
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.

ЛИТЕР Л ТУР A

1. Лщювасая О. . ՝• I.•.’«>/.I.՛.՛.7 C. 'i.. Горленко Ж. AL. Хееин P Б. i;:k;i. 2!, 1985.
2. Хесин P, Б. Мол. uiio.i., 19. 505—515, 1985.
3. Baumann P.. Doadvroff AJ.. Stonier R. Y. J. B.-jcIsttot., .9.7, 1520—1541, 1'68.
4 Eckhard! T. Plasmid. /. 584֊ 588. 1978.
5. Rhesin R., Karasyova h. Mol Cen. Genet.. 197. 280—285, 1384.

•iBuo.Wi. X. г. XXXVlit. .V՛ II. 1985
УДК 575.2-1:576.851

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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бактерии. в результате чего индуцированы хромосомные мутации ;՛. вторичные пере
стройки хромосомной ДНК. Показано, что клетки пурпурной бактерии, несущие хро
мосомы с включенной в них плазмидой рА$ 8-121. являются донорами, осуществляю
щими поляризованный перекос хромосомных маркеров; получена коллекция Hir-штам
мов, мобилизующих хромосому К. sphaeroides с различных точек. Выделены R' ва
рианты pAS 8-121. несущие фрагменты хромосомы пурпурной бактерии.

/ключевое слова: конъюгация. плаомиди с широким спектром хозяев, транспозон, 
СЮт отрофктлв бак терпи.

Собственных систем переноса генов у фототроф пой бактерии R. spha- 
erciidt's не обнаружено. В ряде лабораторий пре (.принимаются попыт
ки использовать для создания систем конъюгации \ этой бактерии ши- 
рокотрансмиссивиых плазмид других бактерии. Показано, что в клет
ки R. sphaeroides с высокой эффективностью передаются конъюгатив- 
ные плазмиды Р1 группы несовместимости от Е. coll и Pseudomonas 
aeruginosa. Переданные плазмиды стабильны в клетках нового хозяи
на и способны обеспечивать его внутривидовую и межвидовую конъю
гацию [2, 8, 10, 13. 14]. Однако мобилизации хромосомы R. sphaeroides 
плазмиды PJ группы в большинстве случаен не способствовали или обес
печивали перепое хромосомных генов этой бактерии с очень низкой час
тотой [2, 8, 14]. Включение в плазмиды мигрирующих элементов (Тп 
и бактериофага Ми), как правили, не давало стабильного повышения 
частоты переноса хромосомных генов [2, 15], за исключением отдель
ных случаев, специфичных для определенных штаммов [11, 13]. Не
давно Людером с соавторами сконструирована система для введения 
в геном фототрофных бактерии транспозонов [12].

Нами на основе плазмиды pAS 8-121 предложена система для вве
дения в хромосому пурпурной бактерии транспозонов и получения у нее 
Hi г-доноров.

Материал и метооика Штаммы бактерий, лсийльлованные в работе, прицедили 
в табл. I.

Среды. Полноценной средой служил L-бульон или l.-arap [3]. минимальной ере- 
.ок—среда Сисгрома |13]. Необходимые ■кмижжислоты и основания да ба кляли в 

|;<ц|и<нтрашш 20 мкг/мл. Антибиотики вносили п следующих количествах (в мкг/мл): 
ампициллин (Ар)—250, каламянки (Кпд и мономниин (Мп) 50, стрептомицин (Sini — 
25 для Е coli и 50—для К. sphaeroides, триметоприм (Тр)—20.

К<кч ыосиционные скрещивания между штаммами Е. coll проводили в жидкой 
L-среде по Миллеру [3], межродовые (Е coh с 1{. sphaeroides) и мс/к.'Ц штаммами 
К. sphaeroidex—на твгр ни՜։ среде Г! опытах ко передаче In и плазмид в клетки пур
пурных бактерий искильзин.члн минимальный amp, а при переносе хромосомных мар
керов—L-aiap При скрсщинапнн свежие культуры клеток донора и реципиента сме
шивали в спотн кщ::нп 1:1 или 1:10. Но 10 мкл кои ьюгапионпой смеси цдпоенлк кап
лей па поверхность агпризованной среды в чашке Петри В качестве к к гриль таким 
же способом п.чносили по б мкл культур донора и реципиента в отдельности. После 
16—20 ■ ннкуоишн при 32э бактериальны! клетки с каждого пятна суспендировали в 
1 : м.т физиологически ит раствора п в соответствующих разделениях высевали на 
селективные среды для определения титров клеток донора и реципиента, тралено- 
гаитов или рекомбинантов.

