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PLAZMIDY BAKTERII DEGRADUJACYCH WEGLOWODORY
ROPY NAFTOWEJ

Streszczenie. W pracy potwierdzono metodg elektroforezy pulsacyjnej obecnosé
plazmidéw u 24 szczep6w bakteryjnych zdolnych do degradacji weglowodoréw ropy
naftowej. W odniesieniu do pieciu plazmidéw okreslono wielko$¢ oraz podatnos$¢ na
trawienie enzymem restrykcyjnym Eco RI. Z wyjatkiem najmniejszego sposréd nich, ktéremu
przypisano funkcje niesienia cech opornosciowych, wszystkie pozostate zakwalifikowano do
grupy plazmidéw katabolicznych.

PLASMIDS OF BACTERIA DEGRADING HYDROCARBONS OF
PETROLEUM OIL

Summary. The presence of plasmids was confirmed in 24 strains of bacteria degrading
hydrocarbons of petroleum oil by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Their size and
susceptibility to Eco RI digestion was established for five of them. Four plasmids were
designated as catabolic and the smallest one as resistance conferring.

WPROWADZENIE

Gtéwnymi zroédtami zanieczyszczen s$rodowiska weglowodorami ropopochgdnymi sg
nieszczelnosci w rurociggach, zbiornikach skltadowania i na stacjach przetadunkowych,
usuwany ze statkéw brudny balast i wody zezowe, a w mniejszym stopniu $cieki komunalne i
przemystowe [1, 2], Poszczeg6lne emisje, jakkolwiek ilosciowo nieznaczne w poréwnaniu z
wypadkami tankowcow, wystepujg czesto w wystarczajgcym natezeniu, by wymagac
oczyszczenia. Opracowanie skutecznych technologii bioremediacji takich niewielkich
obszar6w gruntéw badz wod Srédlgdowych objetych skazeniami stanowi najwieksze
wyzwanie, gdyz doprowadzitoby w efekcie do jakoSciowej poprawy stanu Srodowiska.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze obecno$¢ w $rodowisku weglowodoréw stanowi
czynnik selekcjonujacy mikroflore wykorzystujgcg tego rodzaju zrodio wegla. Wsrod
drobnoustrojéw wykazujacych zdolnosci degradacyjne wobec weglowodoréw najczesciej
wystepuja bakterie z rodzajow Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Aeramonas. Bacilli.
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W przypadku bakterii zrodtem cech umozliwiajacych katabolizm weglowodoréw czesto
sg pozachromosomalne elementy genetyczne, czyli plazmidy. Wedtug réznych autoréw od
50% do 90% szczepOw bakteryjnych wykazujgcych zdolnosci degradacji substratow
weglowodorowych posiada takie plazmidy zwane katabolicznymi [3], Ro6znorodnosc
zwigzkoéw wchodzacych w skiad ropy naftowej determinuje wielo$¢ wystepujacych szlakow
ich katabolizmu przez drobnoustroje obecne w przyrodzie. Zdolno$¢ do degradacji danej
frakcji weglowodoréw przez okreslony mikroorganizm wigze sie Scisle ze specyficznoscig
substratowg enzymoéw, gtéwnie oksygenaz. Mozna tutaj wyrézni¢ plazmidy CAM [4], OCT
[5] kodujgce enzymy szlakéw degradacji weglowodorow alifatycznych. Réwniez utylizacja
weglowodoréw aromatycznych jest kodowana w wyspecjalizowanych plazmidach, takich jak
TOL [6], TOM [7], NAH [§], SAL [9], XYL [10] i wielu innych.

Ze wzgledu na ztozonos$¢ szlakéw oksydacyjnych tego rodzaju plazmidy czesto moga
byé bardzo duzych rozmiaréw, niekiedy nawet do 20% bakteryjnego chromosomu [11, 12],
Niemozliwe jest wyizolowanie tak duzych czasteczek plazmidowego DNA w formie
natywnej metodg konwencjonalnej preparatyki. Technika elektroforezy w pulsujgcym polu
elektrycznym (PFGE) pozwala ograniczy¢ mechaniczne uszkodzenia podczas izolowania
DNA, atakze umozliwia jego analize.

