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СРАВНЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ОРГАНИЗАЦИИ ПЛАЗМИД Р 
ГРУППЫ Н Е СО В М ЕСТ И МОСТ И

В -1. СДКАНЯН. М. л. КРУ ПЕП КО

Проведен гстсродунлсксиый и гибридизационный анализ плазмид RPI, ₽90€> и R75I. 
Сравнены и нстн'.ескне карты этих плазмид. В геноме R906 идентифицирован новый 
транспозон Тг.4322. Несмотря на эволюционную удаленность плазмид R90fi и R75I 
от RP1 (прототип 1псР плазмид), они сохраняют характерный для 1псР плазмид Ирин- 
нин генетической организации.

Ключевые слова: плазмида генетическая карта, физическая карга, транспозон, 
эволюция

Изучение биологии плазмид Р группы несовместимости l incP). ха­
рактеризующихся широким спектром бактериальных хозяев [11]. важ­
но как с точки зрения понимания механизмов поддержания и наследо­
вания плазмид в неродственных бактериях, так и эффективного прило­
жения методологии генной инженерии к иным, нежели Escherichia coli, 
грамотрицательным прокариотам. Наиболее изученным представите­
лем 1псР группы является плазмида RP4 или идентичные ей плазмиды 
RK2 [7, 10] и RP1 [10]. Показано, что 1псР плазмиды, детерминирую­
щие общие признаки устойчивости к тетрациклину и канамицнну. име­
ют протяжную область гомологии (принятую за гипотетический остов) 
с ДНК RP4 [17]. Две 1псР плазмиды—R906 и R751, эволюционно ото­
шедшие от плазмиды RP4 [6. 17], также характеризуются высокой сте­
пенью гомологии как в отношении RP4, гак и друг друга [6]. В насто­
ящей работе проведен дальнейший сравнительный анализ организации 
плазмид R75I, R906 и RP4. На основании полученных данных детали­
зированы генетические карты плазмид R751 и R906 и установлены за­
кономерности организации 1псР плазмид с широким спектром хозяев.

Матерна.: и методика Использовали плазмиды RP4 (Tcr Apr Knf), R906 <Арг 
Sm1 Sur Mg’), R751 (Трг), рА58(Гсг Apr Kmf. ColElimm) последняя получена сое­
динением плазмид RP4 и ColEl по их уникальным сайтам EcoRi (91. а также де- 
лециониый мутант pRP401 (Тсг Ар'), сохранив ним приблизительно 40% генома RP4 
[4].

Перенос фрагментированных ДНК из агарозного геля на нитроцеллюлозные филь­
тра осуществляли по описанной методике [15]. образцы гетеродуплексов плазмнл- 
иых ДИК готовили как описано ранее [8]. Условия выделения ДИК. рестрикции, элек­
трофореза н пик-трансляции описаны н других работах [2, 4, 7].

Результаты и обсуждение. Оценивая собственные данные по гиб­
ридизационному анализу IncP плазмид [5. б], мы предположили не­
точности в опубликованной рестрикционной карте плазмиды R751 [14], 
которую использовали для интерпретации наших результатов. Поэто­
му проведен новый рестрикционный анализ этой плазмиды в отношении 
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нескольких ферментов и в результате построена ее измененная карта, 
которая согласуется с картон, построенной другими авторами [18]. Рас 
положение фрагментов ДНК R75I, гибридизующихся с 32Р-мечеными 
пробами, показано на рис. 1. На рис. 2 и 3 суммированы результаты 
гибридизационного и гетсродуплсксного анализов плазмид RP4 и R906, 
полученные в предыдущих [1, 5. С>| и настоящей работах.

Чтобы Оценить степень гомологии и расположить специфические 
районы гомологии в геноме 1псР плазмид проведен гетеродуплексвый 
анализ ДНК R906/pAS8 и R751/pAS8. Выбор рекомбинантной плазми­
ды pASS был обусловлен возможностью использования дополнитель­
ного критерия .оценки гетсродуплексов—интегрированного по сайту 
EcoRI плазмиды RP4 фактора ColEl.