Мутагенез: Обработку клеток I. call угплмеглпсу.'н.финигпм: при получении К«»* 
вариантой плазмиды pAs 8-121 проводили ио методике, unncurniart Миллером [3].

Пмпмидную ДНК выделяли экспресс-яетодом [71.
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Т я б л н и п I
Штаммы бактерий, нснильчопнНШ^е и работе

Штамм Гс и о т н к Источник

В. соП К—12:
.1 53 (рАБ 8- 121) (л) рго тс! (Ар Тс’ Кп|’Е1'ГП0' Тга* 1?ерА::Тп7) ВНИИ Генетика, Моск на

1 53 (рА$ 8-121) (X) рго тс! (Ар Тс’Кт’ ::Тл7 Е1"""’ Г»а* 11ер > ВНИИ Геиешка, Москва
НВ 101 ։1н 1си рго £я1 1ас &|г’ гссЛ гк՜ шк՜՜ ВНИИ Генетика. Москва
С 600 Ми*»' 1:1։ Пи 1ен Мп1'*1 $т1|р ВНИИ Генетика, Москпя
КЗ 1324 ։Ъ| П։г ’си Ы$ а։« 1ас мг’::Тпй И?)М им. И. Ф. Гамалеи,
ОС 146 рго шс( 1п$ т.тГЗ 1 иг уа! 8ИГ Москва
R, 5р1։лсго1|1е։. 211 прототроф МГУ, Гшологпческип фа-
Прока ноли ։.1 с 211 ку п.гет, ка рсдра мнкро- 

биологни
а<1 е <» «к1с 9 п1‘ $։г Получены нами ранее |2|
ас!е 41 а<1с 41 ։НГ яг*

аде 42 аде 42 гИг &1гг

аг₽ 6 агц 6 г11г ли'

те։ 83 те1 83 гНг $и։

р!։е 6 р11С 6 гИ' $։г'

Ир 1 1Гр1 111՛ $И։

Ыз П 1115 И гИг Я1Г՛

№ 22 1115 22111’ 51 г’

1Н5 25 1115 25г|Г $и'

111$ 40 |||3 40 г»Г 511'
тс։ 83 1115 5 шс1 83 111$ 5 гН՜' 51гг

а) В скобки заключены гены плазмид; Тп7 несет гены 8т* Тр' Тп5 Кт’-сс 
со



Электрофорез проводили в 0.5%-йог агарозном геле н горизонтальном аппарате в 
теченгн 5—6 ч при напряжении 100 В, применяя Трис-боратнын электродный буфер 
(Трис-90 мМ; борная кислота—90 мМ ЭДТА—2.5 мМ։. Исследуемые препараты до 
нанесения на гель смешивали п пропорции 1.1 с раствором, содержащим бромфеноло- 
ыый синий- 0,07%, SDS—7%. глицерин-33%. Гель окрашивали бромистым этидием 
\2—5 мхг/мл в течение 20 мни), после чего смывали и течение часа и фотографировали 
в УФ смете на фотопленку «Микрит» с оранжевым светофильтром.

Обработку препаратов ДНК рестриктаайй EcoRi осуществляли в течение 1—2 ч 
:.ри 37 в буфере: Трис НС1—6.0 мМ. MgCl2—6.0 мМ. NaCl- 0,15 М. бычин сыворо
точный альбумин (BSA)—0.1 мг/мл, р[| 7.9. Реакцию останавливали прогреванием 
ври 65° в течение 5 минут.