MATERIALY | METODY

Szczepy bakteryjne

Stosowane w pracy szczepy bakteryjne oznaczone A 33.3, A 335, G 3, P30.1, i R5
wyizolowano z réznych frakcji ropy naftowej, slopéw (osadéw z instalacji i zbiornikow),
prébek skazonej gleby z terenu rafinerii, atakze osadu czynnego jej oczyszczalni.

Podtoza hodowlane

Szczepy bakteryjne przechowywano na plytkach ze staltym podiozem o sktadzie: glukoza
(0,29%), ekstrakt drozdzowy (0,2%), NaZHPCX (0,15%), NHACI (0,25%), agar (2,5%).
Powierzchnie zestalonego podtoza pokrywano cienkim filmem sterylnej ropy naftowej.
Szczepy uaktywniano na statym podiozu LB. Hodowle ptynne drobnoustrojéw prowadzono w
podiozu, zawierajacym rope naftowajako czynnik presji selekcyjnej i gtéwne zrédio wegla, o
sktadzie: glukoza (0,2%), ekstrakt drozdzowy (0,2%), NaZHP04 (0,15%), NHA4CL (0,25%),
ropa naftowa (6%), pH 6,5.

Enzymy
W przygotowaniu probek do elektroforezy pulsacyjnej wykorzystywano lizozym i

proteinaze K (Sigma) Plazmidowy DNA trawiono endonukleaza Eco RI (MBI Fermentas).
Linearyzacji plazmidowego DNA dokonywano nukleaza S| (BoehringerMannheim).

Metody hodowli

W procedurze preparatyki plazmidowego DNA hodowle prowadzono w 250 ml kolbach
stozkowych, zawierajgcych 40 ml ptynnego podioza na wstrzasarce, przy obrotach 250 rpm,
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w temperaturze 30°C przez 72 h. Hodowle przeznaczone do analizy metodg elektroforezy
pulsacyjnej prowadzono w 100 ml kolbach stozkowych, zawierajgcych 10 ml piynnego
podtoza w ww. warunkach.

Preparatyka plazmidowego DNA

Plazmidowy DNA izolowano metodg alkalicznej preparatyki [13].

Elektroforeza jednokierunkowa

Rozdziatu DNA dokonywano w 0,7% zelach agarozowych w buforze TBE (45 mM Tris-
HC1, 45 mM kwas borowy, 1mM EDTA, pH 8,0), przy statym napieciu 4 V/cm. Jako
markera wielkosci fragmentow uzywano A.DNA trawionego enzymem Hind IlI.

Przygotowanie probek do PFGE

Komérki z hodowli ptynnej odwirowano przy 40000 g przez 10 min w temp. 4°C. Osad
przemywano w 2 ml buforu CSB (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5), odwirowano
przy 7300 g przez 5 min Komorki zawieszano w 1ml CSB. llos¢ biomasy oceniano
spektrofotometrycznie. Probki rozcieiczano w CSB do stezenia 51 09komaérek/ml.

Do 100 pil zawiesiny bakteryjnej dodawano 10 pil buforu LDB (10 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 0,5% sarkosyl, 0,2% deoksycholan sodu, 1mg/ml lizozym, pH 7,2), delikatnie
mieszano, dodawano 110 pil 2% roztworu agarozy LMP (Bio-Rad) w buforze TBE o
temp. 50°C i bardzo delikatnie mieszano. Zawarto$¢ proboéwki przenoszono do dwoch
foremek po 100 pil. Prébki pozostawiano na 15-20 min na stole w celu zestalenia. Po 2
bloczki zelu przenoszono do 1 ml buforu LDB. Lize $ciany komdérkowej unieruchomionych w
zelu bakterii prowadzono przez 1-4 h (wczesniej ustalono optymalny czas) w temp. 37°C.