Полученные гетеродуплексы характеризуются достаточно сложной 
картиной- наличием областей гомологии, прерываемых различными 
вставками, делениями и симметричными петлями замещения. Общая 
сумма гомологии между ДНК R751 и RP4 составляет 68,6 и 62.8% ве­
личин геномов R751 и RP4 соответственно, а между ДНК R906 и RP1 -- 
54.3 и 52,8% величин геномов R906 и RP4 соответственно. Для интер­
претации микрофотографии гетсродуплексов мы основывались на из­
вестных генетических и физических данных этих плазмид, а также ре­
зультатах гетсродуплсксного анализа плазмид R751 и R906. проведен­
ного’ ранее [5, 6].
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Рис. 1. Генетическая и физическая карта плазмиды Р751 л схемы резуль­
тате:; гибридизационного н гете род у пае ксио го анализов этой плазмиды и 
отношении плазмид Ц906 1։ КР4. Справа указаны рестриктазы. мслользо- 
панике в опытах по гибридизационному анализу, заглавными буквами обо­
значены соответствующие рестрикты; силыкпнбрн.чизуюшиеся фрагменты 
ДНК отмечены сплошной линией, слабо։ ибрнлнзующиеся пунктиром.

Анализ гетсродуплексов позволил выявить в геноме R906 трапспо- 
зоиоподобную структуру длиной-֊ 11.5 ко с коротким инвертированным 
повтором (<100 пар оснований) на конце. Эта структура, получившая
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регистрационный номер Тп4322, охватывает гены устойчивости к стреп­
томицину, ионам ртути и, возможно, ампициллину. В опытах по изу­
чению свойств несовместимости замечено, что в популяции клеток, из­
начально приобретших плазмиды К906 и КР4, иногда наблюдается сов­
местное наследование признака $П1Т (но не Би') плазмиды R906 с Т' 
и Ктг признаками плазмиды КР4. Кроме того, признак Бтг м.оже! 
передаваться совместно с признаками устойчивости плазмиды ИР4 ре- 
инпиентному штамму п коныогацяонных скрещиваниях (признаки Лрг 
и Н«г не анализировались). Функциональная способность гена .<!г 
плазмиды К906 к перемещению на другой репликри свидетельствует о 
том, что Тп4322 является истинным транспозоном.

Результаты гибридизационного и гетсродуплекспого анализов хо­
рошо согласуются с известными генетическими данными этих плазмид. 
Более того, учитывая непрерывный характер гомологии по определен­
ным районам ДНК исследуемых плазмид, можно с большой вероятно­
стью экстраполировать позиции большинства генов хорошо изученной

ЕсоП/Рь ИГ-аН 
М№!1&М>в11 
Е&К1/Ы1&гг.о1_~

1*43? 2
Рис. 2. Генетическая и физическая карта плазмиды ИР4 и схемы резуль­
татов гибридизационного н гетсродуплексного анализов этой плазмиды в 
отношении плазмид 1275! и К906. Верхние три примера представляют 
результаты гибридизации в отношении рестриктов ДНК ИР4, нижние 
шесть примеров |к.‘стрвктов ДНК рйР401 (у этого делсшгонного мутанта 

утрачена область ДНК с координатами ~ 17—50 ко карты КР4).

плазмиды КР4 на карты плазмид К751 и К906 (рис. 4). Однако следует 
отметить, что в силу некоторой неопределенности локализации ряда 
генов на карте КР4, истинное присутствие их в геноме Р751 и Р906 тре­
бует дополнительных доказательств. Нельзя пока говорить и о полной 
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идентичности генов, расположенных в пределах районов гомологии, из- 
за ограничений в разрешающей способности гетеродуплексного анализа.

Представленные результаты объясняют некоторые генетические 
данные. В частности, в районе расположения сайта ЕсоН1 плазмиды 

идентифицирован ген. ответственный за проявление, несовместимо­
сти только в отношении гомологичного репликона, но нс плазмид Р751 
и R 906 [3]. Согласно гетеродуплсксвому анализу, плазмида КР1 не 
имеет гомологии ио этому району с ДНК Г? 731 и R 906 (рис. 2 и 4). По-
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Рис. 3 Генетическая и физическая карта плазмиды R90G и схемы резуль­
татов гибридизационного и гетер։>дуилексиого анализов этой плазмиды в 
отношении плазмид R75I u RP-I BamHI-C фрагмент ДПК R906 ч его 

субфрагменты не гябридизуются с ^2р.меченой ДНК RP4.

