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ROZNORODNOSC CECH FENOTYPOWYCH BAKTERII KODOWANYCH PRZEZ
PLAZMIDY

W zaleznoSci od wielkoSci czasteczki, pla-
zmidy niosa geny kodujace od kilku do kilkuset
roznych bialek. Jednakze, jak juz wspomniatam
w poprzednim artykule, produkty genow o pla-
zmidowej lokalizacji nie s3 niezbedne do wzro-
stu komorki w standardowych (normalnych)
warunkach. Na plazmidach nie znajdziemy
wiec genow kodujacych polimeraze RNA, pod-
jednostki rybosomow, enzymow cyklu Krebsa
itp. W rzadkich przypadkach, gdy na plazmi-
dzie stwierdzamy obecnos¢ tego typu genow,
lub gdy nie jesteSmy w stanie usunac replikonu
uznawanego za plazmid z komorki, mamy pod-
stawy do podjecia rozwazan czy istotnie mamy
do czynienia z plazmidem, czy tez jest to repli-
kon niezbedny do zycia komorki, a wiec chro-

mosom. Przypominam, ze od modelowej zasa-
dy, iz jedna komorka bakteryjna zawiera jeden
chromosom sa wyjatki; przykladem moga by¢
niektore gatunki Rhizobium i Paracoccus.
Geny o lokalizacji plazmidowej daja bakteriom
selekcyjna przewage w pewnych specjalnych
warunkach, czesto wrecz umozliwiajac im
przezycie. Powstaje zatem pytanie, dlaczego
geny te nie sa po prostu czescia chromosomu,
tak aby wszystkie bakterie w sytuacjach niety-
powych mogly odnosi¢ korzyS¢ z ich obecno-
Sci. Dyskusja tego problemu zostanie podjeta
na koncu artykulu, po przedstawieniu
przegladu roznorodnosci funkcji fenotypo-
wych kodowanych przez geny plazmidowe.

TYPY GENOW OBECNYCH NA PLAZMIDACH

Wsrod genow obecnych na plazmidach
mozemy wyr6zni¢ dwa ich podstawowe typy.
Pierwszy, to geny absolutnie niezbedne dla
funkcjonowania plazmidu jako autonomiczne-
go replikonu i obecne w kazdym plazmidzie, a
wiec geny i sekwencje (np. oriV), niezbedne
do replikacji i stabilnego utrzymywania
czasteczki plazmidu w komorce. Drugi typ, to
wszystkie pozostale geny stanowiace ,dodat-
kowe wyposazenie” plazmidu, od ktorych zale-
zy roznorodnos$¢ fenotypow kodowanych
przez plazmidy, lecz ktore nie sa niezbednym
elementem sktadowym kazdego plazmidu. Na

Ryc. 1 w schematyczny sposob przedstawiono
ztozonos$¢ struktury plazmidu, wyrdzniajac w
obrebie jego czasteczki kilka umownych mo-
dutow strukturalno-funkcjonalnych (THOMAS
2000).

Plazmid zawierajacy tylko ,modut replika-
cyjny”, bedzie spetnial kryteria definicji pla-
zmidu, lecz jego obecnosc nie bedzie nadawata
komorce gospodarza zadnych specjalnych fe-
notypowych wlasciwosci odrozniajacych ja od
komorki bezplazmidowej. Bedzie to wiec pla-
zmid sensu stricto kryptyczny. Zwracam uwa-
ge, ze mianem plazmidu kryptycznego okresla-
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Rejon replikacyjny
Geny
zwigzane

z transferem
koniugacyjnym

Geny zwigzane
z warunkowanym
przez plazmid

fenotypem

Sekwencje
insercyjne

Ryc. 1. Typy genOw wystepujace w czasteczce
plazmidowe;j.

Rejon replikacyjny to modut absolutnie niezbedny w
plazmidzie, pozostate grupy genow moga lecz nie
musza by¢ obecne.

my tez zwyczajowo plazmid zidentyfikowany
poprzez wykrycie w komorce fizycznej obec-
nosci DNA plazmidowego, lecz ktorego obec-
noSci nie kojarzymy (na tym etapie analizy) z
okreslona cecha fenotypowa komorki gospo-
darza. Geny warunkujace replikacje czasteczki
plazmidu sa zazwyczaj skupione na jednym
fragmencie DNA plazmidowego, ktory w du-
zych plazmidach stanowi niewielki procent
catego genomu. Identyfikacja takiego fragmen-
tu i wyposazenie go w marker selekcyjny po-
zwala na konstrukcje pochodnej plazmidu za-
wierajacej tylko modut replikacyjny. Taki mini-
malny replikon jest niezwykle przydatny w mo-
lekularnej analizie systemu replikacyjnego pla-
zmidu macierzystego.

Kolejny wyrdzniony zespot genow to geny
odpowiedzialne za horyzontalny transfer pla-
zmidow (autotransfer droga koniugacji lub
transfer ,wspomagany” obecnos$cia innego pla-
zmidu, tzw. mobilizujacego). Sa one bardzo wa-
zne dla mozliwoSci rozprzestrzeniania si¢ pla-
zmidow w Srodowisku, lecz ich brak nie powo-
duje zaburzen w funkcjonowaniu plazmidu w
komorce.

Modut zaznaczony na schemacie jako ,se-
kwencje insercyjne” to okresSlenie umowne; se-
kwencje IS nie sa oczywiScie zgrupowane w
jednej czeSci genomu plazmidowego, stanowia
jednak sktadnik bardzo wazny, odpowiedzial-
ny glownie za wszelkiego rodzaju przegrupo-
wania genow w obrebie czasteczki plazmidu
oraz ich transfer miedzy r6znymi replikonami
w komorce. Czesto sekwencje IS ograniczaja
inne zespoly genoéw (np. opornosciowych)
tworzac duze, zlozone elementy mobilne,
transpozony. O istotnym znaczeniu sekwencji
insercyjnych w funkcjonowaniu i ewolugji pla-
zmidow Swiadczy¢ moze ich stosunkowo duza
(w porownaniu do chromosomow) zawartosS¢
w plazmidach (MAHILLON i wspoélaut. 1999).

Na schemacie najwickszy obszar zajmuje
modut grupujacy geny zwiazane z réznymi ce-
chami fenotypowmi gospodarza, zwykle meta-
boliczno-fizjologicznymi, wynikajacymi  z
obecnosci plazmidu. W konkretnych plazmi-
dach takich genéw moze by¢ rdzna liczba, a
wielkoS¢ obszaru tego modutu ma raczej obra-
zowac ogolny ogromny zakres réznorodnosci
tych cech. W kazdym plazmidzie wystepuje
pewna frakcja sekwencji DNA, ktorych funkgji
nie znamy, pozostaje to prawdziwe nawet w
odniesieniu do plazmidow o kompletnie po-
znanej sekwencji nukleotydowej. Ten obszar
oznaczono jako rejon ,cichy” (ang. silent).

CECHY FENOTYPOWE BAKTERII DETERMINOWANE PRZEZ GENY PLAZMIDOWE

Cech takich jest niezwykle duzo, dlatego
tez dla zwickszenia przejrzystosSci opisu w Ta-
beli 1 zgrupowano je w kilka powszechnie wy-
roznianych typow, aby nastepnie, na wybra-
nych przyktadach omowic niektore z nich bar-
dziej szczegotowo.

OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI I
CHEMIOTERAPEUTYXKI

Cecha opornosci bakterii, zwtaszcza choro-
botworczych, na antybiotyki jako najbardziej

bezposrednio ,dotykajaca” czlowieka, byta od
dawna i wciaz jest przedmiotem bardzo inten-
sywnych badan naukowcOw na calym Swiecie.
Cecha lekoopornosci jest tez fenotypem bakte-
rii najpowszechniej kojarzonym z obecnoscia
w nich plazmidéw z grupy tzw. opornoscio-
wych (plazmidy R), chociaz nalezy pamig¢tac,
ze geny warunkujace opornos¢ bakterii na an-
tybiotyki moga by¢ tez zlokalizowane w chro-
mosomie komorki. Jednak opornos¢ kodowa-
na plazmidowo istotnie jest przedmiotem
szczegolnego zainteresowania, co wynika z kil-
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Tabela 1. Przyktady fenotypow zaleznych od obecnosci plazmidow

Fenotyp Plazmid Naturalny gospodarz
Opornosé¢ na antybiotyki i inne leki
Tetracyklina RP4 Pseudomosnas aeruginosa
NR1 Shigella flexneri
Streptomycyna R6K Proteus retigeri
Chloramfenikol R938 Serratia marcescens
Penicylina ROK Proteus rettgeri
Erytromycyna pIP1527 Escherichia coli
Sulfamidy pSa Shigella sp.
Opornos¢ na jony metali ciezkich
Rtec NR1(Tn21) Shigella flexneri
pI258 Staphylococcus aureus
Kadm, cynk, kobalt pMOL30 Ralstonia eutropha
Miedd pRJ1004 Pseudomonas syringae
Arsen R773 Escherichia coli
Produkcja antybiotykow i bakteriocyn
Metylenomycyna pSCP1 Streptomyces coelicolor
Kolicyna E1 ColE1 Escherichia coli
Kloacyna DF13 CloDF13 Enterobacter cloaceae
Megacyna BII PSE203 Bacillus megaterium
Katabolizm toksycznych zwigzkow
Toluen TOL (pWWO) Pseudomonas putida
(inne przyklady — patrz Tabela 2)
Patogennos¢ bakterii
Produkcja hemolizyny pJH1 Streptococcus faecalis
Czynnik wirulencji pX01 Bacillus anthracis
Antygen kolonizacyjny pK88 Escherichia coli
Adhezyna YadA pYV Yersisnia spp.
Wirulencja pMYSGG6000 Shigella flexneri 2a
Interakcje z roslinami
Rakowate guzy roslin pTi Agrobacterium tumefaciens
Kedzierzawos¢ korzeni pRi Agrobacterium rhizogenes
Tworzenie brodawek korzeniowych pPN1 Rhizobium leguminosarum
Wiazanie azotu pLJ1007 Rhizobium leguminosarum
Zdolnos$¢ do koniugacji
F Escherichia coli
RK2 Klebsiella aerogenes
NR1 Shigella flexneri
pAD1 Enterococcus fecalis
pSCP1 Streptomyces coelicolor
Inne wlasciwosci
Tworzenie pecherzykow gazowych pHH1 Halobacterium sp.
Pigmentacja pPL376 Erwinia herbicola
Fermentacja laktozy pLM3601 Streptococus cremoris
Wykorzystywanie sacharozy CTnscr94 Salmonella senftenberg

ku powodow. Po pierwsze, bardzo czesto pla-  Snie, co a priori stwarza utrudnienie w terapii,
zmidy niosa genetyczne determinanty oporno-  po drugie, w naturalnych plazmidach oporno-
Sci na wiecej niz jeden antybiotyk rownocze- Sciowych genetyczne determinanty opornosci
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na antybiotyki sa czesto czeScia sktadowa ru-
chomych elementéw genetycznych, transpo-
zonow. Ponadto plazmidy opornosSciowe sa
zwykle zdolne do koniugacyjnego transferu
swego DNA. Wszystkie te cechy sprzyjaja nie-
bezpiecznemu rozprzestrzenianiu si¢ cechy
opornosci na antybiotyki w Srodowisku (takze
szpitalnym!).

Poniewaz problemowi plazmidowo kodo-
wanej opornoSci na antybiotyki poswi¢cony
jest oddzielny artykut (patrz art. J. PORTYKUS w
tym zeszycie KOSMOSU), w tym miejscu po-
przestane na podkresleniu kilku waznych ogol-
nych aspektOw tego zagadnienia. Najogolniej
mowiac antybiotyki mozna podzieli¢ na kilka
kategorii w zaleznosSci od mechanizmu ich
dzialania: takie ktore (i) oddzialuja na synteze
Sciany komorkowej bakterii (B-laktamy), (ii)
naruszajace integralnoS¢ blony cytoplazma-
tycznej (polimyksyna), (iii) hamujace metabo-
lizm kwasow nukleinowych (kwas nalidykso-
wy, aktynomycyna D) lub (iv) hamujace synte-
ze biatek (chloramfenikol, streptomycyna).
Bakterie wyksztatcity szlaki opornosci tak roz-
norodne, ze potrafia one zapobiec skuteczne-
mu dzialaniu kazdego z wymienionych mecha-
nizmow. Opornos¢ na antybiotyk wynikac
moze na przyktad z: (i) detoksyfikacji lub inak-
tywacji antybiotyku, (ii) zmniejszenia poziomu
pobierania antybiotyku lub jego aktywne usu-
wanie z komorki, (iii) nadprodukcji komoérko-
wego celu dzialania antybiotyku (tzw. tarczy),
lub z jej modyfikacji, (iv) wytworzenia zastep-
czego wobec zahamowanego przez antybiotyk
kompletnego szlaku metabolicznego lub tylko
jego zablokowanego etapu, czyli tzw. mecha-
nizm ,bypass”. Tylko niektore z drog zyskiwa-
nia opornosci na antybiotyk moga wynikac z
pojedynczej mutacji istniejacego w komorce
genu. W wickszoSci przypadkéw wymagane
jestuzyskanie nowego genu (lub kilku genow),

genow te pochodza od mikroorganizmow pro-
dukujacych antybiotyki, u ktérych stanowia
one naturalne zabezpieczenie przed zaboj-
czym dzialaniem wlasnego metabolitu.

OPORNOSC NA JONY METALI CIEZKICH

Obecnos$¢ w Srodowisku kationOw metali
ciezkich (rteci, niklu, olowiu, kadmu, bizmutu,
antymonu czy srebra) oraz niektorych anio-
now (arsenianow, boran6éw, chromianow) nie
jest rzadka w okolicach uprzemystowionych.
Sa to zwiazki wysoce toksyczne dla wszystkich
organizmow zywych, takze dla wiekszoSci bak-
terii. Jednak z gleb i wod zanieczyszczonych
tymi zwiazkami izolowane sa bakterie oporne
na ich dzialanie, a najczesciej opornosc¢ ta wa-
runkowana jest obecnoscia plazmidow. W wie-
Iu przypadkach mechanizmy opornoSci na
jony metali ciezkich zostaly poznane bardzo
doktadnie. Szczegolnie ciekawy jest system ge-
netyczn}/erarunkuja{cy opornos¢ bakterii na
jony Hg” oraz organiczne zwiazki rteci. Enzy-
my uczestniczace w detoksyfikacji tych
Zwiazkow tworza tzw. operon mer i sa najcze-
Sciej zlokalizowane na transpozonach (najle-
piej poznane to Tn501 z Pseudomonas aerugi-
nosa i Tn21 z plazmidu NR1 Shigella flexneri).
Najistotniejsza cecha mechanizmu opornosci
bakterii na jony rteci jest wytworzenie wysoce
specyficznego systemu transportu zwigzkow
rteci do wnetrza komorki, gdzie sa one, z
udzialem reduktazy rtecianowej, prze-
ksztalcane w mniej toksyczna i lotna forme
Hgo. W przypadku organicznych zwiazkow rte-
ci, system wyposazony jest w dodatkowy en-
zym, liaze¢, uwalniajacy rte¢ w formie jonowej
przed jej redukcja do formy Hgo (MISRA 1992).
Genetyczna organizacja operonu mer pokaza-
na jest na Ryc. 2.

| merR | |OP”merT ”merP”

merA ” merD |

Ryc.2. Genetyczna organizacja operonu mer (I'n501) warunkujacego opornos¢ na jony rteci.