Po usunieciu buforu lizujgcego przemywano bloczki w 1ml buforu WB (20 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0) przez 15 min w temp. pok. Bloczki przenoszono do 1 ml buforu
ESP (100 mM EDTA, 1% sarkosyl, 0,5% deoksycholan sodu, 1 mg/ml proteinaza K, pH 8,0)
i inkubowano przez noc w 50°C w celu odbiatczenia DNA i degradacji obecnych nukleaz.

Bloczki ptukano czterokrotnie po 45 min w 1 ml buforu WB i przechowywano w temp. 4°C
w buforze WB. -f

Linearyzacja plazmidowego DNA

Bloczek przemywano trzykrotnie w 1ml 10 mM Tris-HCI po 15 min Po usunigciu
ostatniej porcji Tris-HCI prébke przemywano 1ml buforu NIB (33 mM octan sodu, 50 mM
NaCl, 1 mM ZnSCL, pH 4,5) przez 30 min Nastepnie umieszczano w 300 pl NIB z dodatkiem
1pl (2 J) nukleazy SI i inkubowano przez 15 h w temp. 37°C. Reakcje przerywano przez
przeniesienie prébki do 200 pl roztworu 0,5 M EDTA o temp. 4°C.
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Elektroforeza w pulsujgcym polu elektrycznym

Elektroforeze prowadzono w aparacie CHEF-DR Il (Bio-Rad). Rozdzialy prowadzono w
zelach o grubosci 8-10 mm w 1% agarozy PFC (Bio-Rad) wprowadzajgc bloczki o
wymiarach 5x6xI1,5 mm. Stosowano bufor TBE, cyrkulujgcy z natezeniem przeptywu 11/min
Doswiadczalnie ustalono nastepujace parametry dwéch etapéw elektroforezy: pierwszego -
temp. buforu 12°C, gradient napiecia 5,4 V/icm, czas 15-18 h, poczgtkowa pulsacja pola
elektrycznego 5 s, koncowa 12 s; drugiego - temp. buforu 12°C, gradient napiecia 5,4 V/cm,
czas 12-15 h, poczatkowa pulsacja pola elektrycznego 20 s, koricowa 30 s.

Markerem wielkosci fragmentéw byt AJDNA trawiony Hind IIl oraz konkatamery faga X
(tzw. ,lambda ladder”). Po elektroforezie zele wybarwiano w roztworze 0,5 pg/ml bromku
etydyny przez 40 min Po wyptukaniu w wodzie destylowanej (20 min) zbierano obraz
fluorescencji w $wietle UV przy pomocy zestawu ,BioVision” (Biogene).

WYNIKI

Rozdzialy elektroforetyczne pozachromosomalnego materiatu genetycznego
pochodzgcego z bakterii zdolnych do degradacji weglowodoréw prowadzone technikg
jednokierunkowa oraz w pulsujgcym polu elektrycznym potwierdzity obecnos¢ plazmidéw u
24 testowanych szczepdéw. Analiza z wykorzystaniem trawienia restrykcyjnego i linearyzaciji
superskreconego kolistego DNA umozliwita wstepne scharakteryzowanie pieciu plazmidéw.

