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СИСТЕМА КОНЪЮГЛЦИОННОГО ПЕРЕНОСА 
ПЛАЗМИД У АС1К’ЕТОВАСТЕИ

С. з. миндлин. Ж м. ГОРЛЕНКО

В почвенных бактериях из рода /\cinetQbacter, выделенных из Хамдархапского 
ртутно-сурьмяного месторождения, присутствуют две плазмиды несущие детерми­
нанты устойчивости к соединениям ртути. Более крупная. рК1.2 (60 т. и. и.), способ- 
на к конъюгат и иному переносу в чувствительные клетки Асте»оЬзс1ег. Менее круп­
ная. рКЫ (7,5 т. п. я.), не обладает коньюгатнвными свойствами, ио с помощью 
рК12 может проникать в чувствительные к ртути бактерии, в том числе далекие и 
систематическом отношении. Предполагается, что система коныогатнвногб переноса 
Н"։ детерминант, обнаруженная у Ас1пе1оЬас1ег, может обеспечить распространение 
)сгойчивостп к соединениям ртути среди широкого круга бактерий.

Ключевые слова Ас1пеюЬас1ег. Нуг детерминанты, конъюгат авные плазмиды.

Ранее было показано, что в грунте шахты Хайдарканского ртутно- 
сурьмяиого месторождения обитают бактерии различных систематиче­
ских групп, устойчивые к соединениям неорганической ртути (Н^С12) 
[2,5]. В большинстве случаев Н"г детерминанты были локализованы 
на плазмидах различного размера. Наше вшгмапнё привлекла пА-азми- 
да, обнаруженная в нескольких штаммах Ас1'пе1оЬас1ег (Р^13—Р>18), 
обозначенная рК1..1 [1]. Это небольшая плазмида, величиной в 7,5 т. п. п., 
характеризующаяся широким кругом хозяев. Сама по себе рКЫ не об 
ладает конъюгативными свойствами, по с частотой 10՜ —10~5 может 
переходить из исходных штаммов Ас|’пе1оЬас1ег в клетки многих нерод­

975



ственных видов бактерий. В штамме Psl8, наряду с pKLl, присутству­
ет более крупная плазмида величиной ՝֊■ GO т. п. и. Ей, предположи­
тельно. и приписали свойство копъюгативности, а также способность мо­
билизовывать плазмиду pKLl [1].

Настоящая работа посвящена дальнейшему изучению природных 
плазмид, детерминирующих устойчивость к солям ртути.

Материал а лепиишиа. Штаммы. Acfnetobacter Psi4, устойчивый к HgCL 
описан ранге (1.2,5J. В качестве Hg* реципиентов использовала Pseud ■ипопа$ aeru­
ginosa М!.42}'2sir-r, л гакже представителей рзда ACinetobacter; А сзJcoa-;ei.c։is Bl) 
413. любезно предоставленный ■). '1жуни, A. calcdaceilcus van Iwoffj, полученный 
от М.З. Юрьева, и Xcin.eiobacter sp.WI-l —ISO, являющийся Hg производным штам­
ма W14- W14, как и Р$18. выделен из грунта Хайдэрканского месторождения, но из 
другой пробы. W14 186 отобран нами в потомстве IV'14 1 (.Чг‘ мутант WI4) после 
его облучения УФ .ту i.imj и подратинанни выживших клеток при суб.՛.стальной 
температуре (35,5 ).

Среды Культуры бактерии выращивали на стандартных Средах 1В и \В Ирл 
■и’оре гранен:.цъюгантов использовали агаразованную среду \В с добавками HgCL 
(5 мкг/мл) н стрептомицина (100—200 мкг/м.".! или рифампицина (40 мн։.мл), как 
описано ранее | I ].

Квнъхнациопные скрещивания проводили путем 16—20-iacoBorb выращивания 
смешанных культур на агаре Хеттингера с последующим высевом проб из различных 
разЕЮДений на селективные среды [I].

Электрофорез образцов ДПК проводили н блоке Г.^-ного агар-зного геля. 12Х
11 см, н трис-ацстатном буфере при 100 В а течение 4 ч.теон

Д'л.ч выявления пмлмид использовали модифицированный чет: ; 3 .харда ['։], как 
описано ранее [2].

Результаты и обсуждение. Конъюгатианые свойства и плазмидный 
им. гаи трансконъюгантое P^l^Acinetobucier Нц” . При скрещивании 
!':-lsc бактериями друнгх гистсматащ-ских групп В клетках триисконъю- 
։антов неизменно обнаруживались pKLl, тогда как pKL2 во вг?х слу­
чаях отсутствовала [1]. Поэтому предположили, что либо pKL2 нс 
обладает копъюгативными свойствами, либо она нежизнеспособна в 
клетках неродственных бактерий или не передается в них при конъюга- 
нни. Первому предположению противоречат факты конъюга i явного пе­
реноса pKLl из Рь18 в другие бактерии, хотя сама рКЫ этой способ­
ностью не обладает [lj. Для проверки второго предположения были 
проведены близкородственные скрещивания Aciiictobacicr Psl8 11g՜ X 
Acirictobacler Hg с использованием в качестве реципиентов различных 
представителей рода Acinclobacter.