Результаты и обсуждение. Транспозиция Тп7 и интеграция плаз
мид pAS8-12l и pAS8-1213 в геном R. sphaeroides 2R. Для введения 
транспозонов в клетки штамма 2R пурпурной бактерии использовалась 
сконструированная in vitro на основе плазмид RP4 и Col ЕЛ гибридная 
плазмида рА$ 8-121 со вставкой транспозона Тп7 в ответственную за 
репликацию (герА) область ДНК RP4 [5]. Эта плазмида широкотранс
миссивна за счет tea генов RP4 и реплицируется в Е. coli за счет систе
мы репликации ColEl; в клетках R. sphaeroides 2R pAS 8-121 реплици
роваться не может.

Нами введен в pAS 8-121 дополнительно еще Тпб. Предварительно 
плазмида pAS 8-121 была модифицирована: в результате обработки 
клеток Е. coli J53 (pAS 8-121) этилметансульфонатом был выделен 
К пт вариант—pAS 8-1211. Последний был конъюгативно введен в 
клетки штамма KS 1321, несущего Тпб в хромосоме. Затем при скре
щивании двух штаммов Е. coli KS 1324 (pAS 8-121) и GC 146, стандарт
ным методом была получена плазмида pAS 8-121: :Тпб, обозначенная 
pAS 8-1213.

Транспозиция Тп7 и Тпб в геном пурпурной бактерии осуществля
лась в проводимых па минимальном агаре межродовых скрещиваниях 
2 К с последующим высевом коиьюгациоипой смеси на селективные 
среды с антибиотиками, устойчивость к которым определяется гране- 
позонами: стрептомицином к случае Тп7 и канамнцином в случае Тпб. 
Результаты этих экспериментов представлены в табл. 2. Видно, что 
маркеры Sai’ и Кшг наследуются клетками пурпурной бактерии с час
тотами 10՜* и 10 соответственно. В случае Тп7 осуществляется как 
индивидуальная ми: рация транспозона в геном R. sphaeroides. так и 
наследование его в составе плазмиды pAS 8-121: Тпб наследуется пре
имущественно в составе плазмиды pAS 8-1213.

Вес трасконъюгапты, несущие признаки транспозонов и плазмид, 
как было показано при электрофоретическом анализе -экстрахромосом
ной ДНК, не содержали ь клетках автономных плазмид pAS 8-121 и 
pAS 8-1213 и не передавали контролируемых ими признаков лекар
ственной устойчивости другим штаммам R. sphaeroides при скрещива
нии.

-Тока шзаци.ч включений Тп7 и плазмид р.Л.$ 8-121 к pAS 8-1213 з 
геноме R. sphaeroides 2R Вставок Тп7 и плазмид pAS 8-121 и pAS 
8-1213 н криптичсские плазмиды пурпурной бактерии (м. в. 69 и 94 Мд)

982



Таблица 2
Передача признаков Тп7 и плазмид pAS 8-121 и pAS 81213 от Е col: 

К-12 в R. sphaeroides 2В при конъюгации

Доноры-штамм ы 
Е. coll К-12

Траисконъюганты

селектируе
мые призна

ки Та

частота 
переноса

на клетку
донора 6|

наследование признаков 
плазмид

признак частота. %

J53 (pAS 8-121) 8л-.’ 1-310՜° Кп1г S3
GC 145 (pAS 8-1213) К гаг 1-5-10՜3 трг h:0
J53 (pAS 8-101)«> S а/ 5—8-10՜ ‘ Кат* 100

а)— Плазмида, используемая в качестве контрольной, 
aph, и реплицируется н клетках .4. sphacroides 2R.

б) —частота спонтанного возникновения Snir и К«п' 
2R—10՜* и менее Ю՜5 н.1 клетку соответственно.