Plazmid pA33.3 (rys.l) zawiera w obrebie swojej sekwencji nukleotydowe] jedenascie
miejsc rozpoznawanych przez enzym restrykcyjny Eco Rl. W wyniku trawienia powstajg
fragmenty o dlugosciach 16,6, 11,0, 8,8, 7,3, 5,8, 4,2, 3,2, 2,9, 2,1, 1,7 i 1,5 tysiecy par zasad
(kbp). Zsumowanie dtugosci utworzonych odcinkbw DNA wskazuje, ze wielko$¢ jego
czgsteczki wynosi 65,1 kbp. Linearyzacja pA33.3 nukleazaSl i elektroforeza PFGE sugerujg
62 kbp jako najbardziej prawdopodobny rozmiar plazmidu. Intensywna fluorescencja na
Sciezkach probek nietrawionych enzymami Swiadczy o stosunkowo duzej liczbie kopii, w
jakiej plazmid ten wystepuje w komdrce. Mozna przypuszczacé, ze czasteczka pA33 .3 zawiera
fragment szczegélnie wrazliwy na uszkodzenia mechaniczne badZ dzialanie endogennej
nukleazy, bowiem w wyniku elektroforezy obserwuje sie zawsze pewng ilos¢ formy liniowej
DNA.

Plazmid zblizony pod wzgledem wielko$ci do poprzedniego wyizolowano z komoérek
szczepu A 33.5 (rys.2). Trawienie Eco Rl czasteczki pA33.5 powoduje powstanie réwniez
jedenastu fragmentoéw o dtugosciach: 15,2, 9,4, 8,6, 6,6, 55, 3,8, 3,0, 2,6, 1,9, 1,7, 15 kbp
Catkowitg wielko$¢ tego plazmidu mozna na tej podstawie szacowa¢ na 58,8 kbp. Rezultaty
ciecia nukleazgS| i elektroforezy pulsacyjnej potwierdzajg wczesniejsze wyliczenia
wskazujac rozmiar pA33.5 na poziomie 59 kbp. Niewielka réznica wielkosci obu czgsteczek
oraz zblizone dlugosci fragmentow restrykcyjnych Eco Rl wskazujg na znaczne
podobienstwo plazmidéw pA33.3 oraz pA33.5. Wzglednie duza liczba kopii w komérce i

wrazliwo$¢ na endogenne nukleazy stanowig dalsze analogie pomiedzy tymi czgsteczkami
DNA.
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WHind 111 1 2 3 4 X laddcr

Rys. 1. Elektroforeza jednokierunkowa plazmidowego DNA wyizolowanego ze szczepu A 33.3 nietrawionego
@ i trawionego enzymem Eco Rl (2) oraz elektroforeza PFGE nietrawionego (3) i trawionego

nukleazg S1 (4). Wielko$¢ fragmentéw DNA jest podana w tysigcach par zasad

Unidirectional electrophoresis of plasmid DNA from A 33.3 strain; undigested (1) and digested with

Eco RI (2) and PFGE electrophoresis undigested (3) and digested with nuclease SI (4). Fragments size
is expressed in kilobase pairs

Fig. 1.

X/Hind 111 1 2 3 4 X ladder

Rys. 2. Elektroforeza jednokierunkowa plazmidowego DNA wyizolowanego ze szczepu A 33.5 nietrawionego

(1) i trawionego enzymem Eco Rl (2) oraz elektroforeza PFGE nietrawionego (3) i trawionego
nukleaza S1 (4). Wielko$¢ fragmentow DNA jest podana w tysigcach par zasad

Unidirectional electrophoresis of plasmid DNA from A 33.5 strain; undigested (1) and digested with

Eco Rl (2) and PFGE electrophoresis undigested (3) and digested with nuclease SI (4). Fragments size
is expressed in kilobase pairs

