowy — deinoksantyne. Po raz pierwszy zostala
wyizolowana w 1956 r. w USA z puszkowanego migsa
poddanego sterylizacji radiacyjnej. D. radiodurans
cechuje sie réwniez opornoscig na wysuszenie, stres
oksydacyjny i chemiczne czynniki mutagenne. Opor-
no$¢ na radiacje by¢ moze jest posrednim skutkiem
tolerancji na odwodnienie, ktore réwniez powoduje
uszkodzenia DNA. Komorki sa morfologii kulistej, uto-
zone w tetrady. Szesciowarstwowa $ciana komdrkowa
przypomina budowe bakterii Gram-ujemnych. W bto-
nie komoérkowej obecne sg nietypowe wzgledem innych
bakterii fosfolipidy oraz kwasy tluszczowe. Bakteria ta
wytwarza otoczke obejmujacg grupe kilku komorek [13,
17,37, 39, 40, 41, 47, 49, 57, 60].

Toroidalny (w ksztalcie pierscienia), silnie skonden-
sowany oraz podatny na manipulacje genetyczne genom
D. radiodurans (szczep R1) - obejmuje dwa koliste
chromosomy (2,65Mpz i 0,412 Mpz), kolisty mega-
plazmid (0,177 Mpz) oraz kolisty plazmid (46 kpz).
Prawdopodobnie wiele genéw, kodujacych np. czyn-
niki opornosci na stres srodowiskowy — w tym na dehy-
dratacje, bakteria ta nabyla na drodze horyzontalnego
transferu genéw od réznych grup organizméw — np.
archeonoéw, bakterii, roslin. W genomie wystepuje duzo
sekwencji insercyjnych (IS - insertion sequence). Pro-
centowa zawarto$¢ par GC w DNA wynosi 66,6% [12,
13,23, 37, 40, 47, 49, 50, 57, 60].

Mechanizmy opornosci D. radiodurans na promie-
niowanie nie sg jeszcze w pelni poznane. U bakterii tej
wystepuja: silnie skondensowany genom w od 4 (faza
stacjonarna) do 10 (faza logarytmicznego wzrostu)
kopiach (by¢ moze zapobiega to dyfuzji uszkodzonych
fragmentéw DNA oraz utrudnia dostep czynnikow
uszkadzajacych do DNA), wysoki wspolczynnik Fe?*/
Mn?*, bialko DPS-podobne (wiaze Fe** oraz odgrywa
role w kondensacji DNA); ponadto: ztozona, wielo-
warstwowa §$ciana komorkowa (prawdopodobnie
wlasciwosci ochronne), katalaza, SOD, peroksydazy,
deinoksantyna (przeciwutleniacz), liczne glikozydazy
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i hydrolazy Nudix (usuwajace oksydacyjne uszkodzenia
DNA), odpowiedz SOS. Réwniez role w opornosci na
promieniowanie mogg odgrywac: liczne proteazy (roz-
kfadajace uszkodzone bialka), szybka resynteza biatek
chaperonowych (opiekuniczych) oraz biatek cyklu TCA
(tricarboxylic acid cycle) po napromieniowaniu, mecha-
nizm usuwania uszkodzonych nukleotydéw z komorki
(zapobiega ponownemu wlaczeniu do DNA). Obecno$é
wielu kopii genomu niekoniecznie nadaje oporno$¢ na
promieniowanie. Przyktadowo u E. coli oraz Azotobac-
ter vinelandii moze wystepowac odpowiednio 5-18 oraz
ponad 100 kopii genomu w komorce, co nie czyni tych
bakterii tolerancyjnymi na radiacje. Jednakze mecha-
nizm rekombinacji homologicznej do naprawy DSBs
wymaga wiecej niz jednej kopii genomu. Odnosnie
ochronnego dzialania barwnikéw w komoérce — zaob-
serwowano, ze deinoksantyna D. radiodurans wydaj-
niej inaktywuje ROS (rodnik hydroksylowy, tlen sin-
gletowy, H O,) niz likopen i B-karoten - karoteny czy
zeaksantyna i luteina — ksantofile. Bezbarwne szczepy
D. radiodurans cechuja sie¢ wieksza wrazliwoscia na pro-
mieniowanie. Zmniejszenie ilosci manganu w pozywce
zwieksza ok. 1000-krotnie wrazliwo$¢ D. radiodurans
na promieniowanie. Jony manganu by¢ moze ulatwiaja
kondensacje DNA, neutralizujac ujemnie natadowane
grupy fosforanowe w nukleotydach, co pozwala na zbli-
zenie helis. Znaczenie systemu SOS nie jest do konca
poznane. Nie wykryto polimeraz SOS podatnych na
bledy. U D. radiodurans nie zaobserwowano nowych,
nieznanych wcze$niej nauce mechanizméw naprawy
DNA. Omawiana bakteria prawdopodobnie dyspo-
nuje podobnymi, lecz moze o wyzszej skutecznosci,
mechanizmami naprawy kwasu deoksyrybonukleino-
wego, ktore wystepuja u innych mikroorganizméw.
D. radiodurans jest w stanie w ciagu kilku, kilkunastu
godzin przywréci¢ (bez utrwalenia mutacji) integral-
nos¢ genomu, w ktérym powstato ok. 200 lub 100 dwu-
niciowych peknie¢ DNA na chromosom i jeszcze wigcej
jedno-niciowych peknieé. Wiekszo$¢ drobnoustrojow
jest w stanie naprawi¢ najwyzej kilka-kilkanascie DSBs.
Gléwng przyczyna duzej opornosci D. radiodurans na
radiacje zdaje si¢ by¢ nie tyle zapobieganie degrada-
cji DNA, ale szybka i skuteczna zdolnos¢ usuwania
powaznych uszkodzen w genomie. Zaproponowano
kilka mechanizméw, ktére moga przywracac integral-
nos$¢ genomu D. radiodurans po ekspozycji na radiacje
i wystapieniu DSBs. S3 to:

« rekombinacja homologiczna: wg modelu Holli-
daya, ESDSA (extended synthesis-dependent strand
annealing), SSA (single-strand annealing, moze
prowadzi¢ do mutacji), BIR (break-induced repli-
cation), copy choice,

o NHE] (moze prowadzi¢ do mutacji).