Во всех скрещиваниях с частотой 1-3X1 О՜3 обнаруживались Hgr- 
колонии (часть данных представлена в табл. Г). Очевидно, что если 
pKL2 обладает способностью к конъюгации, она должна присутство­
вать и клетках хотя бы некоторых транскоиыогантов наряду с pKLl.

Чтобы выявить трэнсконъюганты такого типа, мы провели повтор­
ный никл скрещиваний, в которых использовали в качестве реципиен­
тов как Acinetobactcr. так и Pseudomonas. при этом исходя из допу­
щения, что трансконъюг анты, приобретшие обе плазмиды (pKLl и 
pKL2), будут образовывать Hg' рекомбинанты в скрещиваниях с обо­
ими рсниписитными штаммами. В то же время траискоиъюганты, со­
держащие только pKLl, hw дадут Hg' транскон'ыогантов ни в одном из 
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Частота переноса Hgr плазмид и плазмидный состав грансконъюгактов
Таблица 1

Транско։гьюган։ы 
PS1&XW14-180*

Частота конъюган онного переноса 
плазмид н скрещиваниях с’* Наличие плазмид в ис­

ходных трансхонъюган- 
тах (данные элек урофо­

реза)тип число Aclnctobacter 
(BSW27-2)

Pseudomonas 
(М 1.4262 str)

I 4 1.0-2.5хЮ“3 1.5-5.0x10-* pKLl, pKL2
И 3 <2.5X10՜"* <2.5x10՜* pKLl

111 9 1.5-2.5Х10՜3 <2.5ХЮ-9 pKL2

• Аналогичные результаты получены для транско1гък>гантов Р$18ХАс1пе1оЬас1ег 
В$\¥27-1 и В 0413.

•" Частоту переноса определяли как отношение числа Н^г колоний к общему числу 
колоний

скрещиваний (см. схему, рис. 1). Результаты подтвердили это пред­
положение (табл. 1 и рис. 2). В дополнение к двум указанным типам 

трансконъюгантов неожиданно был обнаружен еще один. Как 
показали данные электрофоретического анализа, в клетках этого типа

Acme to 
j bacter 
(я$5Л/р֊г)

Pseudo­
monas

r)

отбор HfStr-r отбор H^Rif-r

Рис 1. Опреде.хиие коныогатииных свонста плазл։хды рК1-- (схема) 
<4֊> присутствие H"r КН* рекомбинантов в соответствующих скрещиваниях 

с—•> отсутствие II" rRn' рекомбинантов н скрещиваниях.

присутствует только плазмида величиной GO т. и. и., г. с. pKL2 (см. 
рис. 2, тип III). Такой тип Ilgr т р.чнеконъю! антов передаст признак в 
последующих скрещиваниях только рецнпиентным штаммам Acinv'.o- 
bacter (табл. I).

Из полученных данных следует несколько заключений: pKI.2 не- 
сет детерминанты устойчивости к ртути; опа является коиъюгативаон 
плазмидой с узким кругом хозяев, по-внлимому, ограниченным видами 
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Ас։пс1оЬас(сг; присутствие этой плазмиды обеспечивает коиъюгатнвиый 
перепое р1\Ь1 в неродственные бактерии.

Конъюгативиые свойства рКЬ2, в частности ее способность мобили­
зовывать неконъюгативную плазмиду рКИ, могут способствовать рас­
пространению последнем среди почвенных бактерии, прежде всего пред­
ставителей АсшсюЬасгсг. Вопрос особенно интересен при выяснении 
путей «•горизонтальной» эволюции Нд‘ факторов в ареале ртутного 
месторождения [2, 5]. В связи с этим исследовались свойства 
плазмид у независимо выделенных штаммов Ас|'пе1оЬас1ег.

Распространённость рКЫ и рКЬ2 в штаммах АсигМоЬаМег, выде­
ленных из грунта Хайдарканского рудника. Смешанные культуры бак­
терии, устойчивых к ртути, были заложены на хранение в виде лио- 
фильно высушенных образцов [2, 5]. Они и были использованы в ка­
честве исходного мат.-риала при выделении новых штаммов АсихЧсЬас- 
!сг, идентифицированных в соответствии с описанием этого рода [3]. 
Мы изолировали свыше 30-ти штаммов этих бактерий, в дополнение к 
выделенным ранее Р. Б. Хесиным [2, 5].