Fig. 2.
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Megaplazmid pG3 (rys.3) migruje w zelu podczas elektroforezy jednokierunkowej, w
postaci mniejszych fragmentdéw wynikajacych w wiekszosci z mechanicznej fragmentacji,
nieuniknionej podczas jego preparatyki. W wyniku trawienia Eco Rl ujawniono dziesie¢
fragmentéw o dlugosciach: 26,3, 20,6, 17,2, 13,9, 7,4, 4,7, 4,5, 3,0, 1,5 i 1,4 kbp, ktérych
suma wynosi 100,5 kbp. Elektroforeza pulsacyjna prébki poddanej trawieniu nukleazgSl
pozwolita okresli¢ rozmiar pG3 na poziomie 112 kbp. Przyczyne rozbieznosci wynikow
uzyskanych réznymi metodami stanowi prawdopodobnie wspotmigracja niektérych
fragmentéw restrykcyjnych z innymi odcinkami DNA wykazujgcymi réwniez silng
fluorescencje. Uzasadnione wydaje sie przypuszczenie, ze w sekwencji tego plazmidu
znajduje sie wiecej niz dziesie¢ miejsc restrykcji dla Eco Rl. Godna uwagi wydaje sie
stabilnos¢ tego pozachromosomalnego elementu i odporno$¢ na dziatanie nukleaz
przejawiajaca sie w wyraznie zarysowanych prazkach na zelu. Ze wzgledu na swéj duzy
rozmiar pG3 wystepuje w komorce prawdopodobnie w niewielkiej liczbie kopii, lecz wydaje
sie prawdopodobne istnienie mechanizmu zapobiegajacego utracie plazmidu w czasie
replikacji i podziatu na komérki potomne.

k/Hind 111 1 2 3 4 X ladder

Rys. 3. Elektroforeza jednokierunkowa plazmidowego DNA wyizolowanego ze szczepu G 3 meuawionego (1)
i trawionego enzymem Eco RI (2) oraz elektroforeza PFGE nietrawionego (3) i trawionego nukleazg Sl
(4). Wielkos¢ fragmentéw DNA jest podana w tysiagcach par zasad

Fig. 3. Unidirectional electrophoresis of plasmid DNA from G3 strain; undigested (1) and digested with

Eco Rl (2) and PFGE electrophoresis undigested (3) and digested with nuclease S1 (4). Fragments size
is expressed in kilobase pairs

Trawienie plazmidu wyizolowanego z komoérek szczepu P30.1 (rys.4) restryktazg
Eco RI powoduje powstanie dwoéch fragmentéw o dtugosci 3,8 i 2,2 kbp. tgczna diugos¢ obu
fragmentéw, okres$lajgca rozmiary pP30.1, wynosi 6 kbp. Trzy prazki widoczne na $ciezce
probki niepoddanej trawieniu obrazujg trzy formy konformacyjne tego samego DNA obecne
po preparatyce. Najszybciej migruje w zelu w warunkach elektroforezy forma superskrecona
(sc), za$ najwolniej porusza sie konformacja kolista zrelaksowana (oc). Srodkowy prazek
charakteryzujacy sie najstabsza fluorescencjg przypisano obecnosci niewielkiej ilosci formy
liniowej (1), na co wskazuje dodatkowo wielko$¢ tej czasteczki DNA, szacowana na 6 kbp. Ze
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wzgledu na swoje male rozmiary i stad znaczng szybkos¢ migracji niemozliwa byta analiza
pP30.1 metodg PFGE wg przyjetych parametrow.

AHiiul W 12

Rys. 4. Elektroforeza jednokierunkowa plazmidowego DNA wyizolowanego ze szczepu P 30.1 nietrawionego
(1) i trawionego enzymem Eco RI (2). Wielkos$¢ fragmentéw DNA podanajest w tysiacach par zasad

Fig. 4. Unidirectional electrophoresis of plasmid DNA from P 30.1 strain; undigested (1) and digested with
Eco RI (2). Fragments size is expressed in kilobase pairs

A/Hind 111 1 2 3 4 A ladder

Rys. 5. Elektroforeza jednokierunkowa plazmidowego DNA wyizolowanego ze szczepu R 5 nietrawionego (1) i
trawionego enzymem Eco Rl (2) oraz elektroforeza PFGE nietrawionego (3) i trawionego nukleazg Sl
(4). Wielko$¢ fragmentéw DNA jest podana w tysiacach par zasad

Fig. 5. Unidirectional electrophoresis of plasmid DNA from R 5 strain; undigested (1) and digested with