Zdaniem badaczy najbardziej prawdopodobny jest

mechanizm ESDSA. Istotnym biatkiem biorgcym udzial
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w naprawie DNA - rekombinacji homologicznej, jest
RecA. Mutanty D. radiodurans pozbawione tego biatka
cechujg sie bardzo duzg wrazliwo$cig na promieniowa-
nie. Poza ESDSA role w naprawie chromosomu bak-
teryjnego (genoforu) moga odgrywa¢ inne mechani-
zmy, np. BIR, NHE]. Zaobserwowano, ze RecA-zalezna
naprawa genomu dominuje u omawianej bakterii
dopiero kilka godzin po ekspozycji na promieniowanie
(13, 14, 18, 23, 31, 37, 40, 47, 49, 51, 54-56, 60].

D. radiodurans moze by¢ wykorzystany np. do biore-
mediacji (usuwania) odpadéw radioaktywnych z wod.
Zrekombinowane genetycznie szczepy omawianej
bakterii, wyposazone w phoK (fosfataza alkaliczna)
lub phoN (niespecyficzna fosfataza kwasna), precy-
pituja za pomoca jonéw fosforanowych uran (adsor-
bowany réwniez na powierzchni komdrek). Opornosé
D. radiodurans na promieniowanie nie oznacza pelnej
tolerancji wzgledem radioizotopéw. Istotna jest réw-
niez toksyczno$¢ chemiczna metali cigzkich, na ktdre
wrazliwy jest omawiany drobnoustroj (staba tolerancja
wzgledem [UO,]**). Inna, potencjalna mozliwo$¢ zasto-
sowania D. radiodurans obejmuje kontrole skutecznosci
sterylizacji radiacyjnej — np. preparatéw medycznych,
odpadéw biologicznych (2, 34, 35, 52].

Rubrobacter radiotolerans to Gram-dodatni, nieurze-
siony, nieprzetrwalnikujacy, tlenowy, halotolerancyjny,
umiarkowanie termofilny gatunek promieniowca (Acti-
nobacteria). Starsza nazwa tej bakterii to Arthrobacter
radiotolerans. Komorki przyjmuja ksztalt pleomorficz-
nych pateczek. Kolonie na podlozu staltym cechuja si¢
rézowa barwg ze wzgledu na karotenoidowy barwnik
(bakterioruberyna). R. radiotolerans charakteryzuje si¢
bardzo duza opornoscia na radiacje (zblizony poziom
do D. radiodurans). Mechanizmy opornos$ci na promie-
niowanie sg stabo poznane. Ochronnie dzialajg m.in.
karotenoidowy barwnik, SOD, katalaza. U gatunku
tego wystepuje kolisty chromosom (2,88 Mpz) oraz trzy
koliste plazmidy (190,9 kpz, 149,8 kpz, 51 kpz). Procen-
towa zawartos$¢ par GC w DNA wynosi 66,91% — szczep
RSPS-4 [21, 42, 53]. Innym radiotolerancyjnym gatun-
kiem z rodzaju Rubrobacter jest R. xylanophilus [42, 50]

Chroococcidopsis spp. sg to szeroko-rozpowszech-
nione (kosmopolityczne), jednokomorkowe, ekstremo-
tilne, fotosyntetyzujace sinice (Cyanobacteria). Wyste-
puja np. na goracych i zimnych pustyniach w tym
na pustyni Atakama w Chile, w Suchych Dolinach
McMurdo na Antarktydzie, na pustyni Negew w Izra-
elu, na pustynnych obszarach Australii czy Pétwyspu
Synaj w Egipcie. Ten drobnoustréj izolowano réwniez
ze stonych i stodkich wdd (tez gorgce zrodta), skal,
porostow (jako symbiont). Komorki s3a zazwyczaj
o morfologii ziarniakéw, koloru ciemno niebiesko-
-zielonego. Chroococcidopsis spp. nie tworzg heterocyst.
Sa w stanie wigza¢ azot czasteczkowy w warunkach
beztlenowych. Podobnie jak D.radiodurans toleruja
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wysuszenie i ekspozycje na promieniowanie jonizu-
jace — przezywaja dawke 15kGy. Jednakze mecha-
nizmy opornosci na radiacje¢ sa stabo poznane. Sinice
te wytwarzajg grube, wielowarstwowe otoczki bogate
w polisacharydy. Otoczkom tym przypisywana jest
rola ochronna przed odwodnieniem. Chroococcidop-
sis spp. tworzg formy przetrwalne. S3 w stanie prze-
zy¢ wysokie i niskie temperatury, skrajne wartosci pH,
duze zasolenie. Produkujg neurotoksyczny aminokwas
B-N-metylo-amino-L-alaning oraz hepatotoksyczng
mikrocystyne [5, 8, 22, 36].

Methylobacterium, w tym M. radiotolerans, to Gram-
-ujemne (lecz barwig si¢ Gram-zmiennie), urzg¢sione
monotrychalnie, $cisle tlenowe paleczki. Wystepuja
np. w glebie, kurzu, wodzie, sciekach, na powierzchni
lisci, powietrzu; takze w srodowisku szpitalnym oraz
jako zanieczyszczenie farmaceutykow. Sg fakultatywnie
metylotroficzne, tj. wykorzystuja organiczne zwigzki
jednoweglowe jako zrédla wegla i energii. Charakte-
ryzujg si¢ powolnym wzrostem; optymalna tempera-
tura do wzrostu to 25-30°C. Bakterie te wytwarzaja
rézowy, karotenoidowy barwnik, ureaze oraz katalaze.
Jako patogeny oportunistyczne sg izolowane np. z przy-
padkéw bakteriemii zwigzanej z cewnikowaniem drég
moczowych, infekcji ukladu nerwowego, skory. Cechuja
sie czesto opornoscig na rézne antybiotyki. M. radioto-
lerans jest 10-40 razy bardziej oporny na radiacje, niz
przecigtne bakterie Gram-ujemne, jednakze dostgpne
informacje na ten temat s skape. Opornos¢ na promie-
niowanie tej bakterii jest zblizona do D. radiodurans.
M. radiotolerans przezywa ekspozycje na promieniowa-
nie rdwng dawce 25 kGy. Postulowane jest zastosowanie
tej bakterii do kontroli sterylizacji radiacyjnej zywnosci
(11,13, 26].

