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Конъюгационная система плазмиды pBS72, широко распространенная среди внехромосомных ге-
нетических элементов природных бактерий рода Bacillus, является уникальной и может быть отне-
сена к новому семейству. Новая систематическая группа, обозначенная как MpfS, имея сходство с
системой конъюгации хорошо изученной плазмиды pLS20 бактерий B. subtillis nato, характеризова-
лась особенностями молекулярно-генетической организации и функциональной активности. В
частности, ключевые белки конъюгации VirB4, VirB6, VirB11, VirD4 и Adg плазмид pLS20 и pBS72,
сходные в области функциональных доменов, достоверно отличались между собой, образуя отдель-
ные филогенетические группы. Гены (rco, rap, phr), определяющие белки регуляции конъюгации
плазмиды pLS20, в плазмиде pBS72 имели иную локализацию, а сходство между аминокислотными
последовательностями не превышало 40.21% для белка Rco, 24.41% для белка Rap и отсутствовало
для белка Phr. В отличие от плазмиды pLS20, частота конъюгационного переноса плазмиды pBS72
и мобилизуемой плазмиды pCB16 не зависела от стадии роста и концентрации донорных клеток и
определялась составом среды и генетическими особенностями бактерий реципиентов. Полученные
результаты являются основой для изучения механизма распространения pBS72-подобных плазмид
в природной среде обитания и создания на их основе системы генетического анализа биотехноло-
гически значимых бактерий рода Bacillus.
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Распространение генов антибиотикорезистент-
ности среди природных микроорганизмов пред-
ставляет серьезную проблему. В медицинской прак-
тике данный феномен рассматривается как новый
вид инфекции, осложняющий лечение бактери-
альных заболеваний дорогостоящими антибакте-
риальными препаратами. Усилия многих науч-
ных лабораторий направлены на изучение путей
ее распространения и механизмов возникновения.
В этом плане ключевой интерес представляют гены
антибиотикорезистентности, локализованные в со-
ставе плазмид, которые могут попадать в клетки
природных микроорганизмов путем конъюгации,
трансформации или трансдукции (Davies, 2010).
Следует отметить, что только бактерии способны
использовать системы генетического обмена для
горизонтального переноса генов между нерод-
ственными видами, что обеспечивает их быструю
адаптацию в изменяющихся условиях внешней
среды.

Среди систем горизонтального переноса генов
ключевой интерес представляет процесс конъ-
югации, за счет которого осуществляется эффек-
тивная передача не только конъюгативных плаз-
мид, но и любых внехромосомных генетических
элементов (передаются за счет конъюгативных
плазмид или путем временного объединения двух
плазмидных репликонов в клетке донора, с по-
следующим разъединением в клетке реципиента)
(Xiaoming, 1997). В связи с этим, конъюгативные
системы являются объектом пристального вни-
мания. В частности, для них активно разрабаты-
вается классификация, основанная на особенно-
стях организации ключевых белков, определяющих
конъюгационный перенос. Накопленные данные
позволяют систематизировать знания о функцио-
нальной организации этих систем и служат осно-
вой для изучения механизмов распространения
плазмид в природной среде обитания.

Структурная и функциональная организация
белков, определяющих конъюгационный перенос,
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наиболее полно изучена для Ti-плазмиды бактерий
Agrobacterium tumefaciens. Для остальных плазмид
проводят анализ отдельных белков в сравнении с
таковыми плазмиды Ti, позволяющий судить об
их функциональной активности. В результате та-
кого подхода были выявлены наиболее консерва-
тивные белки, которые используются в качестве
маркерных для классификации внехромосомных
генетических элементов. В первую очередь, это
релаксаза (Mob-белок), входящая в систему всех
без исключения плазмид, передающихся путем
конъюгации (конъюгативные и мобилизуемые
плазмиды). Она является ключевым белком
конъюгации, распознающим oriT-сайт, локали-
зованным в цис-положении на передающейся
плазмиде, и катализирует начальное расщепле-
ние плазмидной ДНК в oriT-сайте в клетке доно-
ра и восстановление передаваемой плазмиды в
клетке реципиентa. На основании сходства ре-
лаксаз, конъюгативные и мобилизуемые плазми-
ды отнесены к семи классификационным груп-
пам или семействам (MOBF, MOBH, MOBQ,
MOBC, MOBP, MOBV и MOBL) (Ramachandran,
2017). Следует отметить, что релаксазы семейства
MOBL характерны только для конъюгативных
плазмид грамположительных бактерий группы Fir-
micutes.

Поскольку перенос ДНК из клетки донора в
клетку реципиента требует энергетических затрат,
все конъюгативные плазмиды кодируют белки с
АТФ-азной активностью. Ключевыми АТФ-азами
являются белок VirB4, входящий в Mpf-систему
секреции IV типа и определяющий перенос ДНК
через цитоплазматическую мембрану (для плаз-
мид грамотрицательных бактерий дополнительно
определяет синтез половых пилей), и белок VirD4
(coupling protein – связывающий белок T4CP),
играющий роль связывающего белка между Mpf-
системой и релаксасомой (Тra-система). На осно-
вании сходства белков VirB4 выделено восемь
классификационных групп (MPFT, MPFF, MPFG,
MPFC, MPFB, MPFFA, MPFFATA, MPFI) (Gug-
lielmini et al., 2014).

Следует отметить, что ограниченный круг вне-
хромосомных генетических элементов (плазмиды
семейств MPFT и MPFI) кодируют синтез еще од-
ной АТФ-азы VirB11, взаимодействующей с белком
VirB4 и выполняющей сходные с ним функции. Во
время переноса данных плазмид одна цепь ДНК
последовательно контактирует со связывающим
белком VirD4, а затем с АТФ-азой VirB11 и белками
внутренней мембраны VirB6 и VirB8 и, наконец, с
белковым комплексом, образующим переплазма-
тический канал для переноса (VirB7, VirB9 и VirB10)
(Cascales, 2003). Системы конъюгации грамполо-
жительных бактерий не содержат генов, кодирую-
щих белки, обеспечивающие образование пилей
(VirB5 и VirB2) и перенос ДНК через периплазму

(VirB7, VirB9 и VirB10) (Alvarez-Rodriguez, 2020).
Контакт между конъюгирующими клетками обес-
печивается адгезинами (Grohmann, 2017).

