
Z-LUJUOGS дилгмрпгкгиьр • КРАТКИЕ- СООБЩЕНИЯ

Биолог, жури. Армении, №9.(43,1.1990 УДК 5,6.851.2/852.24: о. 5.24КОНЪЮГАЦИОННЫЙ ПЕРЕНОС ПЛАЗМИДЫ ИЗ 
ESCHERICHIA СОИ В КЛЕТКИ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ

В. ,4 ЛИВШИЦ, Е. В СЕМЕНОВА. К. В. МАКАРИН'Всесоюзный научно-штледовательскнн институт генетики и селкении промышленных микроорганизмов.•Ереванский зооветеринарный институт -
Бактерии молочнокиидыс—илаимиди—конъюгация—устойчивости^ .՛.՛ апт и'ийоти:а

Получение плазмид, которые могут быть мобилизованы :։3 Esdicruhiu 
coll в клетки молочнокислых бактерий, открывает большие возможности 
для генно-инженерных манипуляций с этими бактериями н, о частно­
сти, для конструирования штаммов, устойчивы:՝; к антибиотикам. Суш. 
иость этой процедуры заключается в том, что н двурспликонпуго плаз­
миду, способную поддерживаться :՛. клетках cul: и моло нюютних бак­
терий, встраивают фрагмент ДИК, содержащий начали переноса, (огГГ 
или mob-сайт) плазмиды RK2 (или родственных плазмид RP4 и RP1). 
Это позволяет мобилизовать полученную плазмиду с помощью кшгью- 
гативных плазмид JncP-группы несовместимости в клетки гра.‘.(положи­
тельных бактерий II].

В настоящей работе впервые показана возможное։ь конъюгацпоп- 
ной мобилизации такой плазмиды из coll в клетки .лактобацилл.

Материал и методика. В работе использовали штаммы бактерий, полученные из музея культур ВНИНгенетики: Е. cofl С 600. Е. coll C600(RP4}„ Е. coll S17(pSU 501 J), Bacillus subtllis 168(pHV33), Lactobacillus plantaram BK.VL-578, Lactobacillus 
biichnerl BKMI3H, Streptococcus faccalis OGI Двуренлнхонная плазмида pHV33 получена н работе [2]. Плазмида pSUP 5011 описана Саймоном [3].

Средн Е. coli и В. subtilis культивировали н бульоне Хотгпмгера или L-6j шоке. Лактобациллы выращивали п среде MRS {Oxoid, Англия). агарнзевзнные среды со держали 1,5% агара. Антибиотики отечественного производства вносили в среды в следующих концентрациях (мкг/мл}: ампициллин—100.0; хлорамфепнкол—10.0; тетра­циклин—10.0; канамвнин—20,0. лолимнксше—10.0. Трансформацию клеток И. coll осуществляли известным методом [4]. Кояъюгациояные скрещивания между Е. coil и молочнокислыми бактериями осуществляли на фильтрах С этой целью I мл ночной культуры штамма-донора Е. coll С 600 (RP1, pSI.201) и 0.2 мл ночной культуры штам­ма-реципиента смешивали и осаждали на мембранном фильтре С диаметром поп 0,45 цц. Фильтры с клетками помещали ил чашки с соответствующими питательными средами я инкубировали 18 ч при 37° пли 30°. Затем клетки смывали с фильтров физиологиче­ским раствором <аС1 и высевали на селективные среды для отбора экскокъюгантов. 
Пливмиднию ДНК из клеток Е. coll и В. subtilis выделяли по методу Бирмбойнз и До­ли | ՝] Рестрикцию и лигирование ДНК осуществляли и соответствии с общеприия- ми методиками [4] я условиях, рекомендованных изготовителями ферментов. Фер­менты получали в лаборатории прикладной энзимологии ВНИИген.
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Результаты и обсуждение. Конструирование плазмиды р81,201. 
.Двурепликационнэя плазмида рНУЗЗ имеет размер 6,9 т.п.о и состоит 
н > фра: цента ДНК плазмиды рВИ322, несущей детерминанты устой­
чивости к ампициллину и тетрациклину, и фрагмента плазмиды рС 194. 
несущей детерминант устойчивости к хлорамфениколу [2]. Как извест­
но, плазмида рВР322 поддерживается в клетках /. соИ. а плазмида 
1'0194 । клетках грамположительпых бактерий Плазмида рПУЗЗ со 
л'Р/киг уникальные сайты для рсстриктаз Вам Н 1. ЕсоК I и [-М I. Для 