Kocuria jest rodzajem Gram-dodatnich, tlenowych,
nieurzesionych i nieprzetrwalnikujacych ziarniakéw,
nalezacych do typu Actinobacteria (promieniowce).
Psychrotolerancyjny szczep Kocuria ASB 107, wyizo-
lowany z naturalnie promieniotworczego zrodla Ab-
-e-Siah w Ramsar w Iraku, charakteryzuje sie 40 razy
wieksza opornoscia na promieniowanie jonizujgce
w poréwnaniu do paleczki okreznicy. W wodach
zrodta Ab-e-Siah zaobserwowano wystepowanie m.in.
izotopdéw radu 226 oraz produktéow jego rozpadu.
Szczep Kocuria ASB 107 jest blisko spokrewniony
z Kocuria rosea DSM 20447T (99,7% podobienstwa
sekwencji 16 STDNA). Rosnie w przedziale temperatur
0-37°C (optimum 29°C+ 1), w stezeniu chlorku sodu
0-10% (jest halotolerancyjny). Komorki uktadajg sie
w dwoinki, tetrady albo sze$cienne pakiety. Bakteria
ta wytwarza katalaz¢ oraz pomaranczowy barwnik.
Mechanizm opornoéci tego drobnoustroju na pro-
mieniowanie nie jest poznany. Bakterie tg potencjal-
nie mozna by wykorzysta¢ do bioremediacji odpadow
radioaktywnych [4].
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Serratia marcescens, zwana inaczej paleczka krwawa,
to fakultatywnie beztlenowa, urz¢siona, nieprzetrwal-
nikujgca, Gram-ujemna bakteria; zaliczana jest do
rodziny Enterobacteriaceae i wchodzi w sklad flory bak-
teryjnej uktadu pokarmowego czlowieka. Komorki tej
bakterii wytwarzaja czerwony barwnik - prodigiozyne.
Drobnoustrdj ten jest oportunistycznie chorobotwor-
czy, powoduje m.in. zakazenia szpitalne. Duzg opor-
noscig na radiacje charakteryzuje si¢ szczep S. marce-
scens ZF03 wyizolowany z goracych zrédet w Ramsar
w Iranie. Region miasta Ramsar jest jednym z miejsc
na Ziemi o najwyzszym poziomie naturalnego promie-
niowania - z uwagi na zloza uranu oraz toru. Ze ztéz
tych, na drodze przemian izotopowych, powstajg silnie
karcynogenne izotopy radu 226 (ok. 10 razy bardziej
radioaktywny niz uran) oraz *?Ra. W odpowiedzi na
ekspozycje na promieniowanie u tej bakterii dochodzi
do réznych zmian metabolicznych. Na przyklad zwiek-
szonej ekspresji podlegaja biatka odpowiedzi na stres,
bialka chaperonowe (stabilizujace inne biatka), proteiny
naprawiajace i chronigce DNA. Szczegdtowe mechani-
zmy opornosci tego drobnoustroju na promieniowanie
wymagaja poznania. Szczep S. marcescens ZF03 charak-
teryzuje si¢ zdolnoscia do bioadsorpcji izotopéw ***Ra,
przez co potencjalnie moze by¢ wykorzystywany do
bioremediacji wod skazonych promieniotwdrczo [61].

Acinetobacter sa to szeroko rozpowszechnione,
Gram-ujemne, nieurzesione, nieprzetrwalnikujace,
krotkie, pekate pateczko-ziarniaki. Charakteryzuja sie
malymi wymaganiami odzywczymi. S bezwzglednie
tlenowe, jednakze w komorce nie wystepuje oksydaza
cytochromowa. Powoduja oportunistyczne zakazenia
szpitalne, w tym np. ran pooperacyjnych, uktadu ner-
wowego. Wytwarzaja lotne substancje o nieprzyjem-
nym zapachu. Ich kolonie sg bezbarwne i nie zawieszaja
sie w wodzie ze wzgledu na obecnos¢ na komorece silnie
adhezyjnych fimbrii. Jak wiele organizméw tlenowych
wytwarzajg katalaze. A. radioresistens zaliczany jest do
umiarkowanie radiotolerancyjnych drobnoustrojow,
aczkolwiek informacje dostepne na temat tej bakterii
sg skape [13, 45, 50].

Kineococcus radiotolerans jest nowo opisang (2002),
Gram-dodatnig, tlenowa (lecz w komorce nie wyste-
puje oksydaza cytochromowa), urzesiong polarnie
bakteria, oporng na promieniowanie i dehydratacje.
Zaliczana jest do typu Actinobacteria (promieniowce).
Komérki majg morfologie ziarniakéw. Ich $rednica
wynosi 1-1,5um. W bogatym podlozu hodowlanym
tworza kubiczne pakiety, otoczone ECM (extracel-
lular matrix). Gatunek ten wykazuje dimorficzny
cykl zyciowy; w fazie stacjonarnej wzrostu wytwarza
ruchliwe zoospory. K. radiotolerans syntetyzuje poma-
ranczowy barwnik — prawdopodobnie karotenoidowy.
Na podlozu stalym tworzy okragte kolonie o szorstkich
brzegach. Rosnie w temperaturze 11-41°C i toleruje
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stezenie chlorku sodu do 5% (jest halotolerancyjny).
Ro$nie réowniez w warunkach wysokiego stezenia
metali i kationéw alkalicznych. Bakteria ta przezywa
dawke promieniowania 20 kGy. Genom K. radiotolerans
obejmuje liniowy chromosomom (4,76 Mpz), liniowy
plazmid (0,18 Mpz) oraz kolisty plazmid (12,92 kpz).
Zawartos¢ par GC w DNA wynosi 74,2%. Mecha-
nizmy oporno$ci na promieniowanie i inne czynniki
stresu srodowiskowego tej bakterii s3 mato poznane.
Wiadomo, ze w komdrce wystepuje wyzsze stezenie
manganu w stosunku do stezenia zelaza. Takie zjawi-
sko obserwuje si¢ réwniez u innych mikroorganizmow
radiotolerancyjnych. W genomie omawianej bakterii
wystepuje duzo kopii gendéw kodujacych enzymy
chronigce przed ROS (np. katalaze, peroksydazy) oraz
kodujacych system naprawy NER. W genomie prawdo-
podobnie nie wystepuje typowy mechanizmu naprawy
zle sparowanych zasad w DNA. Przypuszczalnie rekom-
pensuje to obecnos$¢ polimerazy DNA o zwigkszonej
wiernoéci replikacji DNA i zdolno$ci do naprawy wta-
snych bledéw. Szczep SRS30216" tego gatunku wyizo-
lowano z wysoce radioaktywnych odpadéw w Savan-
nah River Site w USA (Poludniowa Karolina). Jest to
obszar skazony radioaktywnie na skutek dzialalno-
$ci czlowieka, zwiazanej z produkcja broni jadrowe;j.
Sugeruje si¢, ze K. radiotolerans mogltby by¢ potencjal-
nie wykorzystany do bioremediacji odpadéw nuklear-
nych [3, 6, 43].