Eco RI (2) and PFGE electrophoresis undigested (3) and digested with nuclease SI (4). Fragments size
is expressed in kilobase pairs
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Wyizolowanie i okreslenie rozmiaru megaplazmidu pR5 (rys.5) bytlo mozliwe jedynie
dzieki zastosowaniu elektroforezy pulsacyjnej. Wielkos¢ tego plazmidu okreslono metoda
trawienia nukleazgSl i poOzniejszej PFGE na 152 kbp. W warunkach elektroforezy
jednokierunkowej nie obserwowano migracji, a jedynie obecnos¢ DNA w celi zelu.
Dodatkowy problem zwigzany z badaniem pR5 stanowi jego calkowita odpornos¢ na
restrykcje enzymem Eco RI. Podobnie jak w przypadku pG3 zaobserwowano duzg stabilno$¢
czasteczki plazmidowego DNA, cho¢ w czasie przygotowania probek do PFGE zachodzita w
niewielkim stopniu konwersja do formy liniowej. Liczba kopii pR5 w komorce jest niewielka,
ale mozna przypuszczac istnienie mechanizméw zapewniajgcych stabilno$¢ dziedziczenia.

DYSKUSJA

Analizy metodami elektroforezy jednokierunkowej i pulsacyjnej pozwalajg na ocene
rozmiar6w plazmidéw, wrazliwosci na trawienie enzymem Eco RI, a takze sugeruja
informacje o liczbie kopii w komorce, czy stabilnosSci czasteczki w procesie jej dziedziczenia.
Na podstawie przeprowadzonych badan nie sposéb jednoznacznie stwierdzi¢, ze wyizolowane
plazmidy niosg geny zaangazowane w katabolizm weglowodoréw. Wielko$¢ tych elementow
i ich wystepowanie w komaérkach bakterii zdolnych do degradacji zwigzkéw ropopochodnych
stanowig posrednie dowody wspierajgce taka teze.

Duze rozmiary pozachromosomalnych elementéw uczestniczacych w degradacji
weglowodoréw wynikajg z ilosci i ztozonosci struktury biorgcych w nich udziat biatek
enzymatycznych. Plazmid pP30.1 nie nalezy do grupy degradacyjnych, bowiem jego
wielkos¢ ok. 6 kbp nie pozwala na umiejscowienie w nim materialu genetycznego
odpowiedzialnego za funkcjonowanie petnego szlaku metabolicznego. Mozna sadzi¢, ze
niesie on geny opornosci wobec antybiotykéw czy metali ciezkich lub kodujgce proste
enzymy katabolizmu nietypowych substratéw. Intensywny wzrost szczepu P 30.1 w plynnym
podtozu zawierajgcym rope naftowgjako gtéwne zZrddio wegla Swiadczy o obecnosci genéw
katabolizmu weglowodoréw w bakteryjnym chromosomie.

Wielko$¢ informaciji genetycznej niesionej w plazmidzie pA33.3 (65,1 kbp) i stosunkowo
dobre wyniki w badaniach iloSciowych zuzycia substratu weglowodorowego wskazujg na
jego charakter kataboliczny. Plazmid ten koduje prawdopodobnie enzymy uczestniczace w
degradacji jednej z grup zwigzkéw ropopochodnych, zas$ jego stabilno$¢ w warunkach braku
presji selekcyjnej w srodowisku wigze sie ze stosunkowo duzg liczbg kopii w komorce.

Podobiestwo plazmidu pA33.5 do pA33.3 stanowi potwierdzenie powyzszych
spostrzezeh rowniez w odniesieniu do niego. llosciowy stopien degradacji ropy naftowej
siegajacy 30-40% pozwala sadzi¢, ze szczep A 33.5 jest zdolny jedynie do wykorzystywania
niewielkiej czesci catkowitej puli weglowodoréw.