получения мобилизуемо!, плазмиды на основе рНУЗЗ в псе был встро­
ен фрагмент ДПК. несущий опТ (тоЬ-сайт) плазмиды |?Р4 Источни­
ком пюЬ-фрагмеита служила плазмида р81’Р501! |3|. С этой целью 
плазмап р51 Р5011 подвергали гидролизу ресюиктазой Ва м II I. МоЬ- 
фраг.меиг извлекали из легкоплавкой агарозы после электрофоретиче­
ского разделения рестриктов в препарат инном 1%-ном геле с использо­
ванием гексадецилтрпам.моний бромида |6|. Далее I мкг ДНК плаз­
миды рПХ'ЗЗ. обработанной рестрнктазой Вам Ы1. смешивали с 5 мкг 
ДНК 1пс»Ь-фрагмсита. добавлял!։ 15 ед. ДНК-лигазы фага Т4 л инку­
бировали 5 ч при комнатной температуре [4] Полученной лигирован­
ной смесью трансформировали компетентные клетки Е. соИСбОО. Гране 
форманты отбирали на среде с ампициллином и среди них находили кло­
ны, чувствительные к тетрациклину, детерминанты устойчивое!и к кото­
рому инактивируются, если произошла вставка тоЬ-фрагмепта в Вам I II 
сайт плазмиды рН\'33.

Рестрикционный анализ плазмидных ДНК, выделенных из таких 
ктерий. показал наличие в некоторых из плазмид фрагментов ДНК. 

соответствующих рНХ'ЗЗ и пюЬ-учлстку. Одна из таких плазмид была 
обозначена рЗЬ201 и имела размер 8.8 г. и. о

Конъюгационни ՛■ мобилизация плазмиды р81.291 в клетки молоч­

нокислых бактерий. Для конъюгации в ной мобилизации плазмиды 
(>51.20! в клетки молочнокислых бактерий был сконструирован донор­
ный штамм /՝. соЦ С 600. содержащий эту плазмиду и конъюгативную 
плазмиду -мобилизатор КР4. Копъюгационные скрещивания осуществ­
лял։! на мембранных фильтрах. Для контрселекции донора использова­
ли природную устойчивость бацилл, лактобацилл и стрептококков к 
полимиксину.

Кош рольный эксперимент показал, что плазмида р5Е201 .мобили­
зуется из Е. соЕ в Е. заЬЕИх, где поддерживается в присутствии селек­
тивного а։опта (хлорамфеникола) Затем в качестве реципиентов бы­
ли взяты .молочнокислые бактерии /-. р1ашан1т ВКМ 578, Ьисйпеп 
ВКМ 1310 и 57г. (ассаНх 001. ЭксконъЮганты молочнокислых бакте­
рий, устойчивые к хлорамфениколу, возникали с частотой 10 10
по отношению к числу клеток донора. Экскопьюгаиты 37г. 1исп.< воз­
никали с частотой<5-10 <

Присутствие плазмиды р51.20! в кле։ках эксконъюганюн пол.:՛ 
гкдас! анализ препаратов плазмидных ДПК с помощью электрофореза 
в агарозном геле. Кроме того, полученные препараты плазмиды ДНК. 
выделе։ иы<՝ ил р1ап1<;гит, Е. buchn.cn и 8(.г. {аеса-Нх использовали 
для трансформации штамма Е. соН С600. Трансформанты отбирали 
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из среде с ампициллином. Последующий рестрикционный анализ плаз- 
мидиых ДНК из этих трансформантов /;՜. соН подтвердил наличие в 
них неизменной формы pSI.201.

Как уже отмечалось, эксконъюганты молочнокислых бактерий от­
бирали на среде с хлорамфениколом. Следовательно, детерминант (ы) 
устойчивости к этому антибиотику экспрессируется в клетках лактоба­
цилл и фекальных стрептококков. В то же время эти бактерии остава­
лись чувствительными к ампициллину, т. е. детерминан! устойчивости 
ь этому антибиотику не экспрессируется в клетках молочнокислых бак­
терий.

После культивирования в песелектианых условиях (т. с. без анти­
биотиков) в течение 15—20 генераций более 99% клеток лактобацилл и 
стрептококков утрачивали плазмиду pSI.201. Это соответствует наблю­
дению, что исходная плазмида pHV33 не стабильна в клетках рампо- 
ложптельвых бактерии |2].

Таким образом, проделанная работа показывает перспективность 
использования мобилизуемых плазмид для введения детерминантов 
устойчивости в клетки молочнокислых бактерии. Однако для стабиль­
ности этих признаков, видимо, целесообразно использовать дпурспликап- 
иые плазмиды иною происхождения и, в частности, сконструированные 
на основе собственных плазмид молочнокислых бактерий.
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