Trupera radiovictrix jest nowo opisang (2005),
Gram-nieokre$long, umiarkowanie termofilng (opty-
malna temperatura do wzrostu wynosi 50°C), nie-
ruchliwg, nieprzetrwalnikujgcg bakteriag tlenowa,
wyizolowang z goracych zrédel na wyspie Sao Miguel
(Archipelag Azoréw). Nie rosnie w temperaturze 20°C
ani 60°C. Sklasyfikowana zostata do typu Deinococ-
cus-Thermus. Co dla omawianego typu niezwykle
- bakteria ta fermentuje laktoze bez wytworzenia gazu.
T. radiovictrix jest drobnoustrojem halotolerancyjnym
(optimum 1% NaCl, maksimum 6%). Nie rosnie poni-
zej pH 6,5 ani powyzej pH 11,2; optymalne pH jest
nieco alkaliczne - 7,5-9,5. Wody, z ktérych pochodza
izolaty, mialy pH obojetne i niskie zasolenie. W tréj-
warstwowej $cianie komdrkowej tego drobnoustroju nie
wykryto peptydoglikanu. Komorki majg ksztalt kuli-
sty o $rednicy 1,25-2 um; ukladaja si¢ czgsto w pary
albo tetrady. Kolonie sg barwy pomaranczowej lub
czerwonej. T. radiovictrix jak wiele bakterii tlenowych
wytwarza katalaze. Cechuje si¢ bardzo duza opornoscia
na promieniowanie (60% komorek przezywa 5kGy).
Zawarto$¢ par GC w DNA wynosi 67,6-67,8% [1].
Mechanizmy opornosci na radiacje tego drobnoustroju
nie sg jeszcze odkryte.

Hymenobacter xinjiangensis to gatunek nowo opi-
sanej (2007), Gram-ujemnej, tlenowej, nieptrzetrwal-
nikujacej oraz nieruchliwej paleczki wyizolowanej
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z piaskow Pustyni Xinjiang w Chinach. Komorki tej
bakterii wytwarzaja rézowy barwnik; majg 0,7 um $red-
nicy oraz 1-1,5 um dlugosci. Jak wiele drobnoustrojow
tlenowych bakteria ta wytwarza katalaze. H. xinjiangen-
sis charakteryzuje si¢ bardzo duza opornoscia radia-
cyjna — przezywa ekspozycje na promieniowanie réwna
dawce 9 kGy. Optymalna temperatura do wzrostu dla
tej bakterii wynosi 28°C. Zawarto$¢ par GC w genomie
wynosi 54%. Przyczyny duzej opornosci tego gatunku
na promieniowanie wymagajg zbadania [27].

Jednym z istotnych Zrddet wysoce radioaktywnych
odpadow sa elektrownie jadrowe. Zuzyte paliwo prze-
chowuje si¢ wiele lat w duzych, wykonanych z wyso-
kiej jakosci stali, zbiornikach wypetnionych ultraczy-
sta woda, celem ostudzenia zgromadzonego materiatu.
Na $cianie takiego zbiornika w Hiszpanii zaobserwo-
wano wystepowanie biofilmu, w ktérym dominowaly
bakterie Gram-ujemne - najczesciej z rodzaju Ralsto-
nia, np. R. picketii. Zaobserwowano réwniez obecno$¢
bakterii sklasyfikowanych do nastepujacych gatunkow:
Gram-ujemne: Afipia sp., Bradyrhizobium sp., Burkhol-
deria cepacia, Cellulomonas sp., Chryseobacterium sp.,
Methylobacterium sp., Pseudomonas saccharophila,
Rhizobium sp., Sphingomonas sp., Stenotrophomonas
maltophila, Xylophilus sp.; Gram-dodatnie: Bacillus
sp., Cordona terrae, Microbacterium sp., Nocardia
seriolae, Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus,
S. saccharolyticus, Streptococcus sp. Wyizolowano row-
niez grzyby np. Aspergillus fumigatus. Zidentyfikowane
oraz hodowalne drobnoustroje stanowity tylko ok. 1%
mikroorganizmdéw wystepujacych w tym srodowisku
(pozostate VNBC - viable but not culturable). Bio-
film na $cianach zbiornika absorbowal wystepujace
w wodzie radioizotopy (np. kobalt 60, cynk 65,
chrom 51, cez 137), co potencjalnie moze by¢ wykorzy-
stane do ich bioremediacji. Proces ten prawdopodob-
nie zachodzil z udziatem EPS (extracellular polymeric
substances) oraz $cian komodrkowych. Drobnoustroje
pokrywajace $ciany zbiornikéw powoduja biokorozje
powierzchni [9, 10, 48]. Inni badacze w podobnym
zbiorniku zlokalizowanym we Francji réwniez odno-
towali wystepowanie biofilmu, z ktérego wyizolowano
bakterie: Gram-ujemne: Ralstonia sp. oraz Burkholderia
sp. (najwiecej), Acinetobacter sp., Delftia sp., Pseudomo-
nas sp., Gram-dodatnie: Bacillus sp., Micrococcus sp.,
Staphyloccoccus sp. Badacze zaobserwowali wystepo-
wanie autotrofizmu (samozywnosci) u wigkszosci Ral-
stonia sp. i Burkholderia sp., polegajacego na wykorzy-
stywaniu energii z utleniania wodoru czasteczkowego
(H,), powstajacego podczas radiolizy wody. Akcepto-
rem elektronow byt tlen, a jako zrédlo wegla drobno-
ustroje wykorzystywaly dwutlenek wegla. Zjawisko to
zachodzilo w nietypowych warunkach - przy duzym
natlenieniu $rodowiska, w ktérym normalnie woddr
czasteczkowy nie wystepuje [24].
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3.2. Archeony