Конъюгативные и мобилизуемые плазмиды
грамположительных бактерий группы Firmicutes
представляют большой научный и практический
интерес, поскольку эти повсеместно распростра-
ненные микроорганизмы являются патогенами для
человека и животных (например, Staphylococcus,
Streptococcus и др.), входят в состав нормальной
микробиоты человека (например, Lactobacillus) и
широко используются в промышленном произ-
водстве в качестве продуцентов биологически ак-
тивных соединений, ферментов, антибиотиков,
стимуляторов роста растений и животных (Har-
wood, 2018). Ряд представителей этой обширной
группы (например, B. subtilis) отнесены к абсолютно
безопасным для человека микроорганизмам (имеют
статус GRAS). Отсутствие принципиальных гене-
тических барьеров между представителями
Firmicutes предполагает возможность горизонталь-
ного переноса генов с помощью конъюгативных
плазмид. Известно, что многие неконъюгативные
плазмиды, в том числе и антибиотикорезистент-
ные патогенных бактерий (например, Staphylococ-
cus и Streptococcus), имеющие разные системы ре-
пликации, способны стабильно поддерживаться в
клетках B. subtilis (Grohmann, 2003). Следователь-
но, данные повсеместно распространенные и без-
опасные микроорганизмы при наличии в их клет-
ках конъюгативных плазмид могут играть ключе-
вую роль в распространении генов, в том числе
антибиотикорезистентности, среди бактерий раз-
ных систематических групп. В настоящее время
для бактерий B. subtilis описано лишь две конъ-
югативные плазмиды (pLS20 и pBS72) (Meijer,
1995; Titok, 2003). Установлено, что плазмиды,
содержащие идентичные плазмиде pBS72 систе-
мы репликации, содержатся в клетках бактерий
B. subtilis, циркулирующих на территории Белару-
си, Пакистана и Нидерландов (Гуринович, 2020).
Присутствие плазмиды pBS72 повышает устойчи-
вость содержащих ее природных и коллекцион-
ных бактерий B. subtilis к стрессовым факторам
среды (высокая осмолярность, низкие и высокие
значения рН среды, УФ-облучение) (Гуринович,
2020). Для одной из плазмид подобных pBS72
(p19) показана способность эффективно переда-
ваться в клетки близкородственных бактерий и
мобилизовать перенос плазмид, содержащих ре-
лаксазу семейства MOBV (Poluektova, 2004). Вы-
шеперечисленные свойства плазмиды pBS72 поз-
воляют рассматривать ее в качестве модельного
объекта для изучения особенностей организации
системы конъюгации.

Целью настоящей работы являлся сравнитель-
ный молекулярно-генетический и функциональ-
ный анализ системы конъюгации плазмиды pBS72
природных бактерий B. subtilis.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали природные бактерии
B. subtilis 16, B. licheniformis FD9, B. vezelensis 7IA3
и B. subtilis 72 из коллекции кафедры микробио-
логии БГУ, коллекционный штамм B. subtilis 168
(Anagnostopoulos, 1961) и его рифампицинрези-
стентный вариант (Гуринович, 2020), а также
плазмида pBS72, маркированная геном эритро-
мицинрезистентности (Гуринович, 2020), и плаз-
мида pCB16, определяющая устойчивость к тет-
рациклину (Bernhard, 1978). Бактерии выращива-
ли в полноценной среде LB (Миллер, 1976) или
минимальной среде Spizizen (Anagnostopoulos,
1961) при 37°С с аэрацией (240 об./мин). Для ро-
ста бактерий B. subtilis 168 на среде Spizizen добав-
ляли триптофан в концентрации 50 мкг/мл. Ага-
ризованные среды содержали 1.5% агара, источ-
ником углерода служила глюкоза в концентрации
0.5%. В работе использовали коммерческие пре-
параты тетрациклина, эритромицина, стрептоми-
цина и рифампицина в концентрациях 10, 20, 25 и
100 мкг/мл соответственно.

Тотальную ДНК выделяли саркозиловым ме-
тодом (te Riele, 1986).

Скрещивание бактерий. В качестве донорных
использовали бактерии B. subtilis 72, содержащие
маркированную геном эритромицинрезистентно-
сти плазмиду pBS72, и B. subtilis 168, содержащие
маркированную геном эритромицинрезистентно-
сти плазмиду pBS72 и вектор pBC16, детерминиру-
ющий устойчивость к тетрациклину. В качестве
реципиентов использовали штамм B. subtilis 168
устойчивый к рифампицину (спонтанный му-
тант) и природные штаммы B. subtilis 16, B. licheni-
formis FD9 и B. vezelensis 7IA3, устойчивые стреп-
томицину (устойчивость природного происхож-
дения). Для скрещивания в жидкой среде ночную
культуру бактерий, выращенную в среде LB или
Spizizen, разводили в 10 раз, соответственно, в
свежей среде LB или Spizizen и выращивали с
аэрацией в течение 3 или 24 ч. Для скрещивания
на плотной среде ночные культуры донора и ре-
ципиента в соотношении 1 : 1 наносили на мем-
бранные фильтры, помещенные на поверхность
агаризованной среды LB или Spizizen, и культи-
вировали в течении 3 или 24 ч. По истечении 3
или 24 ч скрещивания клетки высевали на селек-
тивные среды определенного состава. При пере-
носе плазмиды pBS72 в клетки бактерии B. subtilis
168 трансконъюганты отбирали на полноценной
агаризованной среде LB, содержащей в качестве
селективного и контрселективного маркеров, соот-
ветственно, эритромицин и рифампицин в концен-
трации 10 и 100 мкг/мл. При переносе плазмиды
pBC16 в природные бактерии B. subtilis 16, B. licheni-
formis FD9 и B. vezelensis 7IA3 трансконъюганты
отбирали на минимальной среде Spizizen, не со-
держащей триптофан, с добавлением стрептоми-

цина в концентрации 25 мкг/мл (контрселективные
маркеры) и тетрациклина в концентрации 20 мкг/мл
(селективный маркер) с последующим анализом
отобранных клонов на наличие маркера эритро-
мицинрезистентности, кодируемого плазмидой
pBS72. Частоту переноса определяли отношени-
ем числа трансконъюгантов к количеству клеток
реципиента. Присутствие в клетках трансконъ-
югантов плазмид дополнительно устанавливали с
использованием ПЦР-анализа.