Geny merT i merA odpowiadaja za transport jonow Hg>» do wnetrza komorki, gen merA koduje reduktaze rtecia-
nowa, a geny merR i merD pelnia funkcje regulacyjne, OP — to rejon operatora i promotora.

co, podobnie jak w sytuacji pojawiania si¢ wie-
lorakiej opornosSci jest najczeSciej zwiazane z
wprowadzeniem do komorki plazmidu opor-
noSciowego. Oczywiscie nie wyjasnia to ,pier-
wotnego” zrodla genow determinujacych
opornosci niesionych przez plazmid. Aktual-
nie powszechnie akceptowana jest hipoteza, iz

Na catkowicie innych zasadach ogiera sie
mechanizm opornoSci na Ca i Co®" i zn*"
(NIES 1992). W tym przypadku, obecne w Sro-
dowisku toksyczne jony wnikaja do wnetrza
komorki niespecyficznie lub przez systemy
transportujace jony Mg i Jezeli w komorce
obecny jest jeden z plazmidow kodujacych
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tzw. system CZC, to jony ktore wniknety do ko-
morki ulegaja specyficznemu transportowi na
zewnatrz. Jednym z najdoktadniej scharaktery-
zowanych plazmidow odpowiedzialnych za
opornos¢ bakterii na jony kadmu, kobaltu i
cynku jest bardzo duzy (238 kb) plazmid
pMOL30 zidentyfikowany w Ralstonia eu-
tropha (MERGEAY i wspoétaut. 1985). Rycina 3
ilustruje zasad¢ opornosci tej bakterii na jony
kadmu, cynku i kobaltu warunkowana obecno-
Scia plazmidu pMOL30.

+ + 2t

an Cd

+ + 2
Co2 an Cd

Ryc. 3. System opornoSci Ralstonia eutropha na

kobalt, cynk i kadm warunkowanej przez
pMOL30. Zasady funkcjonowania — w tekScie.

Czytelnikow zainteresowanych problema-
mi plazmidowo kodowanej opornosci na sole
metali ciezkich odsylam do posSwieconego
temu tematowi calego numeru specjalistyczne-
go czasopisma ,Plasmid” 1/1992 oraz do arty-
kutow przegladowych (SILVER i MISRA 1988,
SILVER 1996, SILVER i PHUNG 1996).

PRODUKCJA BAKTERIOCYN

Zdolnos¢ pewnych bakterii do produkcji
antybakteryjnych czynnikow zdolnych do zabi-
jania jedynie szczepow blisko spokrewnio-
nych, lecz niezdolnych do produkcji tychze
czynnikOw opisana zostata juz w 1925 r. przez
belgijskiego mikrobiologa Andre Gratia jako
tzw. ,principle V” (ang. virulence, gdyz produ-
cent tego czynnika byl jednoczes$nie wirulent-
ny w stosunku do $win). Czynniki te okreslane
obecnie ogolnie mianem bakteriocyn (lub koli-
cyn, jezeli producentami sa szczepy Escheri-
chia coli) syntetyzowane sa najczeSciej pod

kontrola genetyczna genéw zlokalizowanych
na plazmidach, ktore jednoczeSnie niosa gene-
tyczne determinanty opornosci (ang. immuni-
ty) producenta na dziatlanie obecnej w Srodo-
wisku bakteriocyny (BAREFOOT i wspolaut.
1992, JOERGER i wspotaut. 2000). Pod wzgle-
dem chemicznym bakteriocyny to substancje
biatkowe o masie 20-90 kDa, chociaz znane s3
tez tzw. mikrocyny o masie <1 kDa. Mechanizm
dziatania bakteriocyn na komorki obejmuje za-
burzenia struktury i funkcji membran, tzw. de-
polaryzacje (np. kolicyna E1), uszkodzenia
DNA (np. kolicyna E2 dzialajaca jako niespecy-
ficzna endonukleza), lub hamowanie syntezy
biatek poprzez inaktywacje rybosomowego
RNA (kolicyna E3 i kloacyna DF13). Bakterio-
cyny, jako substancje antybakteryjne o bardzo
waskim (w odroznieniu od ,prawdziwych” an-
tybiotykow) spektrum dziatania, nie znalazly
szerszego zastosowania praktycznego. Zasad-
niczo jedynie produkowana przez Lactococcus
lactis nizyna (ktora jest jednak kodowana
przez geny chromosomowe) znalazia prawnie
usankcjonowanie zastosowanie jako konser-
want zywnosSci. Proby stosowania bakteriocyn
w medycynie weterynarii sa wcigz w stadium
niezbyt zaawansowanym.

Systemy genetyczne determinujace pro-
dukcje bakteriocyn (np. kolicyny E1 kodowa-
nej przez plazmid ColE1 czy kloacyny kodowa-
nej przez plazmid CloDF13) sa jednak niezwy-
kle ciekawe w swojej organizacji i regulacji i
chocby z tego powodu wzbudzaja duze zainte-
resowanie badaczy (LURIA i SUIT 1992). Zespot
genow stanowiacych ,kasete kolicynowa” pla-
zmidu ColE1 przedstawiony jest na Ryc. 4. Cie-
kawa cecha systemu jest to, ze wytwarzanie ko-
licyny jest zabojcze dla producenta, gdyz uwol-
nienie produktu genu cea do Srodowiska
zwiazane jest z liza komorki przy udziale pro-
duktu genu &il. Jednak caly ten zlokalizowany
na plazmidzie system jest w stanie represji wy-
nikajacej z zablokowania glbwnego promotora
(Pcop przez komorkowe biatko LexA, i prak-
tycznie w populacji nie wiecej niz 10'3 komo-
rek na generacje produkuje aktywnie kolicyne
iwwyniku ,samobojczego aktu” wydziela ja do
srodowiska. Komorki nie produkujace aktual-
nie kolicyny, lecz niosace plazmid ColEl, sa
chronione przed dzialaniem egzogennej koli-
cyny dzieki funkcji produktu genu émm, (ule-
gajacemu ekspres;ji takze z wlasnego promoto-
ra, patrz Ryc. 4), natomiast eliminacji ze srodo-
wiska ulegaja pokrewne bakterie bezplazmido-
we. Wszelkie sytuacje powodujace zniszczenie
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represora (biatka LexA), a wiec indukujace ko-
morkowy system SOS uruchamiaja jednocze-
$nie lawinowa produkcje kolicyny przez cala
populacje niosacych plazmid bakterii. Biolo-
giczny sens zjawiska bakteriocynogenii rozwa-
zany jest glownie w aspekcie roli tego zjawiska
w Srodowisku, w ktorym bakterie dysponujace
takim ,egzotycznym” mechanizmem zyskuja
przewage selekcyjna nad wspolistniejacymi
bakteriami bezplazmidowymi (RILEY i GOR-
DON 1999).

Pcol PO - ——————————

mystowych zwiazkow to substancje toksyczne.
Z bakterii zyjacych w zanieczyszczonych gle-
bach, wodach i osadach dennych izolowano
plazmidy niosace geny kodujace szlaki metabo-
liczne odpowiedzialne za degradacje zar6wno
prostych zwiazkOow organicznych, jak np. alifa-
tyczne (oktan), jednopierScieniowe aroma-
tyczne (fenol, toluen) weglowodory, zwiazki
aromatyczne wielopierScieniowe (naftalen, bi-
fenyl) i heterocykliczne (nikotyna) jak rOwniez
licznych, bardzo toksycznych ich chloropo-

_______________ >
imm kil
_____ -0 <« Plrnm

Ryc. 4. Schemat ,kasety kolicynowej” plazmidu ColEl.

Gen cea — koduje biatko kolicyny ColE1, imm — biatko ,immunity”, kil — biatko lityczne, uwalniajace kolicyne z
komorki. P« — indukcyjny promotor catego systemu, P... — niezalezny promotor genu imm.

Zjawisko bakteriocynogenii jest doSC po-
wszechne wsrod roznych grup bakterii i w wie-
kszoSci przypadkow jest zwiazane z obecno-
Scia plazmidow. Najlepiej poznane sa plazmidy
warunkujace synteze¢ kolicyn. Wyrdzniamy w§-
rod nich dwie grupy; mate plazmidy niekoniu-
gacyjne (ColE1, CloDF13) oraz duze plazmidy
koniugacyjne, ktore czesto determinuja pro-
dukcje wiecej niz jednej kolicyny, a takze niosa
geny opornoSci na antybiotyki oraz geny wiru-
lencji (Collb, Colla, ColV).

Co ciekawe, najpopularniejszy plazmid ko-
licynogenny, opisany wyzej ColE1, swa ,stawe”
zawdziecza nie tyle zjawisku kolicynogenii, ile
mozliwosci prostego dostosowania jego
czasteczki do roli wektora do klonowania ge-
now. System replikacyjny typu ColE1 obecny
jest w wielu wektorach, zarowno ogolnego
(np. pBR322), jak i specjalistycznego (pUC18,
pBluScript, pTZ19U itp.) zastosowania.

BIODEGRADACJA TOKSYCZNYCH ZWIAZKOW
ORGANICZNYCH (PLAZMIDY KATABOLICZNE)

Ogolnie znana jest nieograniczona wrecz
rola bakterii w procesach biodegradacji gro-
madzacej si¢ w Srodowisku materii organicz-
nej w wyniku wykorzystywania tychze
zwiazkow jako Zrodet wegla i energii. Jednak
wiele naturalnych lub syntetyzowanych w pro-
wadzonych przez cztowieka procesach prze-

chodnych (WALLACE i SAYLER 1992, TOP i
wspotaut. 2000, HAY i wspotaut. 2000). Plazmi-
dy takie okreSlamy ogolng nazwa plazmidow
degradacyjnych  lub  katabolicznych, a
przyktady degradowanych z ich udzialem
zwigzkow przedstawione sa w Tabeli 2.

Szlaki kataboliczne prowadzace do prze-
ksztatcenia toksycznych substancji w metaboli-
ty posrednie, ktore moga by¢ nastepnie wpro-
wadzone do tzw. metabolizmu podstawowego
sa zwykle dos¢ skomplikowane i moze w nich
uczestniczy¢ nawet kilkanascie enzymow ko-
dowanych przez geny o plazmidowej lokaliza-
¢ji. Ogolne wyobrazenie o roli plazmidow de-
gradacyjnych w katabolizmie toksycznych
zwiazkOw organicznych daje schemat na
Ryc. 5. Widac tu jednoczesnie, ze w wielu przy-
padkach waznym metabolitem posrednim jest
katechol, ktory dalszym przemianom moze ule-
ga¢ w dwojaki sposob: wedlug szlaku meta-
kodowanego przez geny plazmidowe lub orto-
kodowanego przez geny chromosomowe. Jed-
nym z najlepiej scharakteryzowanych szlakow
degradacji fenolu jest plazmidowo kodowany
system obecny w Pseudomonas sp.CF600. Na
plazmidzie pVI150 obecnym w tym szczepie zi-
dentyfikowano 16 genéw zorganizowanych w
jeden operon dmp, poznano produkty tych ge-
now, ich funkcje i sposob regulacji (PAW-
LOWSKI i SHINGLER 1994).

Nalezaloby wspomnied¢, ze pierwszym zi-
dentyfikowanym w 1974 r. plazmidem degra-
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Tabela 2. Przyktady toksycznych zwiazkOw (naturalnych i syntetycznych) degradowanych pod kon-

trola genow plazmidowych

Nazwa degradowanego zwiazku Plazmid Szczep bakterii
Oktan, dekan OoCT Pseudomonas oleovorans PpG6
Niecykliczne izoprenoidy PSRQ50 Pseudomonas putida PPU2
Salicylan SAL1 Pseudomonas putida R1
Benzen pPWW174 Acinetobacter calcoaceticus
Anilina pCIT1 Pseudomonas sp. CIT1
Styren PEG Pseudomonas putida ST
Bifenyl pPWW100 Pseudomonas sp. CB406
Nikotyna NIC Pseudomonas convexa Pcl
Dibenzotiofen pDBT2 Pseudomonas alcaligenes DBT2
Chlorobenzen pP51 Pseudomonas sp. P51
Kwas 3-chlorobenzoesowy (3CBA) pBR6O Alcaligenes sp. BR60
Kwas para-toluenosulfonowy pTSA Comamons testosteroni T-2
Polichlorobifenyle (PCBs) pSS60 Achromobacterium sp.

pKF1 Arthrobacter sp.
Oligomer nylonu pOAD2 Flavobacterium sp.
Paration pCS1 Pseudomonas diminuta
Kwas dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) pJP4 Ralstonia eutropha

dacyjnym byt plazmid TOL (117 kb) z Pseudo-
monas putida, ktoremu nastepnie nadano
symbol pWWO i stal si¢c on prototypem duzej
grupy plazmidow , TOL” odpowiedzialnych za
degradacje toluenu i jego pochodnych. Pierw-
sza czeS¢ szlaku katabolizmu toluenu (tzw. gor-
ny operon), prowadzaca do przemiany tolu-
enu do katecholu, jest przedstawiona na

toluen

kamfora * naftalen

p-krezol

benzen l salicylan
katechol

szlaki zalezne
od genéw plazmidowych

szlaki zalezne
od genéw chromosomowych

METABOLIZM PODSTAWOWY

Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie roli pla-
zmidoéw katabolicznych w szlakach degradacji
zwiazkow toksycznych.

Ryc. 6. Geny kodujace enzymy szlakow degra-
dacyjnych zgrupowane w operony sa Cz¢sto
zlokalizowane na transpozonach, co pozwala
na ich efektywny transfer mi¢dzy obecnymi w
komorce replikonami, a takze na horyzontalne

rozprzestrzenianie si¢ w sSrodowisku nawet je-
zeli plazmid bedacy pierwotnym no$nikiem
transpozonu nie moze replikowac sie¢ w no-
wym gospodarzu (TAN 1999). Przyklady trans-
pozonoéw katabolicznych to Tn4651 (z
pPWWO), Tn4655 (z plazmidu NAH7), Tn5280
(z pP51 — degradacja chlorokatecholu),
Tn4371 (obecny w wielu plazmidach IncP1).

Plazmidy kataboliczne sa niezmiernie wa-
zne z praktycznego punktu widzenia. Znajduja
one szerokie zastosowanie w procesach biore-
mediacji. Wiele z nich postuzyto do konstruk-
¢ji chronionych patentami systemow wyko-
rzystywanych w profesjonalnych urzadze-
niach usuwajacych zanieczyszczenia ze Scie-
kow, gleby wokot zaktadow przemystowych i
innych skazonych miejsc.

CECHY ZWIAZANE Z PATOGENNOSCIA BAKTERII
WOBEC CZLOWIEKA I ZWIERZAT

Genetyczna determinacja zjawiska pato-
gennoSci bakterii (czyli ich zdolnosSci do
wywolywania chorob) to problem bardzo
ztozony. Wiele sposrod czynnikow odpowie-
dzialnych za patogennoS¢ bakterii, czyli tzw.
czynnikow wirulencji, jest kodowanych przez
geny umiejscowione na plazmidach. Nalezy
jednak zdac sobie sprawe, ze czynnikow ktore
mozemy uwazacC za zwiazane z chorobotwor-
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TOLUEN

ALKOHOL
BENZYLOWY

ALDEHYD
BENZYLOWY

BENZOESAN
W
HOOC _ OH
H

1-2 DIHYDROKSY-
CYKLOHEKSADIENO
KARBOKSYLAN ¢®

OH

©/OH

KATECHOL

szlak meta- szlak orto-
(plazmidowy) (chromosomowy)
aldehyd octowy acetylokoenzym A
+ +
pirogronian bursztynian

Ryc. 6. Szlak degradacyjny toluenu determinowa-
ny przez geny zlokalizowany na plazmidzie
PWWO.

Enzymy przeprowadzajace kolejne reakcje: (1) mono-
ksygenaza ksylenowa, (2) dehydrogenaza alkoholu
benzylowego, (3) dehydrogenaza aldehydu benzylo-
wego, (4) oksygenaza toluenianowa, (5) dehydroge-
naza dwuhydroksycykleheksadienokarboksylenowa.

czoscia jest wiele. Jednym z omawianych juz
czynnikow jest chociazby cecha opornoSci
bakterii na antybiotyki. OczywiScie brak tej ce-
chy nie zmienia zdolnoSci patogenu do
wywolania choroby, ale jej wyst¢epowanie
stwarza ogromne problemy w terapii. Wsrod
czynnikOw bezposrednio zaangazowanych w
proces wywolywania choroby, kodowanych
przez geny plazmidowe, mozemy wyroznic
zdolnos¢ do adhezji do powierzchni odpo-
wiednich komorek atakowanej tkanki i ewen-
tualnej penetracji do wnetrza komorki, roz-
przestrzenianie si¢ miedzy komorkami (czyli
inwazyjnos¢ patogena), zdolnos¢ do produkcji
roznego typu toksyn, opornos¢ na antybakte-
ryjne czynniki obecne w surowicy (ang. serum
resistance) itp.

Dla zilustrowania roli plazmidow w proce-
sach patogenezy bardzo spektakularne (aczkol-
wiek dobrane zupelnie arbitralnie) sa zjawiska
zwiazane z ,wirulencyjnymi” plazmidami po-
pularnych enteropatogenow takich jak Salmo-
nella i Shigella, a takze rola plazmidow w ,uzja-
dliwianiu sie” szczepoOw nieszkodliwego ko-
mensala, mieszkanca naszego jelita, czyli
pateczki okreznicy, E. coli (BAHRANI- MOUGEOT
i DONNENBERG 2000).

Na przyktadzie chorobotwoérczych szcze-
pOw Salmonella i Shigella mozemy przesledzic
tez bardzo ciekawe zjawisko wspotdziatania
genow chromosomowych i plazmidowych w
warunkowaniu  zdolnoSci  bakterii  do
wywolania kompletnego procesu chorobowe-
go. Bakterie z rodzaju Salmonella sa jedna z
najczestszych przyczyn zakazen pokarmowych
(dur brzuszny, dur rzekomy) przejawiajacych
si¢ jako zapalenia jelita cienkiego lub grubego,
ale takze sa odpowiedzialne za znacznie gro-
zniejsze tzw. infekcje systemowe u ludzi i
zwierzat. Wiele genow zwigzanych z wirulen-
cja, zwlaszcza tych wymaganych do adhezjii in-
wazji komorek nabtonka, ale takze odpowie-
dzialnych za opornoS¢ na fagocytoze odnale-
ziono w tzw. wyspach patogennoSci (SPI) w
chromosomie (MARCUS i wspotaut. 2000). Jed-
nak powszechna jest takze obecnoS¢ w roz-
nych serowarach Salmonella tzw. ,plazmidow
wirulencji” (ROTGER i CASADESUS 1999). Sa to
plazmidy heterogenne, zazwyczaj duze (50 —
ponad 200 kb), lecz wiele z nich zawiera kon-
serwanty (~8 kb) region, w ktorym zlokalizo-
wany jest operon spv, ktorego produkty wyma-
gane sa do kolonizacji gtebiej potozonych tka-
nek. Potwierdza to fakt, ze szczepy bezplazmi-
dowe wywotluja objawy zapalne jelita, lecz nie
sa zdolne do infekcji systemowej. Kilka spo-
srod plazmidow wirulencji Salmonella (np.
pSLT, 94 kb plazmid z S. typhimurium LT2 oraz
plazmidy pHCM1 i pHCM2 z S. enterica CT18)
zostalo kompletnie zsekwencjonowanych, a
poniewaz od niedawna znana jest takze kom-
pletna sekwencja nukleotydowa chromoso-
mow szczepow LT2 i CT'18 nalezy spodziewac
sie znacznego postepu w zrozumieniu moleku-
larnych mechanizmoéw wirulencji tego patoge-
na, w tym takze roli genéw plazmidowych w
tym zjawisku.

Takze wiekszo$¢ genow wirulencji odpo-
wiedzialnych za chorobotworczosS¢ Shigella
spp- gtdwnego czynnika etiologicznego bakte-
ryjnych dezynterii, zlokalizowanych jest na du-
zych, ~220 kb plazmidach obecnych we
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wszystkich chorobotworczych szczepach Shi-
gella oraz enteroinwazyjnych szczepach
E. coli. W 2001 r. poznano kompletna sekwen-
cje nukleotydowa jednego z plazmidow wiru-
lencji Shigella (pWR501 z S. flexneri, VENKA-
TESAN i wspotaut. 2001); okazalo sie, ze geny
zwiazane z wirulencja stanowia az 35% jego ge-
nomu. Geny te zgrupowane sa w funkcjonalne
zespoly. Na przyktad na ~30 kb fragmencie
DNA plazmidowego zlokalizowane sa geny ipa
(ang. invasion plasmid antigens) kodujace
biatka niezbedne do adhezji (IpaD) i inwazji
(Ipa A,B,C), oraz geny mxi (10 loci) i spa — ge-
netyczne determinanty specyficznego systemu
sekrecyjnego tych bialek. Na innym fragmen-
cie plazmidu zgrupowane s3a geny warun-
kujace miedzykomorkowe rozsiewanie si¢
bakterii (icsA i icsB). Natomiast wiele genow
regulacyjnych catego systemu mieSci sie¢ w
chromosomie. ROwniez chromosomowa loka-
lizacje maja geny kodujace letalna cytotoksyne
produkowana tylko przez S. dysenteriae (tzw.
Shiga toxin) odpowiedzialna za wywolywanie
najciezszego przejawu shigellozy, tzw. zespotu
HUS (ang. hemolytic uremic syndrome), pro-
wadzacego do trwatego uszkodzenia nerek
oraz powaznych symptomOw neurologicz-
nych. Nieplazmidowa lokalizacja genoéw ko-
dujacych te toksyne jest dla cztowieka ,korzyst-
na”, obniza bowiem prawdopodobienstwo
przenoszenia si¢ tego niebezpiecznego fenoty-
pu do szczepow innych enteropatogenow.

Wiele zjadliwych, tzw. enteropatogennych
(EPEC) szczepow E. coli, wywoluje objawy po-
dobne do zakazen Shigella spp.; w nich stwier-
dzono obecnos¢ plazmidow (podobnych do
wirulencyjnych plazmidow Shigella) odpowie-
dzialnych za niektore objawy chorobowe, inne
wynikaja z ,pojawienia si¢” w chromosomie
WYSp patogennosci.

Kilka lat temu duze zainteresowanie wzbu-
dzal izolowany w 1982 r. enterohemokrwo-
toczny (EHEC) szczep E. coli oznaczony sym-
bolem O157:H7. Produkuje on dwie grozne
werotoksyny (STX-1 i STX-2), podobne do
wspomnianej wyzej toksyny ,Shiga toxin”, a za-
chorowac¢ mozna po spozyciu pokarmu zaka-
zonego bardzo malg dawka bakterii (10-100
komorek), trudna do wykrycia w czasie rutyno-
wej kontroli procesu technologicznego (np.
produkcji hamburgeréw). Dla analizowanego
tematu wazna jest informacja, ze szczep ten
niesie 93 kb plazmid (pO157) kodujacy szereg
cech zwigzanych z patogennoscia swego go-
spodarza (BURLAND i wspotaut. 1998).

Przedstawione przyklady nie wyczerpuja
tematu — moim celem byto jedynie zasygnalizo-
wanie roli plazmidow w tak waznym i bezpo-
srednio dotykajacym cztowieka temacie jakim
jest genetyczna determinacja procesOw pato-
genezy. Przyklady innych plazmidowo-kodo-
wanych cech odgrywajacych role w zdolnosci
bakterii do wywolywania procesu chorobowe-
go zamieszczono w Tabeli 1.

INTERAKCJE BAKTERII Z KOMORKAMI
ROSLINNYMI

Niewatpliwie najlepszym modelowym
ukladem do zaprezentowania tematu zawarte-
go w tytule rozdzialu jest analiza roli duzych
(>200 kb) plazmidow Ti oraz Ri w genetycz-
nym uwarunkowaniu procesu powstawania
rakowatych narosli (ang. crown gall tumors)
lub wlosowatosci/kedzierzowatoSci korzeni
(ang. hairy roots) w wyniku infekcji rosliny
(najczeSciej dwuliSciennej) przez szczepy
Agrobacterium tumefaciens lub A. rhizogenes.
Jest to system bardzo ztozony, wymagajacy
wspotdzialania wielu genéw chromosomo-
wych i plazmidowych bakterii, lecz jego efekt
biologiczny jest unikatowy — czeS¢ genomu
plazmidowego, fragment okreSlany jako
T-DNA, zostaje wprowadzony w procesie spe-
cyficznego rodzaju koniugacji, warunkowane-
go przez zespot plazmidowych genow vir do
komorki roslinnej, aby nastepnie wniknac¢ do
jej jadra komorkowego i trwale wbudowac si¢
do chromosomowego DNA. Konsekwencja tej
integracji jest indukcja niekontrolowanych po-
dzialow komorek prowadzacych do utworze-
nia rakowatego guza u nasady todygi roSliny
(Ti plazmid), ale takze do syntezy specyficz-
nych substancji (typu opin lub nopalin) stano-
wiacych unikatowe Zrodlo substancji odzyw-
czych dla bakterii niosacych plazmid (Ti lub
Ri) wyposazony w geny umozliwiajace katabo-
lizm tych wtasnie zwiazkow.

Naszkicowany tutaj krotki zarys procesu
jest rozbudowany w odrebnym artykule (patrz
art. A. ZIEMIENOWICZ w tym zeszycie KOS-
MOSU), tamze mozna znalez¢ odsytacze do in-
nych pozygji literatury z tego tematu. Wspo-
mniany artykul przedstawia takze drogi mody-
fikacji tego naturalnego procesu biologiczne-
go dla celow konstrukcji systemu przydatnego
w tworzeniu transgenicznych roslin.

Innym przyktadem udzialu genow plazmi-
dowych w procesach oddzialywania pomiedzy
bakteriami a roS§linami jest zaleznoS¢ pomiedzy
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zdolnoScia roslin motylkowych do wiazania
azotu czasteczkowego z powietrza a ich sym-
biotycznym zwiazkiem z bakteriami z rodziny
Rhizobiaceae, ktore dla uproszczenia okreslam
dalej ogllnym terminem ,rizobia” (FREIBERG i
wspotaut. 1997) Plazmidy w rizobiach wyste-
puja bardzo powszechnie, a niektore z nich sa
bardzo duze, osiagajac wielkoS¢ nawet 1700 kb
(=1,7 Mb), czyli wicksza niz niektore bakteryj-
ne chromosomy. Nawiasem moOwiac, to w sto-
sunku do tych plazmidow zastosowano pier-
wotnie termin megaplazmidy, ktory nastepnie
rozszerzono na inne plazmidy, tez bardzo duze
lecz nie przekraczajace wielkosci 1 Mb (np. wy-
mieniany wyzej megaplazmid pMOL30 — 0,24
Mb). Rizobia wyksztalcily bardzo skompliko-
wane symbiotyczne zwiazki z korzeniami ro-
slin motylkowych, przejawiajace si¢ tworze-
niem brodawek korzeniowych, w ktorych na-
stepuje proces enzymatycznej redukcji azotu
czasteczkowego. Lista genéw ,symbiotycz-
nych” zidentyfikowanych w rizobiach liczy po-
nad 50 pozycji. Wiele sposrod genow determi-
nujacych proces symbiozy mieSci si¢ na tzw.
plazmidach symbiotycznych (pSym), inne w
chromosomie. W réznych gatunkach dystrybu-
cja tych genéw pomiedzy rozne replikony w
komorce nie jest jednakowa. Glowne grupy ge-
now to: zespot genow odpowiedzialnych za
tworzenie brodawek (nod), ich rozwoj (ndv),
specyficznoS¢ wobec gospodarza (hisn), tzw.
efektywnosS¢ nodulacji (nfe), za syntez¢ kom-
ponentow strukturalnych powierzchni komor-
ki takich jak np. egzoopolisacharydy (exo) oraz
genow, ktorych produkty zwiazane sa bezpo-
srednio z procesem wiazania azotu: nif (gen
strukturalny nitrogenazy), hem (gen struktu-
ralny leghemoglobiny chroniacej nitrogenaze
przed destrukcyjnym dzialaniem tlenu) i wiele
innych. Rizobia zawieraja takze liczne plazmi-
dy tzw. niesymbiotyczne (MERCADO-BLANCO i
TORO 1996), ktore, chociaz nie niosa genéw
bezposrednio zaangazowanych w proces sym-
biotycznego wiazania azotu odgrywaja wazna
role w adaptacji komorek gospodarza do lokal-
nych warunkow Srodowiskowych, chociazby
dzieki kodowaniu enzymow pozwalajacych na
katabolizm ré6znych nietypowych zwiazkow
obecnych w ryzosferze (pRtrW14-2c¢), jak tez
np. tolerancje niskiego pH (pRtrANU1173b),
podwyzszonego stezenia chlorku sodu (pR-
trW14-2b) itp., co pozwala przetrwaé poten-
cjalnym symbiontom w okresie tzw. free-
living state” (TOP i wspotaut. 2000).

INNE WYBRANE WELASCIWOSCI FENOTYPOWE

W tej czesci, stosujac absolutnie subiektyw-
ne kryteria, chce wskaza¢ niektore kodowane
przez plazmidy fenotypy, ktore nie zostaly za-
kwalifikowane do wyzej wyroznionych grup, a
wedlug mojej oceny rozszerzaja i urozmaicaja
wachlarz kodowanych plazmidowo cech.

I tak na przyktad, poza wyzej wymienionymi
typami opornosci (opornos¢ na antybiotyki, na
substancje toksyczne), obecnos¢ plazmidu R46
w S. typhimurium lub plazmidu pMK101 w E.
coli powoduje efekt ochronny (a wiec zwicksza
opornos¢) wobec letalnego skutku dzialania
promieniowania UV, przy jednoczesnym zwick-
szonym poziomie jego (UV) mutagennosci. Wy-
daje sie, ze obserwowany fenotyp wynika z akty-
wagcji systemu naprawczego typu ,error prone”
— czyli powodujacego bledy podczas naprawy.
Podobny efekt w stosunku do P. aeruginosa
wywotuja plazmidy R takie jak: pMG1,R2,R931.
Takze wiele sposrod genow odpowiedzialnych
za niezwykla w Swiecie zywym opornoS¢ na
promieniowanie jonizujace bakterii Deinococ-
cus radiodurans mieSci si¢ na duzym plazmi-
dzie pMP1 (177 kb).

Niektore ,proste” wlasciwosci metabolicz-
ne, u pewnych gatunkow bakterii sa kodowane
przez geny plazmidowe. Jako przyktady moga
postuzy¢: fermentacja laktozy przez Streptococ-
cus cremoris (pML3601), dekarboksylacja lizy-
ny przez Proteus morgani (pGC1070), wyko-
rzystywanie sacharozy przez S. senftenberg
(CTnscr94), produkcja proteazy przez Strepto-
coccus lactis (pLM3001), a takze zdolnoS¢ Ral-
stonia eutropha do utleniania wodoru
(pHG1).

Plazmidy koduja takie cechy jak: zdolnos¢
do produkcji antybiotykoéw (plazmid pSCP1 u
Streptomyces coelicolor), insektocydobojcze-
go biatka (pHD2 u Bacillus thuringiensis), pig-
mentacje (pPL376 u Erwinia herbicola) oraz
pecherzykow gazowych przez halofilnego ar-
cheona (pHH1 u Halobacterium sp.). Dalsze
wyliczanie cech kodowanych przez geny zloka-
lizowane w genomach plazmidowych wydlu-
zaloby te liste czyniac ja nuzaca dla Czytelnika
—aprzeciez nowe jej pozycje pojawiajq si¢ nie-
ustannie. Na zakonczenie tego przegladu
chcialabym wspomnie¢ o nowej, opisanej w
2001 r. wlaSciwoSci bakterii E. coli niosacych
plazmid F. Okazalo sig, ze ten ,najstarszy” i nie-
mal doskonale scharakteryzowany plazmid
(patrz nastepny rozdzial) poza zdolnoScia do
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koniugacji warunkuje zdolnos¢ komorek do
tworzenia bton biologicznych (GHIGO 2001),

w czym kluczowa, role, niewatpliwie odgry-
waja pilusy.

ZDOLNOSC BAKTERII DO KONIUGACYJNRGO TRANSFERU DNA

Przenoszenie sie plazmidow z komorki do
komorki, zaréwno w Srodowisku naturalnym,
jak i w laboratorium, czyli tzw. transfer hory-
zontalny, moze nastepowac w wyniku transfor-
magji, transdukgcji i koniugacji. Jednak jedynie
w przypadku koniugacji kluczowe genetyczne
determinanty takiego procesu zlokalizowane
sa w obrebie DNA plazmidowego, a plazmidy
niosace takie determinanty nazywamy plazmi-
dami koniugacyjnymi. Koniugacyjny transfer
materialu genetycznego pomiedzy bakteriami
to zagadnienie bardzo obszerne; doczekato sie
ono bardzo wielu opracowan przegladowych,
do ktorych odsytam zainteresowanych Czytel-
nikOw (np. CLEWELL 1993, FIRTH i wspoétaut.
1996, ZATYKA i THOMAS 1998, WELODARCZYK
1998, FROST 2000, ZECHNER i wspotaut. 2000),
a w tym miejscu zwracam jedynie uwage na
niektore aspekty tego zjawiska.

Prototypem plazmidu koniugacyjnego bak-
terii Gram-ujemnych jest plazmid F Escheri-
chia coli. Struktura genetyczna regionu
czasteczki plazmidu F odpowiedzialnego za ko-
niugacyjny transfer jego DNA (tzw. region #ra
— ang. transfer) zostala bardzo dokladnie po-
znana. Region tra plazmidu F obejmuje okoto
33 kb (co stanowi niemal 30% wielkoSci jego

RepFIC

Tra

czasteczki) i niesie ponad 35 genow. Wsrod
nich wyrdzniamy duza grupe gendw warun-
kujacych synteze pilusOw (tworzenie mate-
riatu budulcowego — piliny i jej montowanie w
ostateczna forme strukturalna) odgrywajacych
role w tworzeniu par koniugacyjnych, geny ko-
dujace biatka stabilizujace pary koniugacyjne
oraz geny odpowiedzialne za proces koniuga-
cyjnego metabolizmu DNA. W tej ostatniej gru-
pie genow bardzo wazna funkcje petni gen tral
kodujacy biatko o aktywnoSci helikazy (enzy-
mu rozwijajacego helise DNA), lecz takze ak-
tywnosci ,nikazy”, wprowadzajacej specyficz-
ne naciecie nici DNA w miejscu oriT (ang. ori-
gin of transfer), od ktérego zaczyna si¢ proces
rozwijania DNA i przekazywania nici o wol-
nym koncu 5’ do komorki biorcy. W obszarze
tym znajduja si¢ takze geny regulacyjne calego
systemu #ra. Organizacja genetyczna regionu
tra plazmidu F przedstawiona jest w sposob
uproszczony na Ryc. 7. Plazmidoéw posiada-
jacych system #ra, homologiczny do opisanego
w plazmidzie F jest wSrod plazmidow bakterii
Gram-ujemnuch bardzo wiele, okreSlamy je
zbiorcza nazwa plazmidow ,F-like”, czyli po-
dobnych do F (np. NR1, ColV, R6, pSC50, R386
oraz kilkadziesiat innych). Na ogolnie podob-

a)

Ryc. 7. Uproszczona mapa
genetyczna calego plazmidu
F (a) oraz jego regionu tra

().

Na mapie zaznaczono lokaliza-
cje systemoOw replikacyjnych
plazmidu F (RepF), regionu tra
punktu poczatkowego transfe-
ru (oriT) oraz elementow trans-
lokacyjnych IS i TN (a), oraz w
czesci (b): 16 gendow warun-
kujacych  synteze  pilusow
piciowych  (wysokie szare
stupki), geny koniugacyjnego

o MER Y Gl B MO ¥ metabolizmu DNA (M-Y-D-D),
MfinPJ Y ( fjd R W Nea Qbjf STDh finG geny odpowiedzialne za stabili-
WH 1 ‘ ‘H H ‘ ‘ ‘ zacje par i wykluczanie po-

wierzchniowe (N-S-T-G), oraz
00 (R T RO
- F (kb) Pomini¢to geny, ktorych funk-

cja nie jest w pelni jasna.
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nej zasadzie (kontakt komorek warunkowany
obecnoscia specyficznych struktur powierzch-
niowych, pilusow plciowych, syntetyzowa-
nych pod kontrola genoéw plazmidowych)
dzialaja systemy koniugacyjne determinowane
przez plazmidy z grupy IncP. W odroznieniu
od bardzo wyspecjalizowanego systemu koniu-
gacyjnego warunkowanego przez plazmid F,
plazmidy koniugacyjne z grupy IncP umozli-
wiaja transfer koniugacyjny w obre¢bie szero-
kiego kregu niespokrewnionych filogenetycz-
nie bakterii (system typu ,broad host range”).
Czasem plazmid nie niesie pelnego kompletu
genow potrzebnych do przeprowadzenia pro-
cesu koniugacji, lecz przy ,pomocy” innego
plazmidu, tzw. mobilizujacego, jego DNA moze
by¢ przekazany do komorki biorcy. O takich
plazmidach mowimy, ze sa one mobilizowalne
(Mob™); przyktadem plazmidu mobilizowalne-
go jest znany nam juz ColEl.

Na zupelnie innej zasadzie funkcjonuje sys-
tem koniugacyjny Gram-dodatniej bakterii En-
terococcus faecalis. W tym przypadku plazmid
koniugacyjny (np. pAD1) jest elementem
skladowym mechanizmu ,odpowiadajacego”
na wytwarzane przez szczep biorcy, pod kon-
trola genéw chromosomowych, feromony
ptciowe. Warunkuje on syntez¢ przez komorke
dawcy substancji agregacyjnej (adhezyny), nie-
zbednej do utworzenia par lub agregatow ko-
niugacyjnych.

Jeszcze inny mechanizm odpowiada za ko-
niugacyjny transfer u promieniowcow (Strep-
tomyces sp.). Plazmidy koniugacyjne promie-
niowcoOw moga by¢ mate (9 kb plazmid
plJ101) lub bardzo duze (liniowy plazmid
SCP1 — 350 kb). Wiele sposrod tych plazmi-
dow wykazuje wlasciwos¢ CMA (ang. chromo-
some mobilizing activity). Genetyczne uwa-
runkowanie systemu koniugacyjnego plazmi-
dow Streptomyces nie jest tak doktadnie pozna-
ne jak systemOw wspomnianych wyzej.

Zjawisko zaleznej od plazmidow koniuga-
cyjnej wymiany materiatu genetycznego, ktore
jest mozliwe nie tylko miedzy blisko spokrew-
nionymi szczepami (plazmid F), ale takze ga-
tunkami bakterii odleglymi filogenetycznie
(systemy obecne na plazmidach z grupy IncP),
a nawet miedzy réznymi domenami Swiata zy-
wego (np. bakterie/rosliny), zwtlaszcza, ze
moze zachodzi¢ nie tylko w laboratorium, ale i
w Srodowiskach naturalnych, ma zupetnie nie-
wymierny udziat w krazeniu i mieszaniu si¢
puli materialu genetycznego catego Swiata zy-
wego. W tym momencie nie nalezy zapominac,
ze plazmidy tzw. koniugacyjne zwykle niosa ta-
kze geny determinujace opisane powyzej prze-
rézne inne wlasciwoSci bakterii, ktore w akcie
koniugacji takze przekazywane sa nowym go-
spodarzom.

PODSUMOWANIE

Problem pochodzenia plazmidow, drog i
mechanizmow ich ewolucji to zagadnienie
samo w sobie bardzo ciekawe i zlozone i wy-
kracza poza przyjete ramy tego rozdziatu. Pyta-
nie, ktore nasuwa si¢ jednak niewatpliwie po
spojrzeniu na wielosS¢ i réznorodnos¢ funkcji
jakie plazmidy moga petni¢ w komorkach swo-
ich gospodarzy to ,dlaczego wobec tylu korzy-
Sci ptynacych z posiadania plazmidow nie sa
one po prostu czescia chromosomu gospoda-
rza, ktory wtedy w kazdej sytuacji mogtby ko-
rzystac z ich obecnosci ?” Najbardziej oczywi-
ste wyjasnienie tej sytuacji to koniecznosc
utrzymania  wielkoSci chromosomu w
»,rozsadnych granicach” — mniejszy chromo-
som replikuje si¢ szybciej niz duzy, co w przy-
padku bakterii moze stanowic¢ wazny czynnik
dajacy przewage selekcyjna poprzez mozli-
woSC skrocenia czasu generacji, szybszego
namnazania si¢ i zdominowania jakiejS niszy

ekologicznej. Plazmidy replikujace si¢ jako au-
tonomiczne jednostki, niezalezne od chromo-
somu nie wptywaja w znaczacy sposob na tem-
po wzrostu populacji bakteryjnej. OczywiScie
koniecznos¢ replikowania dodatkowego DNA
w komorce (nawet tego teoretycznie autono-
micznego) jest dla niej pewnym obciazeniem
metabolicznym, jednak to obciazenie w mniej-
szym stopniu odbija si¢ na czasie generacji ko-
morki niz gdyby replikacji ulegata jedna duza
struktura. Ponadto, poniewaz cechy fenotypo-
we zalezne od konkretnych plazmidow nie sa
komorce potrzebne w kazdej sytuacji, w popu-
lacji nie poddawanej odpowiedniej presji se-
lekcyjnej (czyli gdy nie istnieja warunki wyma-
gajace korzystania z tych potencjalnych mozli-
wosci) plazmidy moze zachowac tylko niewiel-
ka frakcja bakterii, ktora w warunkach ,za-
grozenia” zdominuje bakterie bezplazmidowe
majac nad nimi przewage selekcyjna.
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Innym elementem, ktory nalezy potrakto-
wac jako uzasadniajacy funkcjonowanie pla-
zmidow w formie jednostek genetycznych od-
rebnych od chromosomow, to wlasnie fakt, ze
zawarta w nich olbrzymia pula informacji ge-
netycznej moze by¢, poprzez utatwiona (w po-
rownaniu z pula informacji zawartej w chro-
mosomie) wymiane horyzontalng z innymi or-
ganizmami. traktowana jako uniwersalny, ogol-
nie dostepny ,magazyn genow”.

Na zakoficzenie pozwole sobie sfor-
mutowacé mysl, ktora kiedyS uzylam jako tytul
swego wyktadu na Festiwalu Nauki: ,BAKTERIE
POTRAFIA PRAWIE WSZYSTKO — ALE TYLKO
DZIEKI PLAZMIDOM”

Serdecznie dzickuje¢ Dr Dariuszowi Bartosi-
kowi za przygotowanie ilustracji do obu arty-
kulow mojego autorstwa.

DIVERSITY OF PLASMID ENCODED BACTERIAL PHENOTYPIC TRAITS

Summary

Preceded by general information on the type of
genes existing as obligatory or facultative “modules”
in plasmid genomes, the range of bacterial phenotypic
functions depending on plasmid located genes is re-
viewed. The plasmid encoded functions are divided
into several commonly distinguished functional
groups. Representatives of the individual groups are
characterized in more detail except for those dealt
with in separate articles of this issue. Special attention
is given to the plasmid-encoded mechanisms of bacte-
rial resistance to heavy metal ions (mercury, cadmium,
zinc and cobalt) as well as to plasmid-dependent path-

ways of the degradation of natural and man-made
toxic substances. The phenomenon of plasmid de-
pendent bacteriocinogeny is presented. Also several
examples of the role of plasmids in the relationship of
bacteria with eukaryotic organisms are given. The last
subject covered concerns the plasmid-encoded func-
tions involved in the pathogenicity of bacteria to hu-
mans as well as the role of rhizobial plasmids in symbi-
otic relations with nitrogen fixing plants.

A section presenting a general description of the
role of plasmids in conjugational horizontal gene
transfer is also included.
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