Archaea (archeony), nazywane dawniej archeobak-
teriami, s3 to drobnoustroje prokariotyczne, wykazujace
wspolne cechy zaréwno z bakteriami jak i eukariontami
[12]. Czesto wystepuja w skrajnych srodowiskach, jak
np. w goracych, zasolonych czy gtebokich wodach.

Thermococcus gammatolerans to bezwzglednie bez-
tlenowy, hipertermofilny, polarnie urzgsiony archeon,
ktory charakteryzuje si¢ bardzo duza opornoscig na
promieniowanie jonizujace. Mikroorganizm ten jest
szeroko rozpowszechniony w glebokich, zasolonych
wodach; mozna go wyizolowaé z goracych kominéw
hydrotermalnych, gdzie wystepuje duze stezenie metali
cigzkich i wysoki poziom naturalnej promieniotwor-
czo$ci. Rosnie w temperaturze 55-95°C (optimum
88°C). T. gammatolerans przezywa ekspozycje na pro-
mieniowanie o dawce réwnej 5kGy. Komorki tego
drobnoustroju maja $rednice 0,6-1,4 um, ukladaja si¢
pojedynczo lub w pary. Genom obejmuje kolisty chro-
mosom o wielkosci 2,045 Mpz; stosunek par GC do AT
wynosi 53,6%. W genomie wystepuja dwa prowirusy
jako jedyne ruchome elementy genetyczne. U tego
drobnoustroju wystepuje typowy zestaw mechaniz-
mow naprawy uszkodzen DNA. Przyczyny wysokiej
opornosci T. gammatolerans na radiacj¢ nie sg znane.
Przypuszcza si¢, ze opornos¢ ta posrednio wynika
z ewolucyjnego przystosowania do zycia w wysokich
temperaturach, ktdre — podobnie jak promieniowanie
- uszkadzaja DNA i biatka [12, 30, 65].

Pyrococcus furiosus to hipertermofilny (optymalna
temperatura do wzrostu wynosi 100°C), beztlenowy,
urzesiony lofotrychalnie archeon. Wystepuje w $rodo-
wisku gtebokich, oceanicznych kominéw hydrotermal-
nych. Gatunek ten charakteryzuje si¢ znaczng oporno-
$cig na promieniowanie, by¢ moze zwigzang z adaptacja
do zycia w wysokich temperaturach; 75% komorek prze-
zywa ekspozycje na dawke 2,5 kGy. Przyczyny toleran-
cji P, furiosus na promieniowanie wymagaja poznania,
jednakze przypuszcza sig, ze dziatanie ochronne wyka-
zujg: rézne enzymy oksydoredukcyjne chronigce przed
ROS, czes¢ wytwarzana konstytutywnie (np. reduktaza
ponadtlenkowa, eliminujace H,O, peroksyredoksyna
i tioredoksyna), biatko DPS-podobne chelatujace zelazo.
Po ekspozycji na radiacje zwiekszonej ekspresji podle-
gaja np. biatko RadA (homolog RecA), odgrywajace role
w naprawie DNA oraz wspomniane DPS. Przypuszcza
sie, ze istotnym mechanizmem naprawy DNA u P, furio-
sus jest rekombinacja homologiczna. Genom omawia-
nego archeona obejmuje chromosom o wielkosci ok.
2 Mpz. Nie wykryto w nim mechanizmu odpowiedzi
SOS [20, 58]. P, furiosus — podobnie jak D. radiodurans
- skutecznie naprawia DSBs [33].

Halobacterium spp. to mezofilne, obligatoryjnie tle-
nowe, halofilne oraz nieptrzetrwalnikujace archeony.
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Komorki barwig sie Gram-ujemnie i co typowe dla
Archaea - nie zawierajg peptydoglikanu. Na zewnatrz
komorek obecna jest ochronna warstwa S zbudowana
z glikoprotein. Drobnoustroj ten wytwarza blone pur-
purowg, w sklad ktorej wchodzi bakteriorodopsyna.
Zwiazek ten przetwarza energie swietlna do chemicz-
nej, ktéra jest wykorzystywana przez drobnoustrdj
w procesach metabolicznych. Przyktadowe gatunki
rodzaju Halobacterium to H. halobium, H. salinarum,
H. trypanicum. Szczep Halobacterium sp. NRC-1 cha-
rakteryzuje sie opornoscig na dehydratacje, promie-
niowanie jonizujace oraz na dziatanie ultrafioletu; do
wzrostu wymaga zasolenia dziesie¢ razy wyzszego niz
w wodzie stonej (tj. 250 g/1). 80% lub wg innego zrédta
85% komorek tego szczepu przezywa ekspozycje na
dawke radiacji réwng 2,5 kGy. Szczep ten jest dziesie¢
razy bardziej oporny na promieniowanie jonizujace niz
H. salinarium. Ochronne dzialanie przed promienio-
waniem przypisuje sie: wysokiemu stezeniu chlorku
potasu w komorce, duzemu stezeniu bromku sodu
(jony bromu wigza rodniki hydroksylowe), wysokiemu
stosunkowi stezenn manganu do zelaza; ponadto: bak-
terioruberynie w blonie (czerwony karotenoid, anty-
oksydant), SOD, tioredoksynie (biatko inaktywujace
wolne rodniki). Uwaza sie, ze chlorek potasu tagodzi
efekty oksydacyjne wolnych rodnikéw powstajacych
w czasie radiolizy wody, gdyz jony chlorkowe reaguja
z rodnikami hydroksylowymi, generujac duzo mniej
reaktywne rodniki chlorkowe (CI'). Protekcyjny wptyw
produkowanych barwnikéw potwierdza obserwacja,
ze mutanty H.salinarum nie wytwarzajace pigmen-
tow, cechuja si¢ wiekszg wrazliwoscig na promienio-
wanie. Do innych cech omawianego mikroorganizmu
nalezy zdolno$¢ naprawy duzej liczby DSBs na drodze
rekombinacji homologicznej. Natomiast w genomie
nie wykryto SOS-podobnego mechanizmu naprawy
DNA. Komoérki omawianego drobnoustroju w fazie
stacjonarnej cechujg si¢ wieksza wrazliwo$cig na pro-
mieniowanie niz w okresie logarytmicznego wzrostu
- to jest nietypowe. Ttumaczy sie to zjawisko tym, ze
by¢ moze w fazie intensywnego wzrostu wydajniej usu-
wane sg reaktywne formy tlenu. Genom Halobacterium
sp. NRC-1 obejmuje jeden chromosom o wielkosci
2,57 Mpz, ponadto dwa megaplazmidy. Procentowa
zawarto$¢ par GC wynosi 65,9%. Przyczyny ponad-
przecietnej opornosci na promieniowanie omawianego
szczepu wymagajg odkrycia [12, 33, 46, 53].