Для амплификации использовали HF ДНК-
полимеразу производства “Thermo Scientific” (ЕС)
и праймеры производства ОДО “Праймтех” (Бела-
русь). Реакционная смесь для ПЦР (50 мкл) содер-
жала около 100 нг ДНК-матрицы, 0.2 ммоль/л каж-
дого дНТФ, 0.3 мкмоль/л каждого праймера, 2.5 ед.
ДНК-полимеразы и соответствующий буфер.

Для рестрикционного анализа использовали
ферменты рестрикции при режимах, рекоменду-
емых фирмой изготовителем (“Thermo Scienti-
fic”, ЕС).

Для идентификации плазмиды pBS72 ампли-
фицировали фрагмент размером 685 п.н. с ис-
пользованием праймеров F2 (5'-TAA ATC GCT
TCC CTC CTT C-3') и R2 (5'-GTT TCC ACT GTC
CAG GAG-3') при режиме амплификации: 94°С –
5 мин (1 цикл); 94°С – 30 с, 50°С – 30 с, 72°С – 42 с
(25 циклов); 72°С – 5 мин (1 цикл).

Для идентификации плазмиды pBC16 ампли-
фицировали фрагмент размером 1861 п.н. с прай-
мерами Fmob (5'-GCG CGA TTG CTG AAT AAA
AGA TAC-3') и Rmob (5'-CAC TTC AAC GCA CCT
TTC AG-3') при режиме амплификации: 94°С –
5 мин (1 цикл); 94°С – 30 с, 50°С – 30 с, 72°С –
1 мин 52 с (25 циклов); 72°С – 5 мин (1 цикл).

Для локализации регуляторных генов rap и phr
амплифицировали фрагмент плазмиды pBS72
размером 3269 п.н. с праймерами Frap (5'-AGA
GAA ATG GTT CAA TGC CAG-3') и Rrap (5'-ACG
GTT AGG AGA ACT CGA C-3') при режиме ам-
плификации: 94°С – 5 мин (1 цикл); 94°С – 30 с,
52°С – 30 с, 72°С – 3 мин 20 с (25 циклов); 72°С –
5 мин (1 цикл) с последующим рестрикционным
анализом ферментом рестрикции SacI, Eco53k1,
AflIII.

Для локализации гена rco амплифицировали
фрагмент плазмиды pBS72 размером 2428 п.н. с
праймерами Frco (5'-TTC CCT TTC CTC GTC
ATC G-3') и Rrco (5'-TCG CTC ACT ACG ACT TTT
AG-3') при режиме амплификации: 94°С – 5 мин
(1 цикл); 94°С – 30 с, 52°С – 30 с, 72°С – 2 мин 25 с
(25 циклов); 72°С – 5 мин (1 цикл) с последую-
щим рестрикционным анализом ферментом ре-
стрикции EcoRV, XhoII, NdeI.

Для анализа генов и детерминируемых ими
белков, входящих в состав плазмиды pBS72 (реги-
страционный номер в ГенБанке NCBI – KX711616)
и плазмиды pLS20 (регистрационный номер в Ген-
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Банке NCBI – AB615352), использовали программу
BLASTN2.10.0 (сайт: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Построение филогенетических деревьев пол-
норазмерных аминокислотных последовательно-
стей осуществляли методом ближайших соседей
(1000 бутстрепов) в программе MEGA7 (Kumar,
2016).

Поиск гомологичных плазмиде pBS72 белков
конъюгации осуществляли в базе данных NCBI с
использованием программы psi-blast. Для сравне-
ния использовали типовые аминокислотные после-
довательности белков плазмид pTiBo542 (MPFT),
R64 (MPFI), R27 (MPFF), ICEhin1056 (MPFG),
pCW3 (MPFFA), pGO1 (MPFFATA), pCC7120alpha
(MPFC) и транспозона CtnDOT (MPFB). С помо-
щью программы USEARCH (версия 11.0.667_i86li-
nux32) для построения филогенетических деревьев
использовали аминокислотные последовательно-
сти, отличающиеся между собой более чем на 50%
(Edgar, 2010).

Аминокислотные последовательности гомологич-
ных белков выравнивали с помощью программы
Clustal Omega (сайт https://www.ebi.ac.uk/ Tools/com-
mon/tools/help/index.html?tool=clustalo), для графи-
ческого изображения которых использовали про-
грамму JalView.

Поиск функциональных доменов проводили с
помощью программ TMHMM v2.0, MOTIF Search
и Phyre2 сервера Hhpred и баз данных NCBI и
Uni-prot.

Для сравнительного анализа структурных и регуля-
торных генов, определяющих белки конъюгации,
использовали депонированные в ГенБанк NCBI
нуклеотидные последовательности бактерий
B. subtilis MB378 (MBPE01000006), B. subtilis
MB415 (MQSR01000011), B. subtilis
DH12 (NZ_RQPH01000007), B. subtilis EH11
(NZ_RPHE01000007), B. subtilis 18-3
(NZ_NJRE01000013), B. subtilis B4071
(NZ_JXHN01000026, NZ_JXHN01000027,
NZ_JXHN01000031), B. rugosus SPB7
(NZ_JABUXO010000030), B. licheniformis YNP5-
SUWRT508 (MEDD01000008), B. licheniformis
YNP1-TSU (MIGE01000004), B. paralicheniformis
G-1 (NZ_AZSK01000003, NZ_AZSK01000013),
Bacillus sp. CX-120 (NZ_NCTZ01000020) и полные
нуклеотидные последовательности плазмиды
SX01705-1 бактерий B. subtilis (CP022288) и плаз-
миды 1 бактерий B. licheniformis (CP035229).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наличие полной нуклеотидной последова-

тельности плазмиды pBS72 позволило провести
сравнительный анализ генов и детерминируемых
ими белков конъюгации с известными. Плазмида
pBS72, размером 102254 п.н., является самым
крупным внехромосомным генетическим эле-

ментом, выявленным в клетках бактерий B. subti-
lis. В состав ее генома входит 142 открытые рамки
считывания, из которых 49 кодируют белки с
определенными функциональными свойствами,
остальные (93) определяют синтез гипотетических
полипептидов. Около 30% плазмидного репликона
представлено генами, предположительно опреде-
ляющими белки конъюгации (orf14–оrf 51), среди
которых выявленные белки VirB4 (orf 31), VirB11
(orf 26), Mob (orf 37) и VirD4 (or f24) являются
ключевыми и используются для характеристики и
классификации систем конъюгации внехромо-
сомных генетических элементов грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий (Gug-
lielmini et al., 2014; Ramachandran, 2017).

На первом этапе осуществляли поиск pBS72-
подобных плазмид на основании сходства белков
VirB4, VirB11 и VirD4 с известными. В результате
данные белки, идентичные на 98–100% таковым
плазмиде pBS72, были выявлены у природных
бактерий B. subtilis, выделенных из загрязненной
нефтью почвы на территории Пакистана (штаммы
MB378 и MB415), из луговой почвы в Нидерландах
(штаммы EH11 и DH12), из кари супа в Нидерлан-
дах (штамм B4071), коммерческого штамма B. subti-
lis, использующегося в качестве пробиотического
препарата для животных в Китае (штамм 18-3),
природных бактерий B. rugosus, изолированных
из морской воды на территории Индии (штамм
SPB7). Гомологи VirB4, VirB11 и VirD4, идентич-
ные на 60–80% плазмиде pBS72, обнаружены у
бактерий Bacillus sp., выделенных из компоста в
Китае (штамм CX-120), B. licheniformis, изолиро-
ванных из травы в парках США (штаммы YNP5-
SUWRT508 и YNP1-TSU), B. paralicheniformis, выде-
ленных из сухого молока в Австралии (штамм G-1),
а также плазмиды SX01705-1 бактерий B. subtilis, изо-
лированных из субстрата для выращивания гри-
бов в Китае и плазмиды 1 бактерий B. licheniformis,
выделенных из пищевого продукта в Южной Ко-
рее. Ранее для ряда вышеперечисленных геномов
выявлены rep- и mob-гены, кодирующие, соответ-
ственно, белки инициации репликации и релак-
сазы, идентичные плазмиде pBS72 на 99–100 или
62% (Гуринович, 2020). Полученные данные од-
нозначно свидетельствовали о присутствии в
клетках внехромосомных генетических элемен-
тов. Следует отметить, что геномы всех вышепе-
речисленных бактерий депонированы в ГенБанк
NCBI в виде отдельных контигов, анализ которых
позволил установить, что некоторые из них мож-
но представить в виде кольцевых молекул ДНК
(фрагменты одной и той же рамки считывания
присутствовали на 5'- и 3'-концах) и, следователь-
но, определить размер плазмидных репликонов.
В частности, в клетках бактерий B. subtilis MB378
и B. subtilis MB415, выделенных на территории
Пакистана, присутствовали плазмиды размером
88605 и 94937 п.н. соответственно, а в клетках
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бактерий B. subtilis EH11 и B. subtilis DH12, выде-
ленных на территории Нидерландов – плазмиды
более крупного размера –122937 и 117972 п.н. со-
ответственно. Для остальных бактерий размер
внехромосомных генетических элементов уста-
новить не представлялось возможным, поскольку
их контиги не перекрывались. Среди обнаружен-
ных плазмидсодержащих штаммов определенный
интерес представляли бактерии B. rugosus, изоли-
рованные из морской воды на территории Индии,
поскольку все детерминанты, кодирующие белки
инициации репликации и конъюгации, были
идентичны таковым плазмиде pBS72 на 100%.

Таким образом, на основании полученных
данных можно утверждать, что бактерии рода Bacil-
lus, содержащие pBS72-подобные плазмиды, широ-
ко распространены по всему миру (Беларусь, Ни-
дерланды, Китай, Индия, Пакистан, Южная Корея,
США, Австралия). При этом, наиболее сходные
плазмиде pBS72 репликоны выявлены в клетках
B. subtilis (исключение составил штамм, иденти-
фицированный как B. rugosus). Данный факт яв-
ляется весьма примечательным и обосновывает
детальный анализ систем конъюгации данных
внехромосомных генетических элементов.

Как указывалось выше, консервативные белки
VirB4, MOB и VirD4 являются маркерными и ис-
пользуются для классификации конъюгативных
плазмид. Ранее был проведен анализ функцио-
нальных доменов релаксазы плазмиды pBS72 и
установлено, что они имеют наибольшее сход-
ство с таковыми плазмиды pLS20 группы MOBL,
но полная аминокислотная последовательность
белка достоверно отличалась от релаксазы pLS20
(сходство составляло 34.93%) и представлена от-
дельной филогенетической группой (Гуринович,
2020).

В ходе настоящей работы был проведен срав-
нительный молекулярно-генетический и филоге-
нетический анализ белков VirB4, VirB11, VirD4,
VirB6 плазмиды pBS72. Предполагали, что де-
тальный анализ достаточно большой выборки
белковых молекул позволит более точно охаракте-
ризовать систему конъюгации плазмид, подобных
pBS72, и определить их место в существующей си-
стеме классификации.

Анализ белка VirB4 (orf31) плазмиды pBS72
позволил выявить в N- и С-концевой части молеку-
лы консервативные аминокислотные последова-
тельности, определяющие характерную для данных
белков АТФ-азную активность (Walker A и
Walker B, Мотив D и E). В то же время отсутство-
вали характерные для данного типа белков транс-
мембранные домены, что могло свидетельство-
вать о неспособности белка VirB4 плазмиды pBS72
непосредственно взаимодействовать с белками,
входящими в состав секреторного канала, через ко-
торый передается однонитевая молекула ДНК

(Sgro, 2019). Возможно, подобно некоторым дру-
гим системам конъюгации данный белок обеспе-
чивал связывание с внутренней мембраной по-
средством взаимодействий с другими компонен-
тами системы секреции IV-типа (Green, 2016).
Сравнительный анализ функциональных доме-
нов белков VirB4 с АТФ-азной активностью, ко-
дируемых конъюгативными плазмидами разных
систематических групп, позволил установить, что
они характеризуются полиморфностью и содер-
жат ряд несинонимических замен (рис. 1).

Филогенетический анализ белков VirB4 позво-
лил установить, что наиболее сходные полипептиды
кодируются плазмидой pLS20. Однако, несмотря на
95% покрытие, данные белки достоверно отлича-
лись друг от друга (сходство составляло 35.32%) и
входили в разные филогенетические группы. Фи-
логенетически близкими данным полипептидам
являлись белки VirB4 конъюгативных плазмид
семейства MPFFATA, присутствующих в клетках,
удаленных в таксономическом отношении мик-
роорганизмов (Firmicutes, Actinobacteria, Teneri-
cutes и Archaea) (рис. 2).

Особый интерес представлял белок VirB11
плазмиды pBS72, кодируемый orf26, являющийся
достаточно уникальным и характерным для 20%
известных Mpf-систем. Только внехромосомные
генетические элементы семейств MPFT (Ti-плаз-
мида) и MPFI (плазмида R64) детерминировали
синтез данных полипептидов. Он не обнаружен в
системах секреции IV-типа, кодируемых F-плаз-
мидой E. coli и плазмидами грамположительных
бактерий и архей (Christie, 2017). Белки VirB11 яв-
ляются членами AAA-суперсемейства АТФ-аз.
Локализуясь в цитоплазме клеток, они способны
временно взаимодействовать с белками секреции
в ответ на связывание субстрата или другой сиг-
нал (Sexton, 2004). Анализ аминокислотной по-
следовательности белка VirB11 плазмиды pBS72
выявил наличие консервативных доменов с АТФ-
азной активностью (Walker A, Walker B), а также
Asp- и His-доменов, определяющих связывание
молекул ДНК (Sagulenko, 2001). Кроме плазмиды
Ti и RP4, гомологичный белок VirB11 с неполным
покрытием (74%) и сходством, не превышающим
36%, характерен для плазмиды pLS20 (код досту-
па BAJ76915.1 в ГенБанке NCBI). Сравнительный
анализ функциональных доменов белков VirB11
плазмиды pBS72 и pLS20 выявил наличие неси-
нонимических замен во всех функционально зна-
чимых участках. При этом наиболее консерватив-
ным являлся His-домен, в котором выявлялись
только функционально незначимые аминокис-
лотные замены. Все остальные домены содержали
значимые для функциональной активности изме-
нения. Наиболее выраженным полиморфизмом
характеризовались междоменные локусы (рис. 3).
Филогенетический анализ позволил установить,
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что белок VirB11, кодируемый плазмидой pBS72,
представлен отдельной филогенетической груп-
пой, достоверно отличающейся от гомологичных
белков, кодируемых плазмидой pLS20 и внехро-
мосомными генетическими элементами семейств
MPFT и MPFI (рис. 4).

Анализ белка VirD4 (orf24) обнаружил типич-
ное строение, характерное для белков T4CP. В
N-концевой последовательности данного белка
локализовалось два трансмембранных домена
(NTD) из 34 аминокислот, способных формиро-
вать периплазматическую петлю, обеспечивающую
взаимодействие с секреторными белками. Цен-
тральная часть белка включала нуклеотид-связыва-
ющий домен (NBD) и мотивы Walker A и Walker B,
обладающие АТФ-азной активностью. C-концевая
последовательность белка содержала нуклеотид-
связывающий домен (NBD) и вариабельный аль-
фа-домен (AAD), обеспечивающий связывание суб-
стратов (Li, 2018) (рис. 5). Анализ белка VirD4
плазмиды pBS72 позволил установить, что наи-
большее сходство в области функционально зна-
чимых участков данный белок проявлял с гомо-
логичным полипептидом плазмиды pLS20. Однако
их полные аминокислотные последовательности
достоверно отличались друг от друга (покрытие со-
ставило 79%, сходство не превышало 33.89%) и вхо-

дили в разные филогенетические группы. Следует
отметить, что белки VirD4 плазмид pBS72 и pLS20
имели наибольшее филогенетическое сходство с
гомологичными белками плазмид семейств MPFТ и
MPFFATA (рис. 6).

Таким образом, сравнительный анализ кон-
сервативных белков конъюгации VirB4 и VirD4,
кодируемых плазмидой pBS72, позволил устано-
вить, что они наиболее сходны с плазмидой pLS20 и
внехромосомными генетическими элементами
классификационной группы MPFFATA или MPFFATA
и MPFТ соответственно. В то же время гомоло-
гичный белок VirB11 имел наибольшее сходство
только с плазмидами, подобными pLS20 (рис. 3).
В связи с этим, анализ других белков проводили в
сравнении с таковыми плазмиды pLS20. Для этого
анализировали белки, связанные с поверхност-
ными структурами, которые, как известно, явля-
ются крайне специфическими, и наличие сходства
между ними может однозначно свидетельство-
вать в пользу филогенетического родства.

Поиск белков, образующих секреторный ка-
нал, позволил обнаружить полипептид, кодируе-
мый открытой рамкой считывания orf28 плазмиды
pBS72, способный выполнять данные функции. В
пределах N-концевой последовательности этого

Рис. 1. Сравнительный анализ функциональных доменов белков VirB4 плазмиды pBS72 и pLS20 с известными пред-
ставителями классификационных групп MPFT (плазмида pTiBo542), MPFI (плазмида R64), MPFF (плазмида R27),
MPFG (плазмида ICEhin1056 MPFFATA), MPFFA (плазмида pCW3), MPFFATA (плазмида pGO1), MPFC (плазмида
pCC7120alpha), MPFB (транспозон CtnDOT). Стрелками на рисунке обозначены отсутствующие локусы с множе-
ственными делециями. Цветом выделены идентичные и консервативные аминокислоты.
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достаточно крупного белка было выявлено 7 транс-
мембранных доменов, характерных для белка VirB6
системы секреции IV типа. Гомологичный белок,
имеющий сходные функционально значимые ами-
нокислотные последовательности (шесть транс-
мембранных доменов), выявлен для плазмиды
pLS20 (orf28). При этом данные белки в значитель-
ной степени отличались друг от друга (покрытие со-
ставило 43%, сходство не превышало 30.28%), и
сходство обнаруживалось только в области транс-
мембранных доменов.

Для плазмиды pLS20 был показано, что ген orf11
детерминирует белок адгезии (Adg), обеспечиваю-
щий контакт между донорскими и реципиентными
клетками (Gago-Córdoba, 2021). Поиск гомологич-
ного белка для плазмиды pBS72 позволил устано-
вить, что полипептид, обладающий сходными свой-
ствами, кодируется открытой рамкой считывания
orf14. В N-концевой части данного белка был вы-

явлен трансмембранный домен (между 12 и 29 ами-
нокислотой) и сигнальная последовательность, со-
держащая между 37 и 38 аминокислотными остат-
ками сайт VEA-AS, способный расщепляться
пептидазой 1. Наличие данных последовательно-
стей свидетельствовало о выведении данного белка
за пределы клетки (Sec-зависимый путь секреции).
Однако функционально значимые аминокислот-
ные последовательности, характерные для по-
верхностных белков адгезии, имели крайне низ-
кое сходство с таковыми плазмиды pLS20. Сход-
ство MucBP-, Cna- и LPXTG-доменов составило
33, 20 и 28% соответственно.

Таким образом, на основании филогенетическо-
го и сравнительного анализа функциональных до-
менов белков VirB4, VirB11, VirB6, VirD4 и Adg с
белками внехромосомных генетических элемен-
тов известных классификационных групп можно
утверждать, что система конъюгации плазмид,

Рис. 2. Филогенетическое дерево белков VirB4 (для плазмид pBS72 и pLS20 выделены подчеркиванием).
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подобных pBS72, наиболее близка по организа-
ции плазмиде pLS20. Однако присутствие неси-
нонимических замен в функционально значимых
последовательностях и практически отсутствие
сходства между полными аминокислотными по-
следовательностями исследуемых белков, приво-
дящих к достоверным филогенетическим отли-
чиям, позволяют считать, что конъюгационная
система плазмиды pBS72 относится к отдельной
систематической группе (обозначена как MpfS).
Отличительной особенностью конъюгационной
системы плазмид, подобных pBS72, является ее
сходство с таковыми плазмид бактерий группы
Firmicutes (подобных pLS20 и MPFFATA), что пред-
ставляется весьма логичным и может свидетель-
ствовать об их едином происхождении. Наличие
значимых изменений в белках конъюгации, сви-
детельствует о процессах дивергенции, которые

могли быть обусловлены, в том числе, особенно-
стями их копирования в бактериальных клетках.
Следует отметить, что плазмиды pLS20 и pBS72
имеют разные системы инициации репликации
(Titok et al., 2003).

Ранее было установлено, что плазмида р19, со-
держащая абсолютно идентичную плазмиде pBS72
систему конъюгации (регистрационный номер в
ГенБанке NCBI FJ434456), передавалась в жид-
кой среде LB с частотой 10–3 в бактерии B. subtilis
168 и с такой же частотой обеспечивала мобили-
зационный перенос плазмиды pUB110, содержа-
щей релаксазу mobV-типа. При этом частота пе-
реноса плазмиды р19 увеличивалась на два поряд-
ка при отсутствии в клетках реципиента системы
рестрикции‒модификации. В то же время частота
мобилизации плазмиды pUB110 сохранялась на
прежнем уровне (10–3). Однако в изогенной системе

Рис. 3. Сравнительный анализ функциональных доменов белков VirB11 плазмид pBS72, pLS20 и представителей се-
мейств MPFT и MPFI, MPFI. Цветом выделены идентичные и консервативные аминокислоты.
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скрещивания (между природным плазмидсодержа-
щим штаммом и его бесплазмидным вариантом)
частота переноса плазмиды р19 возрастала до 10–1, а
частота мобилизации плазмиды pUB110 по-преж-
нему сохранялась на уровне 10–3. Во всех скрещи-
ваниях максимальную частоту фиксировали че-
рез 3 ч, когда скрещиваемые бактерии находи-
лись в логарифмической фазе роста (Poluektova,
2004). Несколько иная картина наблюдалась при
изучении кинетики переноса плазмиды pLS20. В
изогенной системе скрещивания (между B. subtilis
nato) она передавалась с максимальной частотой
10–3‒10–4 в узком временном диапазоне. После 3 ч
скрещивания в жидкой среде LB частота переноса
плазмиды pLS20 снижалась до значений 10–7–10–8 и
возрастала до 10−2 в отсутствии белков репрессо-
ров Rco и Phr, а также при увеличенной экспрес-
сии белка Rap (Singh, 2013). На основании функ-
ционального анализа генов rap, prh и rco была
предложена модель регуляции конъюгации плаз-
миды pLS20 (Meijer, 2021). Согласно данной мо-

дели, конъюгационный перенос плазмиды pLS20
негативно регулировался продуктом гена rco. Ре-
прессия снималась белком Rap путем его взаимо-
действия с белком Rco. Однако через 3 ч скрещива-
ния в результате увеличения концентрации белка
Phr происходила инактивация позитивного регу-
лятора Rap и, как следствие, частота конъюгаци-
онного переноса снижалась до предельно низких
значений 10–7–10–8. Приведенные данные могут
свидетельствовать в пользу разной функциональ-
ной активности систем конъюгации плазмид pLS20
и pBS72. Для проверки этого предположения был
проведен сравнительный анализ регуляторных
белков, кодируемых генами rco, rap и phr, а также
определены частоты переноса плазмиды pBS72 и
ее способность мобилизовать перенос плазмиды
pBC16 в средах разного состава в зависимости от
времени.

В результате было установлено, что в геноме
плазмид pLS20 и pBS72 регуляторные гены rco, rap
и phr имеют разную локализацию. Все эти регуля-

Рис. 4. Филогенетическое дерево белков VirB11 (для плазмид pBS72 и pLS20 выделены подчеркиванием).
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торные детерминанты в плазмиде pLS20 локализо-
ваны в непосредственной близости от tra-оперона.
В частности, промотор негативного регулятора rco

перекрывался с промотором первого гена систе-
мы tra, а противоположно ему транскрибируемые
с одного промотора гены rap и phr локализовались
непосредственно выше по течению. В плазмиде
pBS72 данные детерминанты присутствовали в
разных частях генома. При этом гомология между
регуляторными белками плазмид pLS20 и pBS72
составила 40.21% для белка Rco (покрытие 86%) и
24.41% для белка Rap (покрытие 98%), а сходство
между белками Phr отсутствовало. Для подтвер-
ждения локализации регуляторных генов и исклю-

чения ошибки при сборке полной нуклеотидной
последовательности плазмиды pBS72 с использо-
ванием полимеразной цепной реакции были ам-
плифицированы фрагменты плазмиды pBS72, в
пределах которых находились гены rap (orf130),
phr (orf132) и rco (orf3). В результате были получены
ампликоны искомого размера, рестрикционный
анализ которых позволил подтвердить локализа-
цию исследуемых локусов, соответствующую анно-
тированной нуклеотидной последовательности, де-
понированной в ГенБанк NCBI. Дополнительным
доказательством выявленных отличий являлась
одинаковая локализация регуляторных генов rap,
phr и rco в составе pBS72-подобных плазмид бак-

Рис. 5. Сравнительный анализ функциональных доменов белков VirD4 системы секреции IV типа плазмид разных си-
стематических групп. Стрелками на рисунке обозначены отсутствующие локусы с множественными делециями. Цве-
том выделены идентичные и консервативные аминокислоты.

23
29
11
27
28
34
35
28
36

74
55
13
52
76
70
55

102
44

194
218
28

136
154
195
133
180
113

213
237
  47
155
173
214
152
199
132

43
44
11
42
47
52
53
44
42

92
74
13
70
92
56
61
111
50

pBS72

Walker AТМ-доменТМ-домен

pLS20

pGO1
pTiBo542

ICEhin1056

pCW3

R27
R64

pCC7120alpha

Consensus

468
287
281
382
424
492
417
484
358

538
363
351
452
495
565
498
564
424

pBS72

Walker B AAD-домен

AAD-домен

pLS20

pGO1
pTiBo542

ICEhin1056

pCW3

R27
R64

pCC7120alpha

Consensus

539
363
352
453
496
566
499
565
425

603
416
421
517
560
639
590
640
490

pBS72

pLS20

pGO1
pTiBo542

ICEhin1056

pCW3

R27
R64

pCC7120alpha

Consensus



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 4  2022

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 461

терий B. subtilis MB378, MB415, EH11, DH12 и
B. rugosus SPB7, а также плазмиды SX01705-1 бак-
терий B. subtilis и плазмиды 1 бактерий B. licheni-
formis (рис. 7). Следует отметить, что в составе
плазмиды pBS72 между регуляторными генами
rap, phr и генами tra, помимо дополнительных от-
крытых рамок считывания, выявлено 14 повторов
СTAC (размером 46 п.н.), расположенных в меж-
генной области между генами orf136 и orf137. Такие
же повторы присутствовали в составе pBS72-подоб-
ных плазмид. Наличие повторяющихся последова-
тельностей является примечательным фактом, ко-
торый требует дальнейшего изучения.

Поскольку разное расположение регулятор-
ных генов в составе плазмид pLS20 и pBS72 не мо-
жет являться прямым доказательством разной
функциональной активности их систем конъюга-
ции, была изучена кинетика конъюгационного и

мобилизационного переноса, детерминирован-
ного плазмидой pBS72. При этом ставилась зада-
ча определить способность pBS72 передаваться в
бактерии B. subtilis 168 и обеспечивать перенос
плазмиды pBC16 в бактерии рода Bacillus при раз-
ных условиях (плотная полноценная и минималь-
ная среды или жидкая полноценная и минимальная
среды) в зависимости от продолжительности скре-
щивания (3 и 24 ч соответственно). Предполагали,
что в случае функционального сходства систем
конъюгации плазмид pBS72 и pLS20, частота
конъюгационного переноса должна снижаться
при увеличении времени скрещивания вне зави-
симости от состава среды. При этом наибольшее
снижение частоты переноса ожидали при дости-
жении донорными и реципиентными бактериями
стационарной фазы роста (через 24 ч скрещивания
в жидкой среде или через 3‒24 ч скрещивания на

Рис. 6. Филогенетическое дерево белков VirD4 (белок VirD4 плазмиды pBS72 и плазмиды pLS20 выделены подчерки-
ванием).
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плотной среде). Предполагали, что при таких усло-
виях в клетках донора должны накапливаться регу-
ляторные белки, ключевым из которых, согласно
предложенной модели регуляции конъюгации
плазмиды pLS20, являлся белок Phr, увеличение
концентрации которого приводило к ингибиро-
ванию конъюгационного переноса (Singh, 2013;
Meijer, 2021).

В результате проведенных скрещиваний было
установлено, что частота переноса исходной
плазмиды pBS72 в клетки бактерий B. subtilis 168 в
жидкой и на плотной среде LB через 24 ч снижа-
лась в 100 раз (через 3 ч, соответственно, состав-
ляла 2.6 × 10–3 и 3.5 × 10–4, а через 24 ч – 2.6 × 10–5 и

6.3 × 10–6). Однако при скрещивании в жидкой и
на плотной минимальной среде Spizizen частота
переноса pBS72 через 24 ч увеличивалась в 5–10 раз
(через 3 ч, соответственно, составляла 2.0 × 10–6 и
6.88 × 10–5, а через 24 ч – 2.1 × 10–5 и 1.7 × 10–4)
(табл. 1). Полученные данные свидетельствовали
в пользу того, что частота переноса в большей
степени зависела не от времени скрещивания, а
от состава среды.

Для анализа частоты мобилизационного пере-
носа в качестве донора использовали штамм B. sub-
tilis 168, содержащий, соответственно, конъюгатив-
ную и мобилизуемую плазмиды pBS72 и pBC16. В
качестве реципиентов использовали природные

Рис. 7. Схема генетической организации локусов, содержащих гены, определяющие белки регуляции конъюгации
Rco, Rap, Phr (выделены красным цветом), конъюгационного переноса VirB4, VirB11, VirB6, VirD4, релаксазы (выде-
лены синим цветом), адгезии (выделены желтым цветом) и инициации репликации Rep (выделены черным цветом).
Номерами обозначены открытые рамки считывания.
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Таблица 1. Частота переноса плазмиды pBS72 в клетки бактерий B. subtilis 168 при разных условиях скрещивания

Примечание. В конъюгационных скрещиваниях в качестве донора использовали природный штамм B. subtilis, содержащий
конъюгативную плазмиду pBS72, маркированную геном эритромицинрезистентности; частота переноса определялась отно-
сительно количества клеток реципиента.

Донор
Условия скрещивания Частота переноса плазмиды pBS72

среда время
скрещивания, ч в жидкой среде на плотной среде

B. subtilis 72

Spizizen
3 1.8 × 10–5 9.8 × 10–5

24 2.1 × 10–5 1.7 × 10–4

LB
3 2.6 × 10–3 3.5 × 10–4

24 2.6 × 10–5 6.3 × 10–6
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бактерии рода Bacillus, активно синтезирующие
антимикробные и поверхностно-активные со-
единения (B. subtilis 16, B. licheniformis FD9,
B. amyloliquefaciens 7IA3). Частоту переноса плаз-
миды pBC16 определяли при разных условиях и
продолжительности скрещивания. В результате
было установлено, что при увеличении времени
скрещивания в жидкой среде LB и Spizizen часто-
та переноса плазмиды pBC16 через 24 ч скрещи-
вания либо не менялась, либо возрастала в 10–
100 раз. При скрещивании на плотной среде, вне
зависимости от ее состава, перенос плазмиды
pBC16 через 3 ч либо не регистрировался, либо
происходил с гораздо более низкой частотой (ча-
стота переноса через 24 ч увеличивалась в 10–
100 раз) (табл. 2). На основании полученных дан-
ных можно заключить, что частота мобилизаци-
онного переноса плазмиды pBC16 зависела от
условий скрещивания (плотность и состав среды)
и видовой принадлежности бактерий реципиен-
тов.

На основании приведенных данных можно
утверждать, что генетическая организация и функ-
циональная активность системы конъюгации плаз-
миды pBS72 является уникальной для грамположи-

тельных бактерий. Подтверждением этому являют-
ся результаты, полученные для pBS72-подобной
плазмиды р19, которая в изогенной системе скре-
щивания передавалась с частотой 10–1 (Poluektova,
2004). Только для плазмид с дерепрессированной
системой конъюгации (например, F-плазмида)
характерна такая высокая частота переноса.

Таким образом, в результате проведенного
анализа было установлено, что генетическая ор-
ганизация и функциональная активность систе-
мы конъюгационного переноса плазмиды pBS72
является уникальной. Несмотря на сходство с клю-
чевыми структурными и регуляторными белками
конъюгации плазмиды pLS20 в области функцио-
нально значимых доменов, она характеризовалась
рядом отличий. Во-первых, сходство ключевых бел-
ков конъюгации ограничивалось областью функ-
циональных доменов, в остальном белки имели
значительные отличия (гомология не превышала
40%). Во-вторых, гены, детерминирующие пред-
положительно регуляторные белки (Rco, Rap, Phr),
имели разную локализацию в плазмиде pLS20 и
pBS72 (соответственно, находились в непосред-
ственной близости от tra-оперона, либо в разных
локусах генома). В-третьих, у плазмид pBS72 и

Таблица 2. Частота мобилизационного переноса плазмиды pBC16 в клетки бактерий B. subtilis d16, B. velezensis
7I3A и B. licheniformes FD9 при разных условиях скрещивания

Примечание. В конъюгационных скрещиваниях в качестве донора использовали типовой штамм B. subtilis 168, содержащий
конъюгативную плазмиду pBS72 и мобилизуемую плазмиду pBC16; частота переноса определялась относительно количества
клеток реципиента. Трансконъюганты, отобранные на среде, содержащей тетрациклин, дополнительно проверялись на при-
сутствие мобилизующей плазмиды pBS72 и мобилизуемой плазмиды pBC16. В результате установлено, что все они содержали
плазмиду pBC16 (в реакции ПЦР с использованием специфических праймеров, обеспечивающих амплификацию гена mob,
регистрировали образование ампликона искомого размера 1861 п.н.) и не содержали плазмиду pBS72 (чувствительны к эрит-
ромицину, в реакции ПЦР не регистрировали образование специфических продуктов амплификации размером 685 п.н. при
использовании праймеров, комплементарно связывающихся в области плазмиды pBS72 между генами orf138 и orf139).

Штамм реципиент
Условия скрещивания Частота переноса плазмиды pBC16

среда время
скрещивания. ч в жидкой среде на плотной среде

B. subtilis d16

Spizizen
3 5.0 × 10–7 0

24 9.9 × 10–7 7.5 × 10–6

LB
3 6.3 × 10–6 1.8 × 10–7

24 6.1 × 10–6 4.0 × 10–6

B. licheniformes FD9

Spizizen
3 9.6 × 10–6 1.3 × 10–6

24 2.4 × 10–6 1.2 × 10–4

LB
3 1.1 × 10–4 6.8 × 10–5

24 2.5 × 10–4 2.6 × 10–3

B. velezensis 7I3A

Spizizen
3 5.5 × 10–7 0

24 2.5 × 10–6 2.9 × 10–5

LB
3 4.2 × 10–6 0

24 4.7 × 10–4 1.8 × 10–4
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pLS20 отсутствовало сходство между регуляторны-
ми белками Phr. И, наконец, в отличие от плазмиды
pLS20 функциональная активность конъюгаци-
онной системы плазмиды pBS72 не зависела на-
прямую от времени скрещивания, а определялась
составом среды и генетическими особенностями
бактерий реципиентов. Проведенный анализ
позволяет отнести систему конъюгации плазми-
ды pBS72 к новому семейству (обозначено как
MpfS) и является основой для изучения механиз-
ма распространения pBS72-подобных плазмид в
природной среде обитания и создания на их осно-
ве системы генетического анализа биотехнологи-
чески значимых бактерий рода Bacillus.
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Abstract—The conjugation system of the pBS72 plasmid, which is widespread among the extrachromosomal
genetic elements of environmental Bacillus strains, is unique and may be assigned to a new family. The new
systematic group, designates as MpfS, while exhibiting similarity to the conjugation system of the well-studied
pLS20 plasmid of B. subtillis strain nato, was characterized by specific features of molecular genetic organi-
zation and functional activity. Thus, the key conjugation proteins VirB4, VirB6, VirB11, VirD4, and Adg of
the plasmids pLS20 and pBS72, while similar in the regions of their functional domains, were reliably differ-
ent, forming separate phylogenetic group. The genes encoding the conjugation regulation proteins (rco, rap,
phr) in the plasmid pLS20, had different localization in the plasmid pBS72, and the similarity between amino
acid sequences did not exceed 40.21% for the Rco protein, 24.41% for the Rap protein, and was absent for the
Phr protein. Unlike the pLS20 plasmid, the conjugation transfer frequency of the plasmid pBS72 and of the
mobilized plasmid pBC16 did not depend on the growth phase and donor cell concentration and depended
on the medium composition and genetic properties of recipient bacteria. These results will serve as a basis for
investigation of the mechanism of propagation of pBS72-like plasmids in natural environments and for de-
velopment of a system of genetic analysis for biotechnologically important members of the genus Bacillus.

Keywords: conjugation, conjugation marker proteins, conjugation transfer frequency
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