Zastosowanie elektroforezy pulsacyjnej do rozdzialu DNA pozwolito wykluczy¢
obecnos$¢ systemu wieloplazmidowego i jednoznacznie potwierdzi¢ obecnos$¢ pojedynczego
plazmidu w komérkach szczepu G 3. Wielkos¢ pG3 wyznaczona na 112 kbp plasuje go wsréd
typowych opisanych w literaturze plazmidéw degradacyjnych [6, 7, 14, 15], Skonfrontowanie
go ze znanymi plazmidami wymagatoby jednak zidentyfikowania substratow kodowanych w
nim szlakéw i zanalizowania wzoru trawienia innymi niz Eco Rl enzymami restrykcyjnymi
lub wykorzystania technik hybrydyzacji jego DNA z odpowiednimi sondami molekularnymi.
Nizsze niz 50% zuzycie weglowodoréw ropy naftowej nie wyklucza przydatnosci szczepu
G3 w technologiach bioremediacji, gdyz czesto wazniejsze jest usuniecie okreslonej frakcji
(np. WWA) od degradaciji ogolnej puli weglowodorow.
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Plazmid pR5 o wielkosci 152 kbp wykazuje odporno$¢ na trawienie Eco RI, co
uniemozliwito jego analize restrykcyjng. Stopien zuzycia weglowodoréw obecnych w ropie
naftowej przez szczep R 5 wyznaczony eksperymentalnie na ponad 90% przemawia za
katabolicznym charakterem plazmidu, cho¢ nie jest wykluczona obecnos¢ niektérych gendéw
degradacyjnych w chromosomie. Wysoka aktywno$¢ emulgujgca i stabilno$¢ wraz z ww.
cechami czynia ten genetyczny element szczegdlnie atrakcyjnym do dalszych badan.

Opracowanie racjonalnych podstaw manipulowania genami w celu otrzymania
udoskonalonych drobnoustrojéw przydatnych w bioremediacji droga planowej rekombinacji
invivo badZ invitro wymaga prowadzenia dalszych studiéw. Wiele sposréd tych
eksperymentéw, jak np. ustalenie substratbw weglowodorowych zuzywanych przez
poszczegblne szczepy, nie wymaga angazowania kosztownych technik inzynierii genetycznej
Znajomosc¢ spektrum utylizowanych zwigzkéw ma kluczowe znaczenie dla okreslenia stopnia
homologii pozachromosomalnego DNA z kultur posiadanej kolekcji z poznanymi wczesniej
plazmidami degradacyjnymi. Blizsze scharakteryzowanie genoéw i ich biatkowych produktow
u nowych, nieznanych plazmidéw, a takze ewentualne préby rekombinacji DNA in vitro
wymagajg opracowania doktadniejszych map restrykcyjnych dla poszczegdélnych czasteczek.
Kontynuowanie prac w obu powyzszych kierunkach wydaje sie celowe i pozadane, przy czym
podkreslenia wymaga znaczenie technik eksperymentalnych dostosowanych do specyficznych
cech plazmidéw katabolicznych, atakze ich drobnoustrojowych gospodarzy.
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Abstract

The presence of plasmids was confirmed in 24 strains of bacteria degrading hydrocarbons of
petroleum oil by unidirectional gel electrophoresis and megaplasmids were isolated from cells
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Their size and susceptibility to Eco RI digestion
was established for five of them. The PFGE has appeared as an efficient method for isolation
of high molecular DNA from bacterial cells in intact state. The size of four large plasmids
ranges from 59 kbp to 152 kbp. Therefore, their capacity is enough to code some catabolic
pathways. The patterns of Eco RI digestion indicate high similarity of plasmids isolated from
strains A 33.3 and A 33.5. The largest plasmid isolated from the best hydrocarbon degrader
(utilization of over 90% hydrocarbons) is not digested by Eco Rl. The smallest DNA

molecule is of size 6.0 kbp, similar to plasmids coding resistance to antibiotics or heavy
metals.
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