3.3. Grzyby mikroskopowe

Glownia kukurydzy (Ustilago maydis) jest fitopa-
togenem roslinnym powodujacym chorobe guzowata
kukurydzy - $nie¢ zbozowa. Nalezy do typu Basidio-
mycota (podstawczaki). Charakteryzuje si¢ wysoka
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opornosciag na promieniowanie jonizujace, jednakze
mechanizm tej opornosci nie jest poznany. Jest to grzyb
dimorficzny, rosnacy saprofitycznie w postaci drozdzo-
idalnej; po infekgji tkanek roslinnych ro$nie w postaci
mycelialnej — strzepkow grzybni. Genom tego pasozyta
obejmuje ok. 20 Mpz (23 chromosomy). Okoto 70%
gendw nie zawiera sekwencji intronowych [29].

26 kwietnia 1986 r. miala miejsca jedna z najwiek-
szych katastrof energetyki jadrowej — w Czarnobylu
na Ukrainie. Tamtego dnia na skutek eksplozji zostal
zniszczony czwarty blok elektrowni jadrowej; doszlo
do uwolnienia materialu promieniotworczego i ska-
zenia $rodowiska. Na skutek tego zdarzenia powstata
sztuczna nisza ekologiczna o podwyzszonym znacznie
poziomie promieniowania — ponad 10° razy wigcej
niz naturalna dawka promieniowania (ok. 2,4 mSv/
rok [4]). W regionie zniszczonej elektrowni, w tym
z uszkodzonych budynkow, gleby, nawet z grafitu
stanowigcego element reaktora, wyizolowano ok.
200 gatunkow radiotolerancyjnych grzybow strzep-
kowych (mycelialnych), wsrod ktérych czesto wyste-
powaly grzyby wytwarzajace melanine. Wg réznych
danych grzyby wytwarzajace ten barwnik stanowity
30-100% izolatow. Najczesciej izolowane gatunki to:
Cladosporium sphaerospermum (takze C. cladosporio-
ides), Penicillium hirsutum; ponadto czesto izolowano:
Acremonium strictum, Alternaria alternata, Aspergillus
versicolor (kropidlak réznobarwny), Aureobasidium
pullulans (drozdzak), Cladosporium herbarum. Inne
przykladowe gatunki to: Aspergillus niger (kropidlak
czarny), Botritis cinerea (gronowiec szary), Chryspospo-
rium pannorum, Fusarium oxysporum, E. solani, Mucor
plumbeus, Paecilomyces lilacinus, Penicillium aurantio-
griseum, P. lanosum, P. roseopurpureum, P. spinulosum,
P stecki, P, westlingii, Scopulariopsis sp., Stachybotrys
chartarum. W miejscach najsilniej skazonych promie-
niotwdrczo (ok. 0,373-2,053 mSv/h, w artykule zrédto-
wym postugiwano sie jednostka mR/h) czesto izolo-
wano: Aspergillus flavus (kropidlak zotty), A. ochraceus
(kropidlak pomaranczowy), Beauveria bassiana, Geo-
trichum candidum, Paecilomyces variotii, Penicillium
citrinum, Phialophora melinii. Wsr6d wymienionych
gatunkow dominowaly drobnoustroje saprofityczne,
fitopatogeny (np. B. cinerea, F. oxysporum, E solani),
sporadycznie gatunki chorobotwdrcze dla czlowieka
(np. A. niger, Geotrichum candidum). Wiele izolatow
z obszaru uszkodzonej elektrowni sklasyfikowano tylko
do rodzaju (facznie ok. 92), nalezacych do gromady
Ascomycota (workowce), Basidiomycota (podstaw-
czaki), Zygomycota (sprzezniowce, np. Mucor). Uwaza
sie, ze promieniowanie w tym regionie ograniczyto
roznorodnos$¢ gatunkowy grzyboéw mikroskopowych
oraz przyczynialo si¢ do selekcji szczepow radiotole-
rancyjnych, czesto wytwarzajacych pigmenty. Zaob-
serwowano, ze najwiecej ,zmelanizowanych” grzybow
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wyizolowano z pozostalo$ci pomieszczen elektrowni,
gdzie wystepowato najwicksze skazenie radioaktywne.
Przyczyny oporno$ci omawianych grzybéw na wysokie
dawki promieniowania sg stabo poznane. Przypuszcza
sie, ze melanina chroni komérki przed wolnymi rod-
nikami - szczepy bezbarwne s3 bardziej wrazliwe na
radiacje. Melanina jest wysokoczasteczkowyn barw-
nikiem o budowie aromatycznej. Sktada si¢ z ciemno-
brazowej do czarnej eumelaniny oraz z czerwonobra-
zowej fotomelaniny. Ponadto rozmnazanie bezplciowe
oraz wytwarzanie form przetrwalnych - sklerocjow,
zdaniem badaczy sg korzystne z punktu widzenia
srodowiska, w ktérym wystepuja omawiane drobno-
ustroje. Grzyby poddane ekspozycji na promienio-
wanie czgsto wykazywaly réwniez wieksza tendencje
do formowania konidiéw (zarodnikéw konidialnych)
[7, 15, 16, 19, 32, 62-64].