несет Тп7, внедренный в ген

мутаций у R. sphaeroldes

Мутанты, индуцированные у R sphaeroides 2R в результате внедрения 
Тп7 к плазмиды pAS 8 1213

Табл и ца 3

Ауксотрофные Пигментные

A d е Era ‘Тгр Phe'Met А го гн$ Ст 1 - w Сп—g

Число мутантоз. Тп7 4 0 2 1 1 1 0 0 2
индуцированных: рА$ 8-1213 3 7 0 0 0 0 1 3 1

обнаружено не было [I]. По-видимому, они встраиваются преимущест
венно в хромосому, так как среди трансконъюгантов, несущих Тп7 и 
плазмиду рА$ 8-1213 с частотами 0,4 и 0.8% соответственно, быль: по- 
лучеиы ауксотрофные и пигментные мутации. Спектры их представле
ны в табл. 3 и показывают, что обе эти структуры могут включаться в 
хромосому пурпурной бактерии в различающихся >ля этих двух слу
чаев точках. У клопов с включениями в хромосому Гп7 или плаз
мид р.\$ 8-121 и рА8 <8-1213 были выделены вторичные ауксотрофные 
мутанты [ 11, что указывает на возникновение хромосомных перестроек 
в областях их интеграции.

Плазмида рАЬ 8-121 может быть использована для введения и ге
ном R. 5р1тасго1‘<1еь других транспозонов с целью получения мутаций 
либо более значительных перестроек генетического материала.

Выделение РЦг-штаммов. Способность плазмиды рАБ 8-121 инду
цировать мутации и вторичные перестройки в хромосоме пурпурной бак
терии свидетельствует об ее ассоциации с хромосомой. В состоянии ко- 
интсграта с последней плазмида должна обеспечивать ее мобилизацию 
с высокой частотой при конъюгации. Для проверки этой возможности 
один из ауксотрофных мутантов, возникших в результате внедрения в
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хромосому штамма 2И плазмиды рА8 8-121. был использован н каче- 
С1ве донора в скрещиваниях с шестью реципиентами, несущими различ
ные ауксотрофные мутации. Скрещивания проводили на полной среде, 
рекомбинанты отбирались на минимальной среде по признаку прото- 
трофности. Как видно из табл. -1. донор 2Г? яи1: :рА5 8 121 обеспечивал

Т а б л к и а 1
Перенос хромосомных маркеров R. sphaero:des э скрещивании донора 2R su :рЛ$

8-131 и различными аукеотрофамл

Реципиенты — производные 
штамма Максимальная ч.ч.тога

возникновения ։:|ино г - 
рофкых рекомбинантов 

па клетку донорапереносимый мар
кер

частота
реверсии

ade 41 <ыо-я 1.510՜3
plie б О.4-1О՜8 1.3-ИГ4
up 1 0.5-10-” 1.0-10՜5
arg б -е 1 ■ кг* 8.4-10°
ade 42 <0.3-1<Г* 3.2-10՜6
ade 9 0.3-10՜8 2.6-10՜6

Частота реверсий к sill ֊ 1-Ю՜7.

передачу хромосомных маркеров пурпурной бактерии с высокой часто
той. При этом наблюдался градиент частот образовании рекомбинан
тов по разным маркерам от 10 "■՝ до 10 '՛ на клетку донора. По-види- 
мому, внедрение в хромосому штамма 2К плазмиды рЛЯ 8-121 при
водит к возникновению НГг клонов R. арЬаегрИев 2И.

С целью получения коллекции I Иг-штаммов плазмида рА8 8-121 в 
межродовых скрещиваниях была вяеленд от Е. сбП 353 (рА8 8-121) в 
хромосомы трех яуксотрофпых мутантов штамма 2К: гпс183 1п$5. : ;Ш83, 
аг$6. 29 клонов, полученных п результате независимых внедрений рА$ 
8-121 в хромосомы этих мутантов (9 в первом случае и по 10 во втором 
и 1рстьем). анализировались на способность к передаче хромосомных 
маркеров в конъюганионных скрещиваниях с десятью ауксотрофнымн 
рсшшнситными штаммами. Отбор рекомбинантов проводили на мини
мальной среде по признаку нрототрофпостн.

Все клоны пурпурной бактерии, несущие в хромосоме плазмиду 
1 Л8 8-121. оказались способными к передаче с высокой частотой хро
мосомных .маркеров. При .-лом во всех случаях наблюдался градиент 
частоты переноса различных маркеров от 10՜3 до 10 ՛ на клетку доно
ра. По гралиен!;. передачи различных маркеров все доноры были раз
делены на пять групп (табл, 5).