казано также, что функция ингибирования фертильности плазмиды 
R388 из IncW группы, детерминированная районом ДНК RP1 с коорди- 
ю-лами-՝֊ 28—34 ко, отсутствует у плазмид R75J и R906 [19]. В согла­
сии с этим плазмиды R751 и R906 нс имеют гомологии с соответствую­
щим районом ДНК RP4 (рис. 2 и 4).

Анализ полученных данных позволяет говорить о некоторых зако­
номерностях генетической организации 1псР плазмид с широким спек­
тром хозяев.

В ДНК трех плазмид—RP4, R751 и R906-присутствуют две функ­
ционально неоднозначные области, в одной из которых расположены 
существенные гены и гены конъюгатпвности, в другой - «несущее.вен­
ные» гены с г-детерминантами (рис. 4). Область существенных генов 
и генов конъюгативности у трех плазмид характеризуется высокой кон­
сервативностью. То же показано для 1псР плазмид, детерминирующих 
общий признак устойчивости к тетрациклину и канамицину [17]л Ре­
зультаты исследований этих авторов и наши данные суммировал шл 
рис. 5. У всех анализированных 1псР плазмид гипотетический остов 
физически разобщен какой-либо вставочной последовательностью на
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позиции известных генетических маркеров; пунктиром отмечены участки 
экстраполяции данных плазмиды RP4 на геномы R906 и R751 по районам 

гомологии (отмечены толстой линией)

C
H

Рис 5. Сравнение структуры плазмид 1псР группы Анализ плазмид Й751 и 
Р906 проведен в настояещй работе, остальных плазмид- п работе 117] 

Стрелками указаны места вставок.
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два района. По крайней мере у плазмид КР4 [12], И751 [14] и К906 
[I] каждый из этих районов в отдельности не может быть ни делеги­
рован, ни клонирован, что связано с разбросанным характером распо­
ложения реплнканиоппых генов оп\' и 1гГ [8, 16] и генов к։1 и кос, вли­
яющих на жизнеспособность клетки-хозяина [13].

Сайты расщепления для круннощепятих рестрикта? преимущест­
венно сгруппированы в районах «несущественных» генов, что говорит 
об относительно недавнем приобретении последних. Возможно, что на­
сыщенность «несущественных» участков ДНК рестрикционными сайта­
ми отражает скорость эволюции 1псР плазмид.

В большинстве случаев г-детерминанты 1псР плазмид локали­
зованы на транспозонах. Отсутствие гомологии но районам расположе­
ния Ыа генов плазмид КР-1 а Р906 свидетельствует о разных источни­
ках этих генов. Они могли быть приобретены на транспозонах в резуль­
тате попадания 1псР прототипа в неродственные грамотрицательвые 
бактерии.

По-виднмо.му, эволюционные преобразования 1псР плазмид осу­
ществлялись преимущественно путем выпадения и интеграции сегмен­
тов ДНК. (рис. 5). Можно согласиться с предположением [17], соглас­
но которому эти преобразования происходили во «горячим» участкам 
1псР прототипа.

Если учесть, что структура плазмид Р906 и В751 по сравнению с 
другими плазмидами претерпела существенные изменения, то можно 
говорить об их большей эволюционной удаленности от 1псР прототипа- 
плазмиды ЯР4. Наиболее крупные изменения у плазмид Р906 и 1?751 
произошли по участкам, соответствующим расположению г-Детерми- 
нант в геноме. R Р-1. В консервативных же областях гомологии 1псР 
плазмид преобразования носят характер небольших замен и делений.

Научно-исследователъский технологический
институт аминокислот. Ереван Поступило 11. IX 1985 г.
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COMPARISON OF GENETIC ORGANIZATION OF PLASMIDS OF 
THE P GROUP INCOMPATIBILITY

V. A. SAKANYAN. M. A. KRUPENKO

Genetic and physical maps of the plasmids RP4, R751 and R906 
have been compared on the basis of heteroduplex and hybridization da­
ta. New transposon Tn4322 has been Identified on the plasmid R906. 
The plasmids R906 and R751 have the same principle of genetic organi­
zation of IncP plasmids in spite of less evolutional relatedness with RP1 
genome (IncP prototype). Possible features of genetic organization of 
IncP plasmids are discussed.
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