Ciekawym zjawiskiem, ktére zaobserwowano u cze-
$ci Fungi (cecha szczepowa) wyizolowanych z okolic
uszkodzonej elektrowni w Czarnobylu, jest (pozytywny)
radiotropizm, inaczej méwigc (intensywniejszy) wzrost
strzepki grzybow w kierunku zrédta promieniowania.
Zjawisko to wystepowalo wg réznych autoréw u 86%
[19], 66,7% [16] badz 19% [32] badanych szczepow.
Wyizolowane grzyby, wykazujace kierunkowy wzrost
ku 7Zrédle promieniowania, nalezaly np. do gatun-
kow: C. cladosporioides, C. sphaerospermum, P. lilacinus,
P, hirsutum, P. lanosum, P. roseopurpureum, P. westingii.
Radiotropizm najcz¢sciej obserwowano na etapie wzro-
stu mlodej strzepki. Grzyby radiotropowe przypusz-
czalnie wykorzystywaly energie z radiacji do wzrostu,
do proceséw metabolicznych. Mechanizm sensorowy
promieniowania nie jest znany, ale cze¢$¢ badaczy przy-
pisuje takie wlasciwo$ci melaninie, ktéra réwniez by¢
moze pelni funkcje przekaznika energii - na podo-
bienstwo chlorofilu. ,Zmelanizowane” grzyby C. spha-
erospermum, Cryptococcus neoformans oraz Wangiella
dermatitidis (drozdzak) wykazywaly intensywniejszy,
szybszy wzrost (wigksze CFU i biomasa) po ekspozy-
cji na radiacje niz kontrola ujemna (drobnoustroje nie
poddane napromieniowaniu lub napromieniowane
szczepy albinotyczne). Istniejg alternatywne hipotezy
wyjasniajace zaobserwowane zjawisko, np. ze nie bez-
posrednio radiacja, a ciepto wydzielane do otoczenia,
bedace nastgpstwem oddzialywania promieniowania
z materig, stymuluje do wzrostu grzyby [7, 15, 16, 19,
32, 62, 64].

Wystepowanie radioopornych, ,,zmelanizowanych”
grzybéw mikroskopowych np. A. versicolor, Cladospo-
rium sp., Penicillium expansum, Saccharomyces sp.,
udalo si¢ réwniez zaobserwowac na stacjach kosmicz-
nych Mir i ISS (international space station), gdzie brak
ochronnego dzialania atmosfery ziemskiej, a takze
w wodzie chlodzacej reaktor w czynnych elektrowniach
jadrowych. Grzyby wyizolowane z obiektéw w kosmo-
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Tabela I
Poréwnanie wrazliwo$ci na radiacj¢ roznych drobnoustrojow

Mikroorganizm [zrédlo] Dawka D10 (LD,) [kGy]

D. radiodurans [33] 10

L >5
L radiovictrix [1] (60% komorek przezywa 5KkGy)
T. gammatolerans [33] 4-6
Halobacterium sp. NR28 [33] 5
H. xinjiangensis [27] 4,8
Przetrwalniki bakterii [9] 3-4
P, furiosus [33] 3
Kocuria sp. ASB107 [4] 2
E. coli [33] 0,25

sie charakteryzowaly si¢ intensywniejsza produkcja
barwnikéw, obecnos$cig grubszej otoczki polisacha-
rydowej oraz wystepowaniem wigkszej liczby wakuol
i mitochondriéw w komdrkach [16]. Réwniez po
probach broni atomowej na atolu Bikini, w archipelagu
wysp Marshalla, zaobserwowano wystepowanie grzy-
béw wytwarzajagcych ciemne pigmenty [64].
Saprofityczne, radiotolerancyjne grzyby mikro-
skopowe, szczegolnie te wykazujace pozytywny radio-
tropizm, moga by¢ wykorzystane do bioremediacji
(mykoremediacji) srodowiska skazonego pierwiastkami
promieniotworczymi. Zaobserwowano, bowiem zdol-
nos¢ grzybow (cecha szczepowa) do rozkladu materii
organicznej skazonej pylem radioaktywnym, adsorpcji
izotopow promieniotworczych na $cianie komoérkowej
(takze zabita biomasa z mniejsza wydajnoscig), kon-
wersji do formy rozpuszczalnej oraz inkorporacji do
komérki. Przykladowo *’Cs jest akumulowany, immo-
bilizowany w komorce przez niektére szczepy A. alter-
nata, C. cladosporioides, Fusarium solani, P. roseopur-
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pureum, Trichoderma viridae (szczegdtowe informacje
w tabeli IT) [7, 19, 62].

Radiotolerancyjne grzyby moga by¢ réwniez wyko-
rzystane jako biomarkery (biowskazniki) stopnia skaze-
nia promieniotwdrczego gleb srodowisk lesnych:

« wysoki poziom zanieczyszczen (3,7 x 10°-3,7 x 10°
Bq/kg) - czgste wystepowanie gatunkow: Chaeto-
mium aureum, P, liliacinus,

« $redni poziom (3,7 x 10°-3,7 x 10° Bq/kg) - czgste
wystepowanie gatunkow: A. strictum, Arthrinium
phaeospermum,

« niski poziom (< 3,7 x 10* Bq/kg) - czeste wystepo-
wanie gatunkow: Myrothecium roridum, Metarhi-
zium anisioplia [19].

W tabeli I, na podstawie dostgpnych informacji,

uszeregowano cz¢$¢ omawianych drobnoustrojéw pod
wzgledem ich wrazliwosci na radiacje.