Следует отметить, что описываемые эксперименты позволяют опре
делить порядок передачи донорами различных маркеров лишь грубо, 
так как каждый из доноров скрещивался е набором рениниентоп, каж
дый из которых нес одну ауксотрофную мутапию. Тем не менее ре
зультаты, суммированные в табл. 5, позволяют заключить, что плазми
да рЛ8 8-121 встраивается в хромосому пурпурной бактерии в несколь- 
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Табл и и л 5
Характеристика П ։ г-доноров R. 8рЬаепн<1с< 28

Д о норы
Порядок передачи маркеров

тип число
клеит

1 4 1П5 (11. 22. 25. 40) те։ 83 а<1с 41 рУс 6 лр 1
11 4 те։ 83 а;1е 4! р!։е 6 1гр 1

111 15 аёе 1! рбе б 1гр 1 аги 6
IV •1 ։тр 1 рЬе б пс!е 41
V 2 аг£ б 1 гр 1 рЬе 6 ас'е 41

кнх точках. Это обеспечивает возможность получения Шг-доноров 
этой бактерии, передающих ее хромосому с разных точек, и грубо о.пр.՛- 
дслнть порядок проанализированных мутаций на хромосоме (рис.).

Л/5//.??. ?5 *0 теСЬЗ о(1е41 рЬеЬ 1гр1 аг^Ь Маркеры

I Я д! № V Н£г-доноров
Рис. Порядок передачи маркеров R >ркаого։йе$ 21< НГг—донорами*

Полученные Ии-доноры могут быть использованы для локализации 
различных мутаний на генетической карте R. $р11асго։бе$ 2К при скре
щивании с множественно маркированными реципиентами или при уче
те сцепления анализируемых аллелей с каким-либо тестерным г. ном.

Селекция R' плазмид, несущих фрагменты хромосом R. ярНиегоМе՝. 
Наличие копите։р-атов плазмиды рЛЬ 8-121 с хромосомой R, >р11ас։о։- 
<1ев (Н(г-штаммы) открывает перспективы получения R' плазмид, не
сущих участки хромосомы этой бактерии. С целью изучения стабиль
ности коинтегратои клопы R. р)1асгснНс> 2И: :рА$ 8-121 скрещивали с 
Е. сон НВ 101. В случае распада коинтегратч плазмида должна пери 
даваться в клетки Е. со!։ в автономном состоянии. Тестом на переда
чу рА8 8-121 в Е соП НВ 101 служило приобретен не клетками кишеч
ной палочки устойчивости к канамицину, контролируемой плазмидиым 
геном.

Анализ сорока клонов 2К: :рЛ5 8-121 показал, что в 80% случаев 
плазмида передавалась из состояния коиптеграта и клетки кишечной 
палочки с частотами 10 1 - 10на клетку топора. Электрофорети
ческий анализ плазмидной ДНК у Кт’ трапсконъюгантов Е. соП НВ 
101 подтвердил наличш в них одной плазмиды, ю отличающемся но 
молекулярной массе от исходной рА8 8-121. Следствием разрешения 
коиптеграта хромосомы R. $рЕаегои1ек с рА8 8-121 с исключением авто 
помпой плазмиды является возможность образования R' плазмид раз
личной структуры.

Выделение R' плазмид по их способно;՛!и комплсмСЕПиронать ауксо- 
трефные мутации Е. соН К-12, классический метод отбора R' факто
ров |9|, не дало положительных результатов.
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Бы i предпринят поиск R' плазмид среди исключенных из коиите- 
гратов делегированных вариантов pAS 8-121. Предполагалось, что де
легированные участки плазмидной ДНК могут быть замещены фраг
ментами хромосомы R. sphacroides. Для получения делегированных 
плазмид был использован феномен, обнаруженный Мироновым с соавт. 
| 1], которые показали, что при. коныопативном переносе плазмид с ге
нами КпГ (Sm г ) в моиоминин- или стрептомииинзависимыс (Мп^ 
Smd>’) штаммы Е. coli возникают трансконъюганты с плазмидами, не
сущими делении генов Knf или Sinr.

С целью получения вариантов плазмиды pAS 8-121 с делениями 
гена Кгп 2-1 клона R. sphacroicles 2R: :pAS 8-121 скрещивали с у- ципи- 
ентом Е. coli К-12 С600 Трансконъюганты отбирали на среде с 
Ар и Мп, полученные Арг ;ранско։гьюганты анализировали на наличие 
гена Кт'.

Во всех скрещиваниях были получены Кт5 варианты плазмиды 
pAS 8-121. При электрофоретическом анализе плазмидной ДПК 24 та
ких вариантов были обнаружены плазмиды с различными молекуляр
ными массами.

Большинство Кгп ՝ плазмид уступало по молекулярной массе pAS 
8-121, и лишь у пяти вариантов молекулярная масса была равна тако
вой pAS 8-121 или превышала се. Для анализа причин изменения мо
лекулярной массы у Кт‘плазмид (встанкн фрагмента хромосомы пур
пурной бактерии или перестройки внутри самой плазмиды) был прове
ден анализ EcoRI-рестриктов ДНК Кт* плазмид с увеличенной моле
кулярной массой. Поскольку на плазмиде pAS 8-121 имеется всего три 
сайта узнавания для EcoRI, можно было ожидать, что вставки в плаз
миду хромосомной ДПК пурпурной бактерии можно будет обнаружить 
по увеличению числа сайтов рестрикции для EcoRI.

Рестрикн ионный анализ показал, что две Кт* плазмиды имеют 
12 и I I сайтов для EcoRI. Это свидетельствует о гом, что выделены 
плазмиды с нуклеотидным;! последовательностями, отличными от 
последовательностей pAS 8-121, т. е. R' плазмиды. Остальные Kms 
плазмиды содержали не более одного дополни тельного сайта для EcoRI.

Обнаруженные R' плазмиды были не трансмиссивны (Тга ). По
скольку tra гены плазмиды RP4 разобщены [6], при получении деле
гированных вариантов pAS 8-121 велика вероятность их утери. Тга* 
варианты, по-иидимому, могут быть отобраны при анализе большей вы
борки Кп 5 плазмид. Гга варианты R' плазмид в дальнейшем мо
гут быть использованы для передачи различным реципиентах! в скре
щиваниях с Тга4՜ плазмидами-помощниками.

Полученные нами R՜ факторы, как и исходная плазмида pAS 8-121, 
не реплицируются в клетках R. sphaeroides. Они могут быть исполь
зованы как источник хромосомной ДПК пурпурной бактерии для конъ- 
югатнвного введения ее в клетки других бактерий, способных поддер
живать плазмиду ColEl, или для клонирования. Кроме того, рептнка- 
циоиная функция R' вариантов плазмиды pAS 8-121 может՜ быть восста
новлена при рекомбинации с другими Rep4՜ плазмидами
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Система конъюгации на основе плазмиды pAS 8-121 может быть 
применена для разработки генетики нс только R. sphaeroides, но я дру
гих грамотрицательных бактерии, а клетках которых не реплицируется 
плазмида ColEl.
Московский государствениын унннерп։тот,

кафедра генетики и селекции Поступило 12АШ 1985 г.

ԴէւՆհՐԻ ՓՈԽԱՆ8ՄԱՆ ՍԻՍՏԵՄԻ ИТ.и.ЬПМП; pAS 8-121 ՊԼԱԱՄԻԴԻ >ԻՄԱն
ՎՐԱ RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROIDES-|> ՄՈՏ

II. Վ. 1||ԱՈյՆ1ւՎԱ, Ա Ն. Դ111ՓեՅԿՈՎՍն1«. Տ. Պ. ՊՈԼ1՚«Լ5ԵՎԱ

pAS 8—121 սյլաղմիղի հիման վրա կոն յւււդացիււն սիստեմ Լ առաջարկ
ված, որը հնարավորություն Լ տալիս արտն Ապոլլոնները (՜ Y [1) և պլաղմիդբ 
ներմուծել ֆոտոտրոֆ աղոտֆիրսող RhOd OpSC 11 (1ՕՈ1ՕՈՅՏ S-phaCTOldeS բակ- 
տ երի այի բրոմ/ւսռմի մեջւ Իրականացված են Til?֊/» արտն (ւսյւււյիցիա և pAS 
У—'21 ու pAS 8—121 ;՛ 1(1 5 պյազմիդների ներմուծումէ այղ բակտերիայի 
րրոմոսոմի մեջ, որի հետևան րով ինէքուկցված են րրոմոսոմ ային մուտացիա֊ 
ներր և րրոմոսոմային Դ՚ևհ՚-ի երկրորդական վերակառուցումները։ Ցույց I. 
տրված, որ բջիջները, որոնր կրում են ներմուծված pAS 8 —121 սյլսպմիղով 
րրոմոսոմներ, հանդիսանում են րրոմոսոմա յին մարկե բների բևեռացված 
փոիւանցումն իրականացնող ղոնռրներ։ Ստացված Լ \\՝,?֊շտ ամնեբի հաւԼարա- 
ծոմ։, որոնր տարրեր կետերից մււբիյիղսւցնոււէ են R. SphaOrojdCS բրոմ ոււոմ ր։ 
Առանձնացված են pAS 8—121-ի R։ տարբերակներ, որոնր կրում են R. sphP.O֊ 
TOideS բրոմոսոմի ֆբսւգմ ենւոներւ

GENE TRANSFER SYSTEM ON THE BASE OF PLASMID pAS8-l2l 
IN RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROiDES

Տ. V. KAMENEVA. A. N. DIBEIKOVSKI. T. P. POLIVTSEVA

A conjugation system on the base of plasmid pAS 8-121 is pro
posed. The plasmid can be transfered from E. coLi 1Հ—12 to R. sphae- 
roides but cannot be replicated In the latter. This gives the possibility 
to transpose transposons and to insert the plasmid Into the purple bac
terium genome.

The transposons Tn5 and Tn7 have been transposed and plasmids 
pAST-E—12l end pAS 8—1213 have Itcn irscr’cd intc R. 1/1 cercides 
2R chromosome. Transpositions and insertions cause mutations and rear
rangements of chromosomal DNA in the purple bacterium.

It has been shown that strains of R. sphaeroides '2R which carry 
the plasmid pAS 8—121 in their chromosomes are Hir—donors. They 
realize the polarized transfer of chromosomal markers. A collection of 
Hjr strains that transfer the R. sphaeroides chromosome from a few 
points has been isolated.

The R' derivatives of the plasmid pAS 8—121 carrying R. sphae
roides chromosomal fragments have been selected in E. coli /< — /2 cells.
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ТРАНСПОЗИЦИЯ ГЕНОВ В БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
И РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

3. С. ПИРУЗЯН

Обобщены некоторые данные в области исследования транспозиции .ТНК бакте
риофага Мн и переноса и интеграции фрагмента бактериальной ДНК (Т-ДНК оиухо- 
леобразующей 1 ьнлазмиды агробактернй) в хромосомы растений. Основное пниманне 
уделяется вопросу получения миян-производных фага Ми н конструировал ню на их 
основе игпег р.чгинных векторов у прокариот. Процесс опухоле.образования у растений 
рассматривается в аспекте применения векторов—производных ТГплазмнды тля пере
носа чужеродных генов в растительные клетки.

К явневые слова; сенная инженерия, транспозиция генов бактериофаг Ми, Гг-ля«з- 
мид^ иереАиктерий конструирование векторов.

Понятно «нестабильность генома» отражает яолспис транспозиции 
(.миграции) определенных сегментов ДНК [10]. Смысл нестабильности 
генома заключается прежде всею в том, что в результате перемещения 
отдельных мигрирующих элементов ДНК и внедрения их в новые сай
ты происходит нарушение последовательности нуклеотидов в гене и 
возникает мутация. Таким образом, транспозоны играют большую роль 
в эволюционном процессе.
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