Наличие коиъюгативных Н#' плазмид в клетках всех штаммов и 
размеры плазмид устанавливали по способност։* передавать признак Ниг 
реципиентам .-\clnetobacter и Ряснёотопзя и результатам электрофоре­
тического анализа плазмидпой ДНК соответственно. Полученные дан­
ные сведены в табл. 2. Они свидетельствуют о частой встречаемости

Распространенность рК1.1 и рКЬ2 в Нцг игга.ммах Асп:е(оЬйсит
Т а б .՛։ и ц а 2

Место отбора 
проб № пробы

Всего 
изучено 
штаммов

Из них, содержащих 
плазмиды

₽КЬ2 рК1.1, рК1.2

Штольня. 7’ 16 6 7
-300 м 7* 9 9 —
от входа 7" 5 3 1

Штольня, 8' 2 2 —*
-100 ы 8’ 2 1 1
от входа 8" 2 2 —

конъюгативной плазмиды величиной 60 т. п. н. среди штаммов, выде­
ленных из различных проб грунта. Можно предположить, что этой 
плазмидой является рКЬ2. Плазмиду с молекулярной массой, харак­
терной для рКЫ, удалось выявить только в половине проб, причем во 
всех случаях в клетках одновременно присутствовала плазмида с моле­
кулярной массой 60 т. и. п.

Таким образом, мы обнаружили систему коныопа пион лого перено­
са Нц • детерминант, находящихся на плазмидах .\cinelobacicr. По-вн- 
димому, она не только обеспечивает распространение детерминант
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/23-4 5
Рис. 2. Плазмиды pa i.ih'-iiimk ri’im 1ранск<жъ.чм^ит<>в ։л скрещивания 
P&I8XWI I 180 I тип II (|>1<! I); 2 тип I (pKl.l. pKL2); 3. I тип Hl 
(pKL2). 5—реципиент Wil 180 Пыдижеппе свидетеля—плазмиды RPJ 

(GO т.п. н) и llgr плазмид указано стрелками.



устойчивости к ртути внутри рода Acinetohacter, но и обладает нотой֊ 
ццальяыми способностями к их миграции в неродственные бактерии. 
Дальнейшие исследования покажут, происходит ли это на самом деле.
Институт молекулярной генетики АН СССР. Москва Поступило 13.VIII 1985г

Hgr —Պ1.Ա9.ՄԻԴՆԵՐԻ հ11Ն311ԻԴԱՅԻՈն ՓՈԽԱՆՑՄԱՆ ՍԻՍՏԵՄԸ 
ACINETOBACTER-ի ՄՈՏ 

Ս. 9.. ՄհՆԴԼԻՆ. ժ. Մ. ԴՈԻԱյՆԿՈ

հանղաբկանի սնդիկա-ծարրային հանքավայրի յյ անջատված AciuelO- 
է՚ՃՇէ^ր ւեոի հողային բակտերիան Լրում տոկա են 2 պլաղմիղներ, որոնք կրում 
են սնդիկի մ ի ա յյութ յունն երի նկատմամբ կտյունութ ւան ղետերմինանտներ։ 
|)1\Լ«?ք6'0 ն. հ. ղ.) սյլաղմ իղր ընդունակ է կ ոնյուղատիվ փոխանցման \( 1П<‘- 
lohacter֊/։ բջիջներում։ pKL/ (7,5 ն. հ. ղ.) պլաղմիդր չունի կռնյուղատիվ 
աոանձնահատկոէթյոլններ, բայց [) 1x1.2-// օդնությամր կարող Լ նեբի!ավւան- 
ցել սնդիկի նկատմամբ զգայուն բակտերիաների մեջ, այղ թվում սիա/ւեմա- 
տիկ տեսանկյունից հեռավորների մեջ: ենթադրվում է, որ Afilietobac։СТ-/» 
մոտ հայտնաբերված \ \&c -ղետերմինանտների կոնյուղաւոիվ փոխանցման 
սիստեմը կարող է ապահով՛եք սնդիկի մ ի ա ցութ շունն երի նկատմամբ կա;՜1։- 
նաթյունը բակտերիաների չայն շրջանում։

SYSTEM OF CONJUGATION TRANSFER OF THE Hgr PLASMIDS 
IN ACi\ETOBACTER SP.
5. Z. MINDIJN. G. M. GORLENKO

In soil bacteria of the Acinetobacter sp. isolated in the Khaidarkan 
mercury and antimony mine there are two mercury -resistant plasmids. 
The larger plasmid. pKL2(6Okb) is capable of conjugatiunal transfer 
to Acinetobacter sensitive cells. The smaller one, pKLl (7.5 kb) 
displays no such transfer but with the aid of pKL2 can penetrate into 
mercury sensitive bacteria including those systematically remote. It is 
suggested that the I :g' determinant conjugations! transfer sy tern revea­
led in Acinctobacter might be responsible for the distribution cf HgCl2 
resistance in diverse bacteria.
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РАЗРАБОТКА СИСТЕМЫ ПЕРЕНОСА ГЕНОВ 
НА ОСНОВЕ ПЛАЗМИДЫ pAS8-l2l 

У RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROIDES
С. В. КАМЕНЕВА» А. Н. ДУБЕПКОВСК11П. Т 11 ПОЛИВЦЕВА

Предложена система конъюгации на основе плазмиды pAS 8-121. лэклдак возмож­
ность вводить транспозоны (Гл) н плазмиду и хромосому пурпурной несернон фото, 
трофной азотфихелрующей бактерии Rhodopseudomonas spltaeroldes. Осуществлены 
транспозиция Тп7 и васдепие плазмид pAS 8-121 и pAS 8-121. Тп5 в хромосому згой 
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