4. Podsumowanie

Dyscypling naukowg zajmujaca si¢ wplywem pro-
mieniowania na organizmy jest radiobiologia. Pro-
mieniowanie jonizujace uszkadza DNA, biatka, lipidy
w komorkach na drodze bezposredniego oddzialywania
oraz na drodze posredniej — wolnych rodnikéw, ROS.
Ekspozycja na promieniowanie moze skutkowa¢ np.
uszkodzeniem zasad azotowych oraz pekaniem wigzan
fosfodiestrowych w DNA, delecjg fragmentéow kwa-
séw nukleinowych, czego efektem moga by¢ mutacje
lub $mier¢ komorki. Organizmy na drodze ewolucji
wyksztalcity rézne mechanizmy zapobiegajace uszko-
dzeniom komdrek oraz usuwajace powstajace defekty,
np. enzymy inaktywujace wolne rodniki i ROS - w tym
katalaza, wytwarzanie antyoksydantéw, rézne mecha-
nizmy naprawy DNA (np. BER).

Tabela II
Akumulowanie przez komdrki niektérych omawianych organizméw izotopoéw promieniotwdrczych

Gatunek [Zrédto]

Pierwiastek akumulowany w komorce

A. alternata [19] B7Cs, ©Co

Arthrobacter sp. [52] za Sakaguchi U (ok. 600 mg/1 g s.m.)

A. niger [62] Th

Bacillus subtilis [52] za Sakaguchi U (ok. 600 mg/1 g s.m.)

Candida utilis [19] Rb

C. cladosporioides, C. sphaerospermum [19, 62] | '¥’Cs, '**Eu (w mniejszym stopniu niz cez)
E solani [19] 137Cs, Rb

P, lilacinus [62]

¥Cs, ?Eu (w mniejszym stopniu niz cez)

P roseopurpureum [19, 62]

¥Cs, ?Eu (w mniejszym stopniu niz cez)

Resinicium bicolor [19] Sr
Rhizopus sp. [19] 14C, 2P, Th (R. arrhizus)
Stemphylium sp. [19] 1C, 2P

Trichoderma sp. [19]

1¥7Cs (T. viridae), *C, *P
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Poznano wiele drobnoustrojoéw radiotolerancyjnych,
ktére sklasyfikowano do domen: Bacteria, Archaea
i Eukarya. Przykladowo odkryto grzyby mikrosko-
powe, wystepujace w rejonach uszkodzonej elektrowni
w Czarnobylu na Ukrainie (np. Cladosporium spp.)
czy bakterie rosngce w postaci biofilmu na $cianach
zbiornikéw, w ktorych przechowuje si¢ zuzyte paliwo
z elektrowni jadrowych (np. Ralstonia sp., Burkhol-
deria sp.). Organizmy na Ziemi pochlaniajg rocznie
niewielka dawke promieniowania réwng ok. 2,4 mSv.
Stad przypuszcza sig, ze fenotyp z cechg opornosci na
promieniowanie powstal w ewolucji posrednio, jako
efekt uboczny mechanizméw komorkowych chronia-
cych przed innymi typami stresu srodowiskowego (np.
dehydratacjg, wysoka temperaturg).

Najlepiej poznanym oraz jednym z najbardziej
opornych na promieniowanie drobnoustrojow znanych
nauce jest D. radiodurans, ktory przezywa ekspozycje
na promieniowanie réwng dawce 10-15kGy. Ta tle-
nowa, kulista, Gram-dodatnia, niewytwarzajaca spor,
nieruchliwa oraz tatwo ulegajaca transformacji gene-
tycznej (naturalnej i sztucznej) bakteria od lat budzi
zainteresowanie roznych badaczy. Rowniez duzg opor-
nos¢ na promieniowanie wykazuja np. R. radiotolerans,
M. radiotolerans czy Chroococcidiopsis spp.

W dostepnych pracach naukowych zwigzanych
z radiobiologia czgsto pomijana jest kwestia definicji
drobnoustrojow radiotolerancyjnych. Podana we wste-
pie definicja jest niepelna i wymaga uszczegdtowienia.
Zdaniem autora godne rozwazenia jest uscislenie defi-
nicji mikroorganizméw radiotolerancyjnych (radio-
opornych) jako np.: drobnoustroje (eukariotyczne
i prokariotyczne) nieprzetrwalnikujace, zdolne do
przetrwania (minimum 10% CFU z wyjsciowej gestosci
zawiesiny 0,5 w skali McFarlanda po 24-72 h inkubacji
w optymalnych dla drobnoustroju warunkach) dawki
promieniowania y lub X réwnej 1,5 kGy, pochlonietej
w ciggu godziny; dla drobnoustrojow wytwarzajacych
spory — dawka np. 4,5kGy. W przypadku badania wraz-
liwosci organizméw anaerobowych (beztlenowych) na
radiacje podtoze hodowlane nie powinno zawiera¢ sub-
stancji obnizajacych potencjal redoks (np. kwas askor-
binowy, tioglikolan sodu, siarczyn sodu, cysteina), aby
nie zawyza¢ otrzymanego wyniku. W takim przypadku
mozna zastosowac np. aerostat.

Mikroorganizmy radiotolerancyjne potencjalnie
moga by¢ wykorzystane do bioremediacji odpadéw
radioaktywnych, m.in. na drodze bioadsorpcji, bio-
akumulacji radioizotopéw przez komorki (np. *’Cs
z udzialem C. cladosporioides, Ralstonia sp.) lub bio-
precypitacji np. uranu za pomoca zmodyfikowanych
genetycznie szczepow D. radiodurans. Jednakze opor-
no$¢ na promieniowanie nie oznacza pelnej niewrazli-
wosci na radioizotopy. Istotna jest réwniez toksycznos¢
chemiczna metali ciezkich, na ktdre wrazliwe jest wiele

organizméw, w tym D. radiodurans. Drobnoustroje
oporne na promieniowanie mogg by¢ réwniez wyko-
rzystane do kontroli skutecznosci sterylizacji radiacyj-
nej np. sprzetéw